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RESUMO

O cancer de mama é o tipo de neoplasia que acomete a maior parte da
populacdo mundial feminina; no Brasil, e esta atras apenas do cancer de pele ndo
melanoma. Estudos anteriores identificaram extratos vegetais com potencial citotoxico
contra a célula MCF-7, adenocarcinoma com grau moderado na diferenciacao
metastatica, que induziam as células a apoptose. Uma vez que o conhecimento a
respeito da capacidade desses extratos de influenciarem a regeneracéo celular é
desconhecido, o objetivo do trabalho foiavaliar a influénciadesses extratos sobrea
regeneracao celular, em células MCF-7, MDA-MB-231 e MCF-10A desafiadas ou ndo
por prolactina (PRL), no modelo conhecido como wound healing. Verificou-se que dois
extratos, N719 (Salicaceae) e N1091 (Annonaceae) entre 15 avaliados apresentaram
capacidade de inibir a regeneracédo celular. Foram testados quanto a capacidade de
influenciar na expressdo de FAK (focal adhesion kinase) e Moesina (membrane
organizing extension spike protein), proteinas envolvidas com o citoesqueleto, sobre
influéncia de PRL. Observou-se que N719 inibe a regeneracdo de MCF-10A e MCF-
7, FAK esta mais expressada em MCF-10A e Moesina em MCF-7 estimulada com
PRL 50 ng/mL. J& N1091 e fases de particdo N1091-14 e N1091-16 inibem a
regeneracao celular, enquanto que FAK e Moesina estao mais expressadas em MCF-
10A nédo estimuladas por PRL. Esses resultados confirmam o potencial de N719 e
N1091 de serem usados em pesquisas futuras relativas a verificacdo da capacidade
de interferéncia na migracdo celular e na verificagdo dos principais componentes

ativos presentes.

Palavras-chave: wound healing, cAncer de mama, produtos naturais, citoesqueleto,
MCF-7, MDA-MB-231.



ABSTRACT

Breast cancer is the type of neoplasia that affects most of the world's female
population; in Brazil, and is only behind non-melanoma skin cancer. Previous studies
have identified plant extracts with cytotoxic potential against the MCF-7
adenocarcinoma cancer cell, which also induced the cells to apoptosis. Once the
knowledge about the ability of these extracts to influence cell regeneration is unknown,
this study's objective was to evaluate these extracts' influence on cell regeneration in
MCF-7, MDA-MB-231, and MCF-10A cells challenged or not with prolactin (PRL) in
the model known as wound healing. Two extracts, N719 (Salicaceae) and N1091
(Annonaceae) among 15 evaluated, showed the potential to inhibit cell regeneration.
They also influenced the expression of FAK (focal adhesion kinase) and Moesin
(membrane organizing extension spike protein), which are proteins involved with the
cytoskeleton, under the influence of PRL. N719 inhibited the regeneration of MCF-10A
and MCF-7, FAK is more expressed in MCF-10A and Moesin in MCF-7 stimulated with
PRL 50 ng/mL. N1091 and partition phases N1091-14 and N1091-16, on the other
hand, start cell regeneration, while FAK and Moesin are more expressed in MCF-10A
not stimulated by PRL. These results confirm the potential of N719 and N1091 to be
used in future research related to verifying the interference capacity in cell migration

and verifying the main active components present.

Keywords: wound healing, breast cancer, natural products, cytoskeleton, MCF-7,
MDA-MB-231.



ABREVIACOES

ATP — adenosina trifosfato

ER — (Enzima Radixim)

ERM (Enzimas Radizi Moesina)

FAK- (quinase de adesao focal, do inglés Focal adhesion
kinase).

MAPR - (proteina quinase mitégeno-ativada, do inglés Mitogen-

activated protein kinase)

MEC — matrix extracellular

mL - mililitro

mM — milimolar

ng — nanogramas

PI3K- (fosfatidilinositol-3-OH-quinase, do inglés
Phosphatidylinositol-3-OH-kinase)

PRL- prolactina

pL - microlitro

Mm — micrémetros
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1 INTRODUCAO

Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva,
do Ministério da Saude, 66.280 novos casos estavam previstos para 2021 com 18.032
ocorréncias de mortes, sendo 207 em homens e 17.825 mulheres (INCA, 2022a).
Segundo o boletim deste mesmo Instituto, denominado Estimativa 2020, Incidéncia de
Céancer no Brasil (INCA, 2022a), o cancer de mama € o que mais ocorre entre as
mulheres, apés o céancer de pulmdo, tanto no Brasil como no mundo, nao
considerando o cancer de pele, que € o mais frequente. No Brasil, a regido Sudeste
concentra 60% dos casos de cancer, incluindo o de mama, seguido pelas regides
Nordeste (27,8%) e Sul (23,4%).

Quanto aos fatores de risco relacionados ao aparecimento do cancer de mama,
o INCA reporta fatores ambientais e comportamentais, fatores relacionados a historia
reprodutiva, hormonais, fatores genéticos e hereditarios, obesidade e sobrepeso, e
inatividade fisica, que compreende néo realizar pelo menos 150 minutos de atividade
fisica moderada semanalmente. Além disso, outros fatores também podem contribuir
para o aparecimento de cancer, como o consumo de bebida alcodlica frequente,
exposicdo a raios ionizantes, tabagismo e fatores relacionados a histdria reprodutiva
junto a contato precoce com hormoénio, primeira menstruagédo antes dos 12 anos, ter
tido filhos na primeira gravidez antes dos 30 anos e parar de menstruar (menopausa)
apos 55 anos. O uso de contraceptivos hormonais que contenham estrogénio e
progesterona na reposicdo hormonal p6s-menopausa por mais de 5 anos, histérico de
cancer de mama na familia antes dos 50 anos, alteracdes genéticas dos genes
BRCAL e BRCA2, complementam fatores que influenciam ndo somente o cancer de
mama mas também outros tipos de canceres.

As estratégias terapéuticas relacionadas ao cancer de mama sao feitas em
funcdo do tipo de cancer e do estagio de desenvolvimento, que é obtido através do
estadiamento da doenca. Em uma escala de quatro graus (Estadios | a IV), o cancer
€ categorizado entre aquele em gue o tecido tumoral se encontra mais localizado no
orgao afetado e em menor tamanho até aquele que se encontra em varios tecidos
diferentes daquele que deu origem ao tumor, apresentando o que se chama de

metastases.
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A depender do estadio em que se encontra, tratamentos especificos séo
sugeridos, como cirurgia, radioterapia, quimioterapia antitumoral, hormonioterapia e
terapia bioldgica, que é alvo- direcionada). Deve-se haver a compreensédo de que 0s
tratamentos devem ser estudados para cada caso (INCA, 2022b).

Embora o conhecimento relacionado a fisiopatologia do cancer de mama tenha
aumentado, nas ultimas décadas, o que tem permitido a adocdo de protocolos
terapéuticos mais eficazes tanto para controlar o desenvolvimento dos tumores como
para promover melhor qualidade de vida aos pacientes, a atengdo ao aprimoramento
das vias metabdlicas bioquimicas e hormonais ainda carecem de estudos. Sabe-se
gue os receptores de estrogénio (ER, da sigla em inglés) estdo expressos em 75%
dos canceres de mama, enquanto 20% a 30% dos tumores expressam em grandes
quantidades o receptor do tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HERZ2,
da sigla em inglés; VENEMA et al., 2019), além dos receptores de progesterona que
podem contribuir para o surgimento dos tumores de mama, ou podem estar
relacionados ao tumor de mama triplo-negativo, que n&o expressa esses trés
receptores (KUMAR; AGGARWAL, 2016).

O estudo continuo sobre a fisiopatologia dos tumores de mama levou ao
relacionamento do desenvolvimento da doenca a partir do estimulo de outros
receptores hormonais, como o receptor de androgénio (AR, da sigla em inglés;
VENEMA et al., 2019) e o receptor de prolactina (PRLR, da sigla em inglés; BRANDAO
et al.,, 2016). Também existem evidéncias de que haja um envolvimento entre
estimulos feitos a partir dos PRLRs e o remodelamento do citoesqueleto de actina, no
que se refere a progresséo de tumores.

PRLsR podem ser encontrados em locais como glandulas mamarias, linfocitos,
Utero, prostata e tecido placentario, onde a relacdo da PRL (prolactina) com cancer de
mama comegou a ser estudada ainda nos anos 1990, quando Wennbo e
colaboradores (1997) demonstraram a indugéo de cancer de mama em camundongos
transgénicos, e Reynolds e colaboradores (1997) relacionaram o aumento de PRLRs
em células humanas de cancer de mama. Porém, estudos clinicos tém demonstrado
resultados controversos e inconclusivos a respeito do envolvimento direto entre PRL
e o surgimento / desenvolvimento do cancer (BRANDAO et al., 2016).

Um estudo feito com 235 pacientes mostrou associacdo entre 0s hiveis
plasmaticos de (PRL) prolactina alto acima de 150 ng/mL e o risco do

desenvolvimento de cancer de mama, e outro estudo feito com 851 mulheres
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menopausadas mostrou uma forte associacdo entre PRL e o alto aparecimento de
cancer de mama, quanto o tipo de tumor apresentou positividade no receptores de
estrogénio (TWOROGER; HANKINSON, 2006).

Os mesmos autores, em 2008, demonstraram que PRL como fator de risco para
o0 aparecimento/desenvolvimento de cancer de mama em mulheres em pré-
menopausa € baixo, enquanto que em mulheres menopausadas e positivas para ER
€ mais elevado, confirmando as observacdes prévias, desta vez relacionando com
mulheres que tiveram filhos ou ndo, além da relevancia dos niveis de PRL anteriores
ao diagnéstico. Mais tarde, esses dados foram confirmados e também relacionados
em mulheres em pGs-menopausa com carcinomas in situ e invasivos (LI et al., 2021;
WANG et al., 2016).

Independentemente do processo de origem do cancer, uma das maiores
preocupacdes € o aparecimento de metastase. Segundo o sitio do National Cancer
Institute (NCI, 2022), metastase é o espalhamento do cancer a partir do local onde é
formado para outra parte do corpo; durante a metastase, as células do tumor primario
(o de origem) se desprendem e viajam pelo corpo através do sistema circulatorio
sanguineo ou linfatico, e formam novo tumores em outros 6rgaos do corpo (tumores
metastaticos) cujas células séo iguais aquelas do tumor primario, por exemplo, se a
paciente apresenta tumor de mama que originou metastase no pulmao, o tumor
metastatico no pulmao tera células de mama, e ndo células de pulméo.

O movimento observado pelas células do tumor priméario para originar as
metastases é compreendido como parte de um processo realizado em varios passos
gue envolvem néo somente a capacidade da célula se desprender do tumor primario
por ter influéncia nas alteracfes da adeséo célula-célula que mantém o tecido intacto,
como também implica na capacidade da célula tumoral de migrar do tumor primario
para o sistema circulatorio, processo pelo qual a célula deve passar pela lamina basal
(BISHOP et al., 1994).

Estudos realizados com modelos experimentais desenvolvidos com culturas de
células tém sido feitos para mimetizar os processos de metastase, quando feitos com
células tumorais, e outros processos fisiologicos normais, como a regeneracdo de
tecidos, quando feitos com células normais. Nesse modelo, uma fenda, ou ferida, é
feita na cultura de células e a regeneracdo do espaco aberto na cultura é
acompanhada no tempo, sendo observada com tratamento ou ndo. Esse modelo é

conhecido como teste de migragao celular, ou ensaio de wound healing (FREITAS;
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JOZIC; BEDOGNI, 2021).

Em um processo de metastase, alteracdes na capacidade das células de um
determinado tecido permanecerem aderidas umas as outras encontra-se
comprometida. Em um sistema normal, as células devem estar aderidas para eu o
tecido esteja coeso e consiga exercer a sua funcao fisioldgica. Para tanto, deve haver
uma inter-relacdo entre proteinas que formam o citoesqueleto, juntamente com
proteinas que transpassam a membrana celular e proteinas que se encontram na
matriz extracelular (MEC). Através do citoesqueleto, que € formado basicamente por
actina, algumas proteinas especificas estdo ligadas e estdo envolvidas na ligacao
célula-célula através das caderinas, que sao proteinas transmembrana que ocorrem
entre as duas células vicinais, e na ligacdo célula-matriz extracelular através das
integrinas, que sdo aquelas localizadas na regido transmembrana entre a célula e a
MEC (BIRK et al., 1994).

A dinamica do citoesqueleto nos processos fisioldgicos ficou mais conhecida
nas ultimas varias décadas, como também a influéncia de hormdnios como estrogénio
(HWANG; STABILE, 2021), progesterona (BRISKEN; HESS; JEITZINER, 2015) e
prolactina (ATICI; GOVINDRAJAN;

LOPETEGUI-GONZALEZ; SHEMANKO, 2021), durante o estimulo de
crescimento de tumores de mama. Estudaram o processo de migracdo celular
relacionado com metastase com base no envolvimento da PRL com a dindmica do
citoesqueleto, citado em seu artigo, com base em outros trabalhos,lsso se da através
do acoplamento da PRL com proteinas quinases como a MAPK (mitogen-
activatedproteinkinase) e a PI3K (phosphatidylinositol-3-OH-kinase), por exemplo,
que vao ativar rotas de sinalizag&o envolvidas na dindmica do citoesqueleto (ACOSTA
et al., 2003, p.17).
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Uma vez que a organizacao espacial do citoesqueleto de actina € estimulada a
sofrer alteragdes, a motilidade celular é alterada e consequentemente sua capacidade
de migracdo também. Ainda, a prolactina tem capacidade de recrutar intermediarios
da via de sinalizacdo envolvida, como os c-Src (protooncogene-tyrosine-protein-
kinase), envolvidos no controle da expressao de PI3K e de FAK (focal adhesion
kinase), expressos em células de tumor de mama. As FAKs estdo envolvidas nos
complexos de adesdo focais, através dos quais o citoesqueleto se conecta com a
matriz extracelular (TANIGUCHI et al., 2010). A FAK contribui como a principal
molécula de sinalizacdo celular por meiodas integrinas que sdo receptores de
membrana glicoprotéico, e tem por fungcdo recrutar quinases,que Sdo enzimas que
direcionam e doam ATP para o meio de acao intracelular, dando a capacidade de
energia para a movimentacao inicial das células, como demostrado na figura 1 abaixo
(SANTULLI et al., 2011).

Figura 1. Processo de acdo da FAK intracelular no recrutamento de enzimas e ATP para iniciar a agéo
de forca energetica para aumento dos microtubos, acdo de actina e Moesina.
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Fonte: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcp.21237, acesso em 11/11/2022.
(BERRIER; YAMADA, 2007.)

Estudos anteriores (SONG et al., 2002) mostraram que a administracao de
prolactina favoreceu a ativacdo de Moesina (membrane organizing extension spike
protein), que esta ligada a actina, e que proporcionou aumento da migracao celular,
como consequéncia de alteragdes no citoesqueleto (POLLARD; BORISY, 2003;
SIMONCINI et al., 2006; FLAMINI et al., 2009; SANCHEZ et al., 2011). Moesina € uma


Fonte:%20@Elsevier.%20Pollard%20et%20al:%20cell%20biology%202%20e%20www.studentconsult.com
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das proteinas de ligacdo a actina, da familia das ERM (ezrin-radixin-Moesin,
envolvidas na formacdo de complexos de actina nesta regido, que ajudam na
formacdo de pontes moleculares entre o citoesqueleto de actina, integrinas e
complexos de adesédo focal, as FAKs, jA mencionadas. Essas estruturas sao
fundamentais para a designacdo do movimento de células como as observadas na
migracao de células tumorais e na invasao da matriz extracelular (SIMONCINI et al.,
2006; FU et al., 2008, OWENS et al., 1995).

Cada microfilamento de actina tem 1 a 2 ym de comprimento e 0,1 um de
didmetro, e contém em seu interior varias dezenas de filamentos de actina orientados
paralelamente ao eixo longitudinal (Figura 2). Sabendo que estes filamentos estédo
interligados por proteinas como miosina e fibrina, tém a capacidade de movimentacao.
Além disso, eles estéo ligados a membrana celular por outras proteinas de ligacao, na
base das microvilosidades, em uma rede chamada de terminal, formada
principalmente por actina, miosina e integrinas as quais estdo ligados os feixes de

actina que formam as microvilosidades (POLLARD, 2019).

Figura 2. Aumento dos filamentos de actinas em formag&o.
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Fonte: https://mmegias.webs.uvigo.es/5-celulas/7-actina-c.php, acesso em 11/11/2022.

Red terminal

A figura 3 mostra os filopodios, que sdo estruturas que se formam segundo a
necessidade da célula em se mover. Sua dindmica de formacdo esta ligada a
capacidade de detectar o que ocorre no entorno das células, em termos de liberagéo
de moléculas sinalizadoras e é guiada pela direcdo em que a célula vai se mover, ou

migrar.
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Figura 3. A movimentagdo de actina e integrinas se da pelos filopddios, que sao projecbes celulares
formadas na direcdo em que a célula vai se movimentar, e detectam o que ocorre no entorno da célula.
Sao movimentos dos filamentos de actina que déo sustentacdo a movimentacao célular.
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Fonte: https://mmegias.webs.uvigo.es/5-celulas/7-actina-c.php, acesso em 11/11/2022.

Os processos envolvidos na migracdo celular relacionados a reparacao de
tecidos, ao desenvolvimento embrionario e na metastase tumoral, que podem ser
modificados pelo estimulo de PRL, passam a ser alvos terapéuticos interessantes,
para o tratamento de cancer de mama. Desta forma, a busca por novos farmacos em
potencial a serem usados no tratamento de cancer de mama é justificada.

O Brasil é o pais com a maior diversidade, no mundo (Reflora — Herbario Virtual,
2022; MMA, 2022), sendo estimadas 116.839 espécies animais e 46.355 espécies
vegetais, o que representa 20% do total de espécies estimadas para o planeta Terra.
A Floresta Amazo0nica, a Floresta Pluvial da Mata Atlantica, o Cerrado com savanas e
bosques, os Pampas e seus campos, o Pantanal que € a maior planicie inundavel do
mundo e a Caatinga das florestas semiaridas compdem o lar dessas espécies,
juntamente com os recifes de corais, dunas, manguezais, lagoas, estuarios e
pantanos que se encontram no vasto litoral brasileiro.

Tamanha biodiversidade biolégica esta relacionada a diversidade quimica,
traduzida pelos milhares de metabdlitos secundarios produzidos por essas espéecies,
muitos dos quais ainda desconhecidos da ciéncia e que sdo potenciais agentes
farmacologicamente ativos a serem empregados no tratamento de muitas patologias.

Os pesquisadores do Grupo de Pesquisa “Atividades bioldgicas,
farmacoldgicas e toxicoldgicas de produtos naturais” tém testado extratos vegetais
obtidos de plantas amazénicas e da Mata Atlantica quanto a potencial atividade
citotoxica contra células de tumor de mama (SUFFREDINI et al., 2007a.) e de outros
orgaos (SUFFREDINI et al., 2006; SUFFREDINI et al., 2007b). Desses estudos, 0
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grupo chegou a 114 extratos vegetais cuja citotoxicidade contra células de tumor de
mama MCF-7, um adenocarcinoma pouco metastatico, foi muito expressiva, e que
foram selecionados quanto a capacidade de inducao a apoptose (AGUIAR, 2017).
Destes 114 extratos citotoxicos, somente 15 mostraram-se indutores de
apoptose. No presente estudo, estes 15 extratos citotdéxicos foram testados quanto a
capacidade de influenciarem na migracao celular, com vistas a identificacdo de um
potencial agente inibidor do processo de metastase tumoral, em células MCF-7
(adenocarcinoma ndo metastatico), MDA-MB-231 (adenocarcinoma metastatico) e

MCF-10A (células normais de mama).
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliacdo dos efeitos in vitro de extratos de plantas da Amazénia na migracao
horizontal de células MCF-7; MCF-10A e MDA MB-231 de cancer de mama
estimuladas com prolactina.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a migragéo horizontal celular, por microscopia de luz;

e Analisar a expressdo de moesina por ELISA para os extratos mais

promissores;

e Analisar a expressdo de FAK por ELISA para 0s extratos mais

promissores.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Sequéncia dos experimentos propostos

A figura 4 mostra a sequéncia dos experimentos que foram realizados no

presente projeto, e para cada etapa foram inseridos os valores correspondentes ao

namero de repeticdes experimentais para cada procedimento.

Figura 4.Sequéncia experimental adotada no presente projeto.
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migracao celular
tempos 0 h,24 he 48 h
células MCF-10A, MCF-7 e
MDA-MB-231
Controle positivo =
doxorrubicina
n=3; N=48

4. Selecao
dos
extratos
vegetais
mais ativos

Fonte: Proprio autor, 2022

6. Analise de N719 e
N1091 e suas fragoes de
particao
tempos0h,24 hed8 h
células MCF-10A, MCF-7
e MDA-MB-231
Estimulo de prolactina
Controles
positivos=doxorrubicina
e curcumina

N=3; N=78.

5. Andlise de N719 e
N1091 e suas fragoes de
particao
tempos0h,24 he 48 h
células MCF-10A, MCF-7
e MDA-MB-231
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Controles
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3.2 Obtencdo dos extratos vegetais — procedimento anteriormente

realizado

As espécies vegetais foram coletadas em regides proximas a Manaus, AM, sob
licenca do Ministério do Meio Ambiente, IBAMA de numero 12A/2008. O material
vegetal fresco foi encaminhado para o Laboratério de Extracdo da Universidade
Paulista, onde foi limpo retirando-se contaminantes (fragmentos de outros 6rgéos,
poeira, areia, inseto, etc.), seco em estufa com circulacdo de ar a 40°C. Em seguida,
foi moido em moinho de martelo (Holmes 201 X), o qual esta localizado dentro de uma
capela com captacdo de ar. A droga vegetal ja processada foi armazenada em um
saco plastico e identificada.

A técnica utilizada para obtencdo do extrato foi descrita anteriormente
(YOUNES et al., 2000). O material pulverizado foi extraido em percolador de vidro, no
qual o p6 da planta foi colocado em contato com diclorometano/metanol 1:1 (v/v), em
quantidade suficiente para cobrir todo o p6. O material permaneceu em maceracao
por 24h e em seguida foi drenado para um baldo de fundo chato com a ajuda de uma
bomba de vacuo. O extrato bruto orgéanico obtido foi concentrado em rota-evaporador
até retirada total do solvente organico. Com o mesmo material vegetal realizou-se a
maceracdo em agua, que foi liofilizado. Os extratos secos foram registrados e

armazenados em camara fria a —20°C, para posteriormente serem utilizados.

3.3 Extratos vegetais e substancias de referéncia utilizados

No presente estudo, foram utilizadas as espécies vegetais que foram
identificadas como sendo citotoxicasa partir do modelo da citotoxicidade pela
sulforrodamina B (SUFFREDINI et al., 2007) e pelo ensaio de apoptose realizado com
as células MCF-7 (AGUIAR, 2017; CORREIA, 2020). Os extratos vegetais
selecionados sao os seguintes: N30, N80, N144, N172, N178, N238,N246, N284,
N321, N719, N934, N1062, N1068, N1091 e N1093, conforme reportados na tabela 1.
As substancias de referéncia utilizadas foram doxorrubicina e curcumina nas
concentracdes de 0,0025 uM, 0,025 uM, 0,25 uM, 2,3 uM e 25 uM.
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Tabelal. Dados botéanicos relativos as plantas utilizadas para a obtencdo dos extratos

vegetais citotéxicos utilizados no presente projeto.

Extrato Idggtgg:;;;o Familia Espécie v(grggeat‘gl
N30 pPSC187 Clusiaceae Calophyllum brasiliense CA
N80 PSC386 Malpighiaceae Byrsonima sp. OA
N144 PSC187 Clusiaceae Calophyllumbrasiliense FO
N172 IBS06 Leg-Caesalpinioideae | Macrolobium multijugum FO
N178 PSC92 Meliaceae Trichilia cf. pleeana OA
N238 AAO3291 Clusiaceae Vismia schultesii CA
N246 IBS11 Rubiaceae OA
N284 PSC80 Violaceae Amphirrhox longifolia OA
N321 PSC414 Myrtaceae Psidium densicomum FOe FL
N719 AAO3383 Flacourtiaceae Laetia suaveolens FOeCA
N934 AAO3470 Flacourtiaceae Xylosma CA

psedosalzmanii
N1062 AAO3583 Rubiaceae Duroias p. CA
N1068 AAO3551 Clusiaceae Clusia spathulaefolia CA
N1091 AAO3562 Annonaceae Guatteria riparia FO
N1093 AAO03562 Annonaceae Guatteria riparia CA

Fonte: Proprio autor, 2022

3.4 Cultura celular

Células MCF-7 e MDA-MB-231 de cancer de mama e MCF-10A de tecido

mamario epitelial normal imortalizado foram adquiridas do Banco de Células do Rio

de Janeiro (BCRJ) e estdo sendo cultivadas conforme Monkset al. (1991; MCF-7),
econforme as diretrizes do BCRJ (MDA-MB-231 e MCF-10A). As células MCF-7 foram

mantidas em meio RPMI-1640, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB),

2 mM de L-glutamina egentamicina. O RPMI e o SFB foram adquiridos da Lonza (USA)

ou da Cultilab (Brasil), enquanto que os outros reagentes foram adquiridos da Sigma

(USA). O meio de cultura para a célula MDA é o Leybowitz 15 (Cultilab, Brasil)

complementado com SFB 10%, e o meio para a MCF-10A é DMEM suplementado

com toxina colérica (Sigma), adquirido do BCRJ (Brasil). O crescimento das células

foi monitorado frequentemente com microscopio invertido de contraste de fase e o

meio de cultura foi trocado a cada 48 horas, ou de acordo com o metabolismo celular.
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Toda a manipulacéo das células ocorreu em capela de fluxo laminar. Apos atingirem
confluéncia de 70% a 80%, as células foram coletadas apdés a administracdo de
tripsina-EDTA. Para os experimentos, foi feita contagem do nimero de células viaveis
pelo método de exclusédo do azul de Tripan,emcamara de Neubauer, com microscopia
optica. As células foram semeadas em diferentes placas de cultura de 24 pocos, nas
concentraces de 10x10° células/poco, e foram mantidas em incubadora a 37°C em
atmosfera umida com 5% de CO2. A célula MDA-MB-231 é mantida em ambiente sem
CO2 ecom a tampa do frasco de cultura fechada.

3.5 Regeneracao celular ou wound healing

O experimento é realizado em microplacas de 24 pocos (Coastar) nas quais
cada célula é semeada individualmente, segundo as condicbes adequadas de
crescimento. As células foram transferidas para os pocos em 1 mL de meio
apropriado. Apés a colocacéo das células nos pocos, as placas foram incubadas nas
condi¢Bes proprias de cada célula, por 24 h. Passadas as 24 h, foram feitas lesdes
em cada poco, com o auxilio de uma ponteira de micropipeta de 200 uL, ou com um
pincel do tipo microbrush de 0,1 mL. Em seguida, os tratamentos diluidos
adequadamente em 1 mL do meio apropriado foram adicionados aos poc¢os
correspondentes.

Depois, cada lesdo feita na cultura de células foi fotografada no tempo zero,
correspondente ao tempo imediatamente apds a adicdo dos tratamentos. Em seguida,
as placas foram levadas a incubacado, nas condi¢cdes adequadas a cada célula. As
lesbes de cada poco foram fotografadas novamente apos 24 h e 48 h da adi¢cdo dos
tratamentos. Células sem tratamento foram mantidas para controle de crescimento e
parametro experimental do crescimento celular em condi¢cdes normais. As medidas

das areas de lesao foram feitas com o auxilio do programa ImageJ.
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3.6 Triagem dos extratos quanto a influéncia na migracéao celular.

A partir do modelo experimental descrito, os 15 extratos vegetais citotoxicos e
inibidores de apoptose foram submetidos ao ensaio da migragéo celular, juntamente
a doxorrubicina, um agente antitumoral j& usado na terapia. Cada tratamento foi feito
em triplicata. Os extratos que apresentaram a inibicdo da regeneracao das lesGes
foram considerados como 0s mais ativos, neste experimento e foram selecionados

para serem analisados em uma préxima etapa.

3.7 Analise dos extratos ativos e fases de particdo em diferentes

concentracgoes.

Os extratos vegetais selecionados foram testados em diferentes concentragdes
finais (no pocgo), de 100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL, 0,1 pg/mL e 0,01 pg/mL, a
doxorrubicina (Sigma) foi testada nas concentracdes de 25 mM, 2,5 mM, 0,25mM,
0,025 mM e 0,0025 mM, enquanto que a curcumina (Sigma) foi sim testada nas
concentracdes de 25 uM, 2,5 uM, 0,25 yM, 0,025 uM e 0,0025 uM, cada concentragao
em triplicata, para todos os tratamentos.

Foi testada, também, a toxicidade do dimetilsulféxido (DMSO) puro e 10%, que
foi o solvente usado para diluir as amostras. As fases de particdo e N1091 foram

testadas em concentracdo Unica de 100 pg/mL.

3.8 Analise indicativa da expressaode FAK e Moesina ap0s tratamentos e

estimulo com PRL

Os extratos ativos selecionados e tratamentos de referéncia foram testados
nessa fase experimental nas trés linhagens celulares. Foram usadas duas
concentracbes de prolactina para estimular as células, 50 ng/mL e 100 ng/mL,
combase em trabalhos prévios (da SILVA et al., 2015). Apos 30 minutos da

administracdo dos compostos, foram realizados os procedimentosde analise de
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regeneracao celular e de expressao proteica por ELISA, de acordocomasinstrucdes
dofabricante, utilizando-se o0s sobrenadantes das culturas celulares, feitas em

microplacas de seis po¢os, em unicata.

3.9 Andlise Estatistica

Ap6s a realizacdo dos ensaios, foram feitas andlises estatisticas
paraverificagdoda influéncia dos extratos vegetais sobre a regeneracédo celular e
comparacao da atividade inibitoria dos extratos, fases de particdo, compostos de
referéncia e veiculos quanto a regeneracao da ferida provocada na cultura de células
feita em microplacas de 24 pocos. Os dados analisados e usados para os célculos
estatisticos referem-se a porcentagem das areas da ferida ap6s 24 h e 48 h dos
tratamentos.Analise de verificacdo enormalidade de Shapiro-Wilkfoifeita, bem como
verificacdo da homogeneidade entre os dados (Levene e Welch). Depois, foram
aplicados os testesde variancia do tipo ANOVA de dois fatores, quando nao houve
comparacado das medidas obtidas dos mesmos pocos em tempos diferentes, e
ANOVA de dois fatores de medidas repetidas, as porcentagens foram calculadas a
partir das mesmas feridas feitas em cada poco da microplaca,seguidos do testepost-
hoc de Tukey. A comparacao entre grupos foi feita nos dois tempos, de 24 h e 48 h,
separadamente.Em todos os testes foi considerada significancia de a < 0,05. As
andlises foram efetuadas empregando-se os programas GraphPadPrisma 7 e
suplemento do Excel RealStats. As hipGteses para esse trabalho foram assim
determinadas: a hipétese nula (HO) determina que as médias obtidas entre os grupos
controle de células sem tratamento e os grupos de células tratadas nao apresentem
diferencas. A hipdtese alternativa determina que ha diferenca entre esses grupos.
Asrespostas determinantes para 0s tratamentos aqui apresentados devem ser
aquelas em que se observa a auséncia de diferencas significativas entre a curcumina
e a doxorrubicina e os tratamentos propostos, mas que apresentem diferencas em
relacdo as ceélulas ndo tratadas de modo que os tratamentos apresentem médias
significativamente maiores do que agquelas observadas para as células sem

tratamento.
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4 RESULTADOS

4.1 Triagem dos extratos citotéxicos quanto a influéncia sobre a migragcéao

celular

A tabela 2 demostra os resultados relativos as areas sem células, obtidos da
influéncia dos 15 extratos vegetais citotoxicos sobre o processo de migragéo celular
das trés células humanas de mama, MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231, logo apés 0s

tratamentos em 24h e 48h horas.

Tabela 2. Porcentagens de &reas regeneradas das feridas feitas nas culturas de células de mama

humana apés tratamento com extratos vegetais citotoxicos em modelo de regeneracéo celular.

MCF-102 MCF-7 MDA-MB-231
24h 48h 24h 48h 24h 48h

82.76 41.63 58.02 40.56| 22.69 1.22
sitrat 76.68 39.29 73.22 51.68 1.36 0.47
76.06 51.71 76.37 49.99 1.54 1.00
92.48 7.32 72.40 99.03| 76.07 80.89
DOXO 150.86 8.58 79.44 85.74| 97.75 368.62
124.32 6.00 94.53| 106.25| 60.40 39.55
134.58 78.88 57.46 49.06( 33.72 10.01
N30 86.37 63.91 46.66 25.04 1.73 15.76
91.72 70.50 60.47 44.25| 19.99 1.73
57.20 48.17 71.28 50.66 4.72 12.16
N80 95.65 75.64 56.61 25.50 2.55 2.30
97.37 79.56 4257 27.16 6.92 1.21
85.62 62.86 60.67 29.63 5.61 5.56
N144 | 102.14 71.01 62.82 38.74| 26.26 9.87
78.68 51.99 49.90 19.45 1.93 1.27
136.73 58.62 54.77 37.63| 13.16 0.15
N172 41.34 57.87 56.18 31.75 1.17 0.83
77.60 73.79 55.41 27.21 0.99 1.55
87.57 64.27 60.97 31.09| 16.16 2.13
N178 90.15 53.50 27.41 18.30| 19.44 2.40
121.34 68.47 69.03 46.23 1.59 0.72
N238 89.08 54.38 72.83 71.22 6.22 1.44
93.96 62.51| 109.33 64.21| 48.13 2.40
72.30 59.37| 100.71 55.09| 33.47 1.90




Continuacao da tabela 2.

MCF-102 MCF-7 MDA-MB-231
24h 48h 24h 48h 24h 48h

N246 73.96 33.44 52.67 22.17 1.45 0.83
117.28 34.72 59.96 29.92 12.05 0.89
74.02 49.62 85.53 50.05 52.85 1.22
N284 57.84 45.89 53.72 0.06 111 0.86
59.23 47.49 88.97 25.30 2.81 1.59
78.56 0.99 77.10 30.02 18.29 0.43
N321 73.65 2.47 83.05 25.84 37.52 341
50.35 17.22 98.85 39.07 1.43 1.97
43.21 23.72 75.09 34.38 13.20 0.80
N719 69.93| 144.82 83.39 83.23 90.93 103.62
162.46| 126.64] 123.30 94.89 99.05 105.73
111.46] 144.02 97.26 91.58 97.55 107.84
N934 43.30 84.24 78.29 33.78 34.96 4.76
67.89 59.38 76.20 26.78 27.09 12.08
103.92 91.68 74.98 31.16 34.94 0.67
N1062 82.30 68.74 72.51 23.91 3.36 0.71
59.27 72.04 75.70 25.50 18.33 1.24
1.95 79.41 86.87 46.98 0.41 0.40
N1068 120.19| 103.80 2.43 1.07 11.14 0.71
84.07| 263.42 77.96 42.23 11.00 0.50
69.61 0.00 62.52 32.77 20.44 0.43
N1091 58.95 50.67( 161.03| 103.73 20.54 3.89
101.87 88.17 83.01 89.73 2.28 0.45
84.19 95.45 93.34 49.65 19.70 0.20
N1098 52.20 71.62 86.95 33.81 1.55 0.93
98.19 81.06 98.68 22.53 2.17 0.55
82.78 63.67 85.50 21.89 1.57 0.69

Legenda: S/trat= sem tratamento, so6 células.

Fonte: Proprio autor, 2022
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A figura 5 representa os dados dispostos na tabela 2. A partir dos experimentos

de triagem realizados com os 15 extratos vegetais citotoxicos,verificou-seque, para a

célula normaldemama, MCF-10A (figura 5A) as analises estatisticas demonstraram

que o tratamento foi responsavel por 27,94% da variancia total (Fs34=2,539;

p=0,0110), o tempo foi responsavel por 7,68% da variancia total (F(,34=12,23;

p=0,0013) e a interacdo entre esses dois fatores foi responséavel por 19,63% da

variancia total (Fae,34=1,953; p=0,0499).Nas 24 h apds os tratamentos, ndo foram

observadas diferencas estatisticamente significativas na porcentagem de area

recuperada remanescente entre os tratamentos. Porém, apds 48h, N719 apresentou-

se mais ativo do que as células sem tratamento (p=0,0348) e em relacdo a
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doxorrubicina (p=0,0003). N1068 e também mostrou-se ativo, em relacdo a
doxorrubicina (p=0,0026). Para a célula normal de mama, os extratos mais ativos ou
seja, que inibiram o processo de regeneracéo celular, foram N719 e N1068.

Para as células MCF-7 (figura 5B), um adenocarcinoma pouco metastatico,
observou-se que o tratamento foi responsavel por 42,06% da variancia total
(Fas,34=5,129; p<0,0001), o tempo foi responsavel por 26,82% da variancia total
(F@34=251,1; p<0,0001) e a interacao entre esses dois fatores foi responsavel por
10,07% da variancia total (F(s,34=5,893; p<0,0001). Nas primeiras 24 h apds os
tratamentos, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas em
relacdo as células sem tratamento (p>0,05) ou em relacdo a doxorrubicina (p>0,05).
Apés 48 h dos tratamentos, a doxorrubicina apresentou-se mais ativa do que as
células sem tratamento (p=0,0330) e os extratos que apresentaram atividade igual a
doxorrubicina nas células ndo metastaticas foram N238 (p=0,4933), N719 (p>0,9999)
e N1091 (p=0,9984), enquanto que o restante dos tratamentos apresentou capacidade
de inibicdo da regeneracao menor do que a observada para a doxorrubicina (p<0,05),
0 que nao é um fator excludente para a presente analise. Os extratos que mais
inibiram a regeneracao da ferida em cultura de células MCF-7 foram N238, N719 e
N1091.

Observou-se que, para as células MDA-MB-231 (figura 5C), um
adenocarcinoma metastatico, o tratamento foi responsavel por 57,18% da variancia
total (F(s,34=5,836; p<0,0001), o tempo nao apresentou influéncia significativa sobre
a variancia total (0,23%; F@,34=0,554; p=0,4618) e a interacdo entre esses dois fatores
foi responsavel por ndo significativos 7,396% da variancia total (Fe,34=1,093;
p=0,3980). Ainda assim, uma vez que a variavel tratamento foi significativa, observou-
se que nas 24 h dos tratamentos, ndo houve diferenca significativa na capacidade de
inibicdo da regeneracdo das células (p>0,05) para nenhum tratamento. Nas 48
seguidas aos tratamentos, observou-se que a doxorrubicina inibiu significativamente
o crescimento celular em relagdo as células sem tratamento (p<0,0001), assim como
0 extrato N719 (p=0,0157). Ja em relacdo a doxorrubicina, apenas o extrato N719
apresentou capaciade similar de inibicdo da regeneracao celular (p=0,7348). Assim,
para as células metastaticas de cancer de mama o extrato N719 apresentou melhor
potencial de atividade de inibicdo de regeneracéao celular. A figura 5 ilustra os achados
descritos e as figuras 6 a 11 mostram as areas da ferida e a recuperacdo apos

tratamento nos tempos 24 e 48horas.
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Figura 5. Porcentagens relativas as areas de regeneracao das feridas feitas nas culturas de células de
mama humana apoés tratamento com 15 extratos vegetais citotoxicos no modelo de wound healing.
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Legenda: DOXO=doxorrubicina. As porcentagens referem-se as areas remanescentes apos analise
em 24 h e em 48 h, a partir de uma medida inicial em tempo 0 (TO).

As figuras 6 a 11 mostram a regeneracao das células apos os tratamentos, nos
tempos de 24 e 48 horas.



36

Figura 6. Areas das feridas abertas nas culturas de células apds acéo de extratos vegetais no modelo
de regeneragéo celular, ou wound healing, realizado com células MCF-10A, células humanas normais
de mama, nos tempos 0 h, 24 h e 48 h. Pranchal.

Legenda: A, B e C = s6 tratamento TO, 24h e 48 h; D, E e F = doxorrubicina TO, 24h e 48 h; G, H e |
= N30 TO, 24h e 48 h; J, Ke L = N80 TO, 24h e 48 h; M, N e O =N144 T0, 24he 48 h; P,ge R =
N144 TO, 24dh e 48 h; S, T e U = N172 TO, 24he 48 h; V, W e X = N178 TO, 24h e 48 h; Y, Ze AA =
N238 TO, 24h e 48 h.
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Figura 7. Areas das feridas abertas nas culturas de células apds acéo de extratos vegetais no modelo
de regeneragéo celular, ou wound healing, realizado com células MCF-10A, células humanas normais
de mama, nos tempos 0 h, 24 h e 48 h.Prancha regeneracéo. Prancha 2.

Legenda: A, B e C = N284 TO, 24h e 48 h; D, E e F = N321 TO, 24h e 48 h; G, H e | =N719 TO,
24h e 48 h; J, K e L = N934 TO, 24h e 48 h; M, N e O = N1062 T0,24h e 48 h; P, Q e R = N1068
TO,24h e 48 h; S, Te U =N1091 TO, 24h e 48 h; V, W e X = N1093 TO, 24h e 48 h.
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Figura 8. Areas das feridas abertas nas culturas de células apds acéo de extratos vegetais no modelo
de regeneracao celular, ou wound healing, realizado com células MCF-7, células humanas de de
adenocarcinoma ndo-metastatico de mama, nos tempos 0 h, 24 h e 48 h.Prancha regeneragéo 1.

Legenda: A, B e C = s6 tratamento TO, 24h e 48 h; D, E e F = doxorrubicina TO, 24h e 48 h; G, H e |
= N30 TO, 24h e 48 h; J, Ke L = N80 TO, 24h e 48 h; M, N e O =N144 T0, 24he 48 h; P,Qe R =
N172 TO, 24h e 48 h; S, T e U = N178 TO, 24he 48 h; V, W e X = N238 T0, 24h e 48 h; Y, Z e AA =
N246 TO, 24h e 48 h.
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Figura 9. Areas das feridas abertas nas culturas de células apds acéo de extratos vegetais no modelo
de regeneragdo celular, ou wound healing, realizado com células MCF-7, células humanas de
adenocarcinoma ndo-metastatico de mama, nos tempos 0 h, 24 h e 48 h.regeneragéo Prancha 2.

1mm

15N N\
Legenda: A, B e C = N284 T0O, 24h e 48 h; D, E e F = N321 TO, 24h e 48 h; G, H e | =N719 TO,
24h e 48 h; J, Ke L = N934 TO, 24h e 48 h; M, N e O = N1062 T0,24h e 48 h; P, Q e R = N1068
TO,24he 48h; S, Te U=N1091 TO, 24h e 48 h; V, W e X = N1093 TO, 24h e 48 h.
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Figura 10. Areas das feridas abertas nas culturas de células ap6s acio de extratos vegetais no modelo
de regeneracéo celular, ou wound healing, realizado com células MDA-MB-231, células humanas de
adenocarcinoma metastatico de mama, nos tempos 0 h, 24 h e 48 h.regeneracéo Prancha 1.

Legenda: A, B e C = s6 tratamento TO, 24h e 48 h; D, E e F = doxorrubicina TO, 24h e 48 h; G, H e |

—

= N30 TO, 24h e 48 h; J, Ke L = N80 TO, 24h e 48 h; M, N e O =N144 T0, 24he 48 h; P, ge R =
N144 T0O, 24h e 48 h; S, T e U = N172 TO, 24he 48 h; V, W e X = N178 TO, 24h e 48 h; Y, Ze AA =
N238 TO, 24h e 48 h.
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Figura 11. Areas das feridas abertas nas culturas de células apds agéo de extratos vegetais no modelo
de regeneracéo celular, ou wound healing, realizado com células MDA-MB-231, células humanas de
adenocarcinoma metastatico de mama, nos tempos 0 h, 24 h e 48 h.regeneracao Prancha 2.

o

."

Legenda: A, B e C = N284 TO, 24h e 48 h; D, E e F = N321 TO, 24h e 48 h; G, H e | =N719 TO,
24h e 48 h; J, K e L = N934 T0, 24h e 48 h; M, N e O = N1062 T0,24h e 48 h; P, Q e R = N1068
TO,24h e 48 h; S, Te U=N1091 TO, 24h e 48 h; V, W e X = N1093 TO, 24h e 48 h.
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4.2 Avaliacao da influéncia de extratos , fases de particdo esubstancias de

referéncias de regeneracao celular

A partir de dados de citotoxicidade e de indugdo a apoptose obtidos
anteriormente com a célula MCF-7, o extrato N1091 apresentou os melhores
resultados relativos a esses dois parametros (AGUIAR, 2017; CORREIA, 2020). No
presente projeto, esse extrato, bem como suas trés fases de particao fases de particao
anteriormente obtidas, foram testadas no modelo de regeneracao celular.

Além do extrato N1091 e suas fases de particdo, foram testados o extrato N-
719, que também se apresentou muito ativo no modelo de regeneracao celular. A
curcumina, um produto natural extraido de Curcuma longa L. (Zingiberaceae), foi
usada como composto de referéncia durante o desenvolvimento de todo o projeto,
incluindo as etapas de verificacdo dos efeitos indutores de apoptose. A doxorrubicina
também esta sendo utilizada por ser um antitumoral de referéncia.

A tabela 3 apresenta os dados obtidos da andlise dos extratos que mais
contribuiram para evitar a regeneracao das feridas feitas nas culturas de células MCF-
10A. Asfiguras 12, 13 e 14 mostram as areas resultantes dos tratamentos dos extratos
e fases de particdo fases de particdo e das substancias de referéncia utilizadas nos

experimentos.
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Tabela 3. Porcentagens de areas relativas a regeneracdo das feridas em cultura de células
tumorais MCF-10A, ap0s tratamento com extratos vegetais citotoxicos e substancias de

referéncia.

Tratamento 24h 48h | Tratamento 24h 48h
s/trat 24.82 2.79| N7190,01 42.54 2.56
s/trat 30.90 2.81| N7190,01 49.95 0.95
s/trat 28.20 7.50| N7190,01 52.70 3.85
DMSO010% 58.19 8.10| N7190,1 23.32 0.41
DMS010% 27.35 0.54 | N7190,1 22.85 2.86
DMS010% 60.22 1.69| N7190,1 88.28| 425.57
DMS0100% 68.04 15.30 | N7191 39.36| 586.59
DMS0100% 65.25 6.75| N7191 33.24| 608.71
DMS0100% 64.69 34.20| N7191 90.23| 711.22
DOX00,0025 39.92 0.11| N71910 231.09| 158.44
DOXO0,

0025 31.83 0.66| N71910 161.00| 119.86
DOXO0,

0025 30.95 0.72| N71910 122.96 82.82
DOX00,025 32.07 0.42 | N719100 135.13| 372.66
DOX00,025 39.84 2.34| N719100 188.61| 180.79
DOX00,025 51.33 9.92| N719100 197.33| 149.64
DOX00,25 72.02 80.54| N10910,01 32.78 1.38
DOX00,25 48.51 45.39| N10910,01 29.18 1.17
DOX00,25 93.26 83.03| N10910,01 13.24 1.67
DOX02,5 247.48 107.15| N10910,1 30.82 2.63
DOX02,5 335.00 98.15| N10910,1 41.52 3.09
DOX02,5 300.61 169.66 | N10910,1 22.23 3.11
DOX025 647.10 416.52 | N10911 2.99 1.43
DOX025 109.01 94.45| N10911 31.93 1.15
DOX025 597.51 226.33| N10911 17.15 3.91
CURO0,0025 47.79 8.63| N109110 28.12 2.78
CURO0,0025 27.72 6.55| N109110 34.24 0.95
CURO0,0025 29.02 11.72| N109110 18.11 1.31
CURO0,025 32.96 0.96| N1091100 95.93| 655.63
CURO0,025 54.02 305.42| N1091100 127.21| 1175.21
CURO0,025 35.37 6.43| N1091100 140.00| 1217.29
CURO0,25 46.09 2.90| N1091-14 974.19 413
CURO,25 54.93 17.22| N1091-14 427.26 1.73
CURO,25 67.42 344.32 | N1091-14 1071.90 13.48
CUR2,5 75.12 42.48| N1091-15 43.09 15.48
CUR2,5 88.62 38.02| N1091-15 62.20 14.07
CUR2,5 96.37 35.12| N1091-15 61.80 15.51
CUR25 224.65 74.89| N1091-16 67.37 20.42
CUR25 163.25 290.39| N1091-16 92.12 48.91
CUR25 113.04 90.23| N1091-16 76.82 28.67

Fonte: Proprio autor, 2022

Legenda:s/trat=semtratamento; CUR=curcumina[puM]; DOXO=doxorrubici

na [mM]; DMSO= dimetilsulfoxido[%]; extratos e fases de particdo[ug/mL].
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A figura 12 apresenta os grafcos obtidos da analise dos extratos que mais
contribuiram para evitar a regeneracao das feridas feitas nas culturas de células
MCF-10A. A partirdos experimentos de triagem realizados comos extratos
vegetais e fases de particdo de N1091, mais os controles doxorrubicina e
curcumina, verificou-se que, para essa célula as andlises estatisticas
demonstraram que o tratamento foi responsavel por 45,29% da variancia total
(F@s,52)=10,55; p<0,0001), o tempo nao influenciou significativamente na variancia
total (F@52=0,002251; p=0,9623) e a interacdo entre esses dois fatores foi
responsavel por 40,36% da variancia total (Fs,52=15,49; p<0,0001). Nas 24 h
apos os tratamentos, foram observadas diferencas estatisticamente significativas
na porcentagem de area recuperada remanescente entre as células sem
tratamento e a doxorrubicina 25 mM (p=0,0003). N1091-14, testado apenas na
concentracao de 100 ug/mL, mostrou-se significantivamente mais ativo do que as
células sem tratamento (p<0,0001) e a todas as concentra¢cfes de doxorrubicina
testadas (p<0,0001). O mesmo foi observado para N719 na concentracéo de 1
Mg/mL.Apds 48 h de tratamento, observou-se que N719 na concentracdo de 1
Mg/mL e N1091 na concentragao de 100 ug/mL apresentaram-se mais ativos do
gue as células sem tratamento (p<0,0001 para ambos), e que ambos também
foram mais ativos do que todas as concentracbes de doxorrubicina testadas
(p<0,0001 para todas as combinac¢des, com excecao de doxorrubicina 25 mM e
N719 1 ug/mL, que resultou em p=0,0014). Em resumo, para as células MCF-
10A, nesse ensaio, 0s tratamentos mais significativos foram os feitos com N719
1 pug/mL, N1091 e N1091-14 100 pg/mL.
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Figura 12. Porcentagem de area remanescente da ferida em cultura de células MCF-10A apo6s
tratamento com extratos vegetais citotoxicos selecionados N719 e N1091, fases de particdo fases de
particdo do extrato N1091, curcumina e doxorrubicina, e dimetil sulféxido, solvente usado para diluigao
dos extratos e fases de particao.

interferéncia na migragdo celular -MCF-10A B vcro10A 24H

BN wmcr-10a 48 H

1509

100

501

% A4rea rem anescente

o O 0 x 6 6

RS S S N Rt T T N L I T S U N R B IR BN

[N N © S o o \J ° o @ I\ oo AN &Y N Moo N N

LA R N R SRR ROSPRECRN MR M A MR M

O PGPS R S AR A SRR R N

+ 0 v o N
Q N Q o =
Q Q

As figuras 13, 14 e 15 mostram as areas resultantes dos tratamentos dos
extratos e fragcbes de particBo e das substéncias de referéncia utilizadas nos

experimentos.
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Figura 13. Areas remanescentes das feridas em cultura de células MCF-10A apds tratamento com
extratos vegetais citotdxicos selecionados, fragcdes de extrato, substancias de referéncia e solventes
usados para diluicAo dos extratos e fra¢cdes. Prancha 1.

) — -

Legenda: A, B e C = sem tratamento TO, 24h e 48 h; D, E e F = dimetilsulfoxido 10% TO, 24h e 48 h;
G, H e | = dimetilsulféxido 100% TO, 24h e 48 h; J, K e L = doxorrubicina 0,0025 mM TO, 24h e 48 h;
M, N e O = doxorrubicina 0,025 mM TO, 24h e 48 h; P, Q e R = doxorrubicina 0,25 mM TO, 24h e 48 h;
S, T e U = doxorrubicina 2,5 mM TO, 24h e 48 h; V, W e X = doxorrubicina 25 mM TO, 24he 48 h.
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Figura 14. Areas remanescentes das feridas em cultura de células MCF-10A ap0s tratamento com
extratos vegetais citotdxicos selecionados, fragcdes de extrato, substancias de referéncia e solventes
usados para diluicAo dos extratos e fracdes. Prancha 2

1mm

Legenda: A, B e C = curcumina 0,0025 mM TO, 24h e 48 h; D, E e F = curcumina 0,025 mM TO, 24h e
48 h; G, H e | = curcumina 0,25 mM TO, 24h e 48 h; J, Ke L = curcumina 2,5 mM TO, 24h e 48 h; M,
N e O = curcumina 25 mM TO, 24h e 48h; P, Q e R = N719 0,01 pg/mL TO, 24h e 48 h; S, Te U =
N719 0,1 pg/mL TO, 24h e 48 h; V, W e X = N719 1 pg/mL TO, 24h e 48 h; Y, Z e AA = N719 10
pg/mL TO, 24h e 48 h; AB, AC e AD = N719 100 pg/mL.
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Figura 15. Areas remanescentes das feridas em cultura de células MCF-10A ap0s tratamento com
extratos vegetais citotdxicos selecionados, fragcdes de extrato, substancias de referéncia e solventes
usados para diluicAo dos extratos e fra¢cdes. Prancha 3.

1mm

L

Legenda: A, Be C =N1091 0,01 pg/mL TO, 24h e 48 h; D, E e F = N1091 0,1 ug/mL TO, 24h e 48 h;
G, He |l =N1091 1 pg/mL TO, 24h e 48 h; J, K e L = N1091 10 pg/mL TO, 24he 48 h; M,Ne O =
N1091 100 pg/mL TO, 24h e 48 h; P, Q e R = N1091-14 100 pg/mL TO, 24h e 48 h; S, T e U = N1091-
15100 pg/mL TO, 24h e 48 h; V, W e X = N1091-16 100 pg/mL TO, 24h e 48 h.
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A tabela 4 e figura 16 apresentam os dados obtidos da anélise dos extratos que
mais contribuiram para evitar a regeneracao das feridas feitas nas culturas de células
MCF-7. As figuras 17, 18 e 19 mostram as &reas resultantes dos tratamentos dos
extratos e fracOes de particAo e das substancias de referéncia utilizadas nos

experimentos.

Tabela 4. Porcentagens de areas relativas a regeneracdo das feridas em cultura de células
tumorais MCF-7, ap06s tratamento com extratos vegetaiscitotéxicos, fracfes e substancias de
referéncia.

Tratamento 24h | 48h Tratamento | 24h 48h | Tratamento | 24h 48h

sltrat 58.02 | 40.56 | CURO0,0025| 55.74|25.88 | N719100 |107.61|123.19
Sltrat 73.22| 51.68 | CUR0,0025| 62.58 |35.38 | N719100 |105.76| 76.59
sltrat 76.37 | 49.99 | CURO0,025 76.49 | 66.17 | N10910,01 | 80.99| 68.62

DMSO10% |63.16 3.37 | CURO0,025 94.25|59.83| N10910,01 | 77.23| 33.05
DMSO10% |73.01]185.49 | CURO0,025 76.46 |46.02 | N10910,01 | 67.59|161.44
DMSO10% |55.54| 14.84| CURO0,25 73.36 | 56.44 | N10910,1 70.17| 46.35
DMS0100% |92.02| 39.89 | CURO0,25 61.06 | 32.61 | N10910,1 63.28 68.4
DMSO100% |12.84| 32.94| CURO0,25 39.43|24.95|N10910,1 79.27 63.2

DMS0100% |84.09 60.1 | CUR2,5 56.17]34.82 | N10911 85.32 57.8
DOX00,0025|71.05| 42.55|CUR2,5 92.62| 68.1|N10911 84.59 | 49.93
DOX00,0025 | 65.42| 35.29 | CUR2,5 44.1| 26.4|N10911 89.29 | 52.47
DOX00,0025 | 69.86 | 39.29 | CUR25 65.25 | 48.47 | N109110 59.46 |101.37
DOX00,025 |66.81 36.1 | CUR25 66.15 | 46.85 | N109110 68.72| 41.06

DOX00,025 |74.31| 39.67 | N7190,01 58.69 [ 48.43 | N109110 66.88 | 38.18
DOX00,025 |74.17| 48.23 | N7190,01 60.78 | 43.03 | N1091100 | 54.18| 15.04
DOX00,25 58.25| 31.75|N7190,01 72.08 |54.27 |N1091100 | 71.84 36.9
DOX00,25 66.54 | 41.92 | N7190,1 70.98|32.67 |N1091100 | 73.15| 51.96
DOX00,25 65.57 | 33.48|N7190,1 74.83140.37 |N1091-14 75.05| 70.97
DOX02,5 67.75| 71.03|N7190,1 71.38|45.13 | N1091-14 59.54 | 36.05

DOX02,5 82.04| 75.07|N7191 55.57|36.78 |[N1091-14 69.18| 59.19
DOX02,5 97.87| 85.56 | N7191 74.53 |46.56 | N1091-15 72.02| 33.83
DOX025 90.68| 85.36 | N7191 71.23139.67 | N1091-15 59.08 | 26.18
DOX025 77.7] 77.93|N71910 104.82 0| N1091-15 45.26| 19.51

DOX025 81.06| 81.67|N71910 105.1282.69 | N1091-16 73.22| 41.96
CURO0,01 70.66 40.5 | N71910 109.25|84.95 | N1091-16 68.53 | 40.56
CURO0,0025 [65.75| 37.03 |N719100 111.39[91.29 |N1091-16 71.6| 69.31

Legenda:s/trat=semtratamento; CUR=curcumina[uM]; DOXO=doxorrubici
na[mM];DMSO=dimetilsulféxido[%];extratos e fases de particao[ug/mL].
Fonte: Proprio autor, 2022.



50

A figura 16 apresenta os dados estatisticos obtidos para a célula MCF-7. A partir
dos experimentos de triagem realizados comos extratos vegetais e fases de particao
de N1091, mais os controles doxorrubicina e curcumina,verificou-seque,para
essacélula as andlises estatisticas demonstraram que o tratamento foi responsavel
por 28,02% da variancia total (F(25,52)=1,964; p=0,0202), o tempo foi responsavel por
16,61% da variancia total (F(1,52)=45, 61; p<0,0001) e a interacdo entre esses dois
fatores foi responséavel por insignificantes 6,572% da variancia total (F(25,52)=0,7149;
p=0,8179). Nao foram observadas diferencas estatisticas em 24 h ou em 48 h entre

os tratamentos realizados com essa célula, nas condi¢cbes experimentais (p>0,05).

Figura 16.Porcentagem de area remanescente da ferida em cultura de células MCF-7 ap0s tratamento
com extratos vegetais citotdéxicos selecionados N719 e N1091,fases de particdo do extrato N1091,
curcumina e doxorrubicina, e dimetilsulfoxido, solvente usado para diluicdo dos extratos e fases de
particao.
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As figuras 17, 18 e 19 mostram as areas resultantes dos tratamentos dos
extratos e fases de particAo e das substancias de referéncia utilizadas nos

experimentos.

Figura 17. Areas remanescentes das feridas em cultura de células MCF-7 apOstratamento com extratos
vegetais citotdxicos selecionados, fases de particdo de extrato, substancias de referéncia e solventes
usados para diluicdo dos extrato se fases de particdo. Pranchal.

Legenda: A, B e C = sem tratamento TO, 24h e 48 h; D, E e F = dimetilsulféxido 10% TO, 24h e 48 h;
G, H e | = dimetilsulféxido 100% TO, 24h e 48 h; J, K e L = doxorrubicina 0,0025 mM TO, 24h e 48 h; M,
N e O = doxorrubicina 0,025 mM TO, 24h e 48 h; P, Q e R = doxorrubicina 0,25 mM T0, 24h e 48 h; S,
T e U = doxorrubicina 2,5 mM TO0, 24h e 48 h; V, W e X = doxorrubicina 25 mM TO, 24he 48 h.
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Figura 18. Areas remanescentes das feridas em cultura de células MCF-7 apdstratamento com extratos
vegetais citotoxicos selecionados, fragcdes de extrato, substancias de referéncia e solventes usados
para diluicdo dos extratos efracdes. Prancha 2.

Legenda: A, B e C = curcumina 0,0025 mM TO, 24h e 48 h; D, E e F = curcumina 0,025 mM TO, 24h e
48 h; G, H e | = curcumina 0,25 mM TO, 24h e 48 h; J, Ke L = curcumina 2,5 mM TO, 24h e 48 h; M,
N e O = curcumina 25 mM TO, 24h e 48h; P, Q e R = N719 0,01 pg/mL TO, 24h e 48 h; S, Te U =
N719 0,1 pg/mL TO, 24h e 48 h; V, W e X = N719 1 pg/mL TO, 24h e 48 h; Y, Z e AA = N719 10
pg/mL TO, 24h e 48 h; AB, AC e AD = N719 100 pg/mL.
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Figura 19. Areas remanescentes das feridas em cultura de células MCF-7 apdstratamento com extratos
vegetais citotoxicos selecionados, fragcdes de extrato, substancias de referéncia e solventes usados
para diluicdo dos extratos efracdes. Prancha 3.

Legenda: A, B e C =N1091 0,01 ug/mL TO, 24h e 48 h; D, E e F = N1091 0,1 ug/mL TO, 24h e 48 h;
G, He |l = N1091 1 pg/mL TO, 24h e 48 h; J, K e L = N1091 10 pg/mL TO, 24he 48h; M,Ne O =
N1091 100 pg/mL TO, 24h e 48 h; P, Q e R = N1091-14 100 pg/mL TO, 24h e 48 h; S, T e U = N1091-
15100 pg/mL TO, 24h e 48 h; V, W e X = N1091-16 100 pg/mL TO, 24h e 48 h.
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A tabela 5 e figura 20 apresentam os dados obtidos da anélise dos extratos
gue mais contribuiram para evitar a regeneracao das feridas feitas nas culturas de
células MDA-MB-231. As figuras 21, 22 e 23 mostram as areas resultantes dos
tratamentos dos extratos e fracOes de particdo e das substancias de referéncia

utilizadas nos experimentos.

Tabela 5. Porcentagens de areas relativas a regeneracao das feridas em cultura de células
tumorais MDA-MB-231, apds tratamento com extratos vegetais citotéxicos e substancias de
referéncia.

Tratamento |24h 48h | Tratamento | 24h 48h Tratamento | 24h 48h

s/trat 124.73|43.24 | CUR0,0025 | 58.83| 0.25|N719100 101.05|104.45
s/trat 80.07 | 27.32 | CURO,025 30.86| 0.34|N719100 133.03|120.24
s/trat 66.41|17.37 | CURO,025 41.43| 0.31|N10910,01 |104.38| 63.55

DMS010% 43.04| 6.64|CURO0,025 80.49| 17.52|N10910,01 | 76.03| 38.34
DMS010% 43.77 1.7 | CURO,25 39.38 0.5|N10910,01 | 66.82| 22.62
DMS010% 23.11| 6.63|CURO,25 100.4| 0.41|N10910,1 69.24 | 27.39
DMS0100% 12.3| 0.57 | CURO,25 30.26 1.05|N10910,1 76.69| 41.44

DMS0100% | 43.61|10.09 | CUR2,5 75.73 1.2|N10910,1 |109.68| 38.43
DMS0100% 81.9148.95| CUR2,5 24.04| 0.19|N10911 84.54| 40.11
DOXO00,0025| 40.11| 0.46 |CUR2,5 152.58| 2.36|N10911 85.65| 35.73
DOX00,0025| 24.07| 1.72|CUR25 98.78| 7.59|N10911 79.52| 47.39
DOX00,0025| 17.75| 2.6|CUR25 65.17| 0.78 | N109110 97.92| 80.07
DOX00,025 21.99 1.5| CUR25 70.34| 0.99|N109110 100.76 | 53.35

DOX00,025 11.39| 1.87|N7190,01 75.58| 34.05|N109110 72.79| 46.98
DOX00,025 26.53| 1.85|N7190,01 |106.34| 45.28 | N1091100 51.76| 16.36
DOX00,25 23.55| 2.3|N7190,01 72.96| 41.93 | N1091100 78.56| 31.48

DOXO00,25 16.8| 1.86|N7190,1 64.31| 22.84|N1091100 88| 16.07
DOXO00,25 15.05| 2.58 |N7190,1 119.57| 50.01|N1091-14 55.52 | 42.23
DOX02,5 72.34|64.32|N7190,1 155.06 | 65.46|N1091-14 46.04 | 44.77
DOX02,5 106.07 | 74.83 | N7191 92.01| 19.62|N1091-14 48.09| 23.84
DOX02,5 103.67 | 86.63 | N7191 69.66 | 27.75|N1091-15 87.85| 41.11
DOX025 134.61|93.33 |N7191 98.68 | 56.58 | N1091-15 83.42| 60.85
DOX025 134.72| 69.5|N71910 112.44|106.32 | N1091-15 63.26| 57.3
DOX025 115.5|75.38 | N71910 100.92| 87.61|N1091-16 68.75| 77.31
CURO0,0025 71.46| 4.16|N71910 99.63|106.75 | N1091-16 63.31| 47.78

CURO,0025 65.14 | 2.28|N719100 114.97|102.53 | N1091-16 64.87| 81.97

Legenda:s/trat=semtratamento; CUR=curcumina[uM];DOXO=doxorrubici
na[mM];DMSO=dimetilsulfoxido[%];extratose fases de particdo[ug/mL].
Fonte: Proprio autor, 2022.
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A figura 20, apresenta os dados estatisticos obtidos para a célula MCF-7.
Apartirdos experimentosdetriagemrealizadoscomos extratosvegetaise fases de
particio de N1091, mais os controles doxorrubicina e curcumina,verificou-
seque,para essacélula as analises estatisticas demonstraram que o tratamento foi
responsavel por 51,72% da variancia total (F(2552=9,688; p<0,0001), o tempo foi
responsavel por 24,49% da variancia total (F@52=282,9; p<0,0001) e a interagédo
entre esses dois fatores foi responsével por 8,191% da variancia total (Fs,52=3,785;
p<0,0001). Apdés 24 h do tratamentos, observou-se que os tratamentos nao
apresentaram diferencas significativas quando comparadas as obtidas para as
células sem tratamento. A auséncia de diferencas significativas entre os grupos
quando comparados a doxorrubicina também ocorreram, 0 que para a presente
analiseos resultados sdo considerados bons, visto que a atividade assemelha-se
aquela da doxorrubicina. Comparando-se o extrato N1091 100 ug/mL, que tem
atividade similar aquela da doxorrubicina 25 mM (p=0,0744) e suas fases de particao
N1091-14, N1091-15 e N1091-16, observa-se que a fase N1091-15 (p=0,8866) é
mais ativa do que N1091-16 (p=0,0175), que por sua vez é mais ativa que N1091-14
(p=0,0004), em relacdo a doxorrubicina 25 mM, em 24 h. Apd6s 48 h, a ordem de
atividade se altera como N1091-16 (p>0,9999) sendo mais ativa que N1091-15
(p=0,9916), que € mais ativa do que N1091-14 (p=0,4949), com relacdo a
doxorrubicina 25 mM.

Figura 20. Porcentagem de area remanescente da ferida em cultura de célulasMDA-MB 231 apds
tratamento com extratos vegetais citotoxicos selecionados N719 e N1091,fases de particdo do
extrato N1091, curcumina e doxorrubicina, e dimetilsulféxido, solvente usado para diluicdo dos
extratos e fases de particdo
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As figuras 21, 22 e 23 mostram as areas resultantes dos tratamentos dos
extratos e fases de particdo e das substancias de referéncia utilizadas nos

experimentos.
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Figura 21. Areas remanescentes das feridas em cultura de células MDA-MB-231 apds tratamento com
extratos vegetais citotéxicos selecionados, fases de particdo de extrato, substancias de referéncia e
solventes usados para diluicdo dos extratos e fases de particdo.Pranchal.

Legenda: A, B e C = sem tratamento TO, 24h e 48 h; D, E e F = dimetilsulféxido 10% TO, 24h e 48 h;
G, H e | = dimetilsulféxido 100% TO0, 24h e 48 h; J, K e L = doxorrubicina 0,0025 mM TO, 24h e 48 h;
M, N e O = doxorrubicina 0,025 mM TO, 24h e 48 h; P, Q e R = doxorrubicina 0,25 mM TO, 24h e 48 h;
S, T e U = doxorrubicina 2,5 mM T0, 24h e 48 h; V, W e X = doxorrubicina 25 mM TO, 24he 48 h.
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Figura 22. Areas remanescentes das feridas em cultura de células MDA-MB- 231 apds tratamento
com extratos vegetais citotoxicos selecionados, fragGesde extrato, substancias de referéncia e
solventes usados para dilui(;g(.)_dos extratos e fracdes. Prancha 2.

Legenda: A, B e C = curcumina 0,0025 mM TO, 24h e 48 h; D, E e F = curcumina 0,025 mM TO, 24h e
48 h; G, H e | = curcumina 0,25 mM T0, 24h e 48 h; J, Ke L = curcumina 2,5 mM TO, 24h e 48 h; M,
N e O = curcumina 25 mM TO, 24h e 48h; P, Q e R = N719 0,01 pg/mL TO, 24h e 48 h; S, Te U =
N719 0,1 pg/mL TO, 24h e 48 h; V, W e X = N719 1 pg/mL TO, 24h e 48 h; Y, Z e AA = N719 10
pg/mL TO, 24h e 48 h; AB, AC e AD = N719 100 pg/mL.
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Figura 23. Areas remanescentes das feridas em cultura de células MDA-MB- 231 apds tratamento
com extratos vegetais citotoxicos selecionados, fragGesde extrato, substancias de referéncia e
solventes usados para diluicdo dos extratos e fracbes. Prancha 3.

1mm

Legenda: A, B e C =N1091 0,01 ug/mL TO, 24h e 48 h; D, E e F = N1091 0,1 pg/mL TO, 24h e 48 h;
G, He | = N1091 1 pg/mL TO, 24h e 48 h; J, K e L = N1091 10ug/mL TO, 24he 48 h; M,Ne O =
N1091 100 pg/mL TO, 24h e 48 h; P, Q e R = N1091-14 100 pg/mL TO, 24h e 48 h; S, T e U = N1091-
15100 pug/mL TO, 24h e 48 h; V, W e X = N1091-16 100 pg/mL TO, 24h e 48 h.
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4.3 Avaliacdo da influéncia dos tratamentos sobre a regeneracao celular

em cultura estimulada com prolactina

4.3.1 Extrato N1091, suas fases de particdo e substancias de referéncia

sobre a regeneracéao celular em cultura estimulada com prolactina.

O extrato vegetal N1091, suas fases de particdo e substancias de referéncia
foram testados nas concentragdes mais efetivas de cada um, nos tempos de 24 h e
de 48 h, com e sem estimulo de prolactina testada em duas concentracdes distintas,
de 50 ng/mL e de 100 ng/ml A figura 21 mostra as porcentagens de areas
remanescentes ap0s os tratamentos, para as células MCF-10A (figura 24A), MCF-7
(figura 24B) e MDA-MB-231 (figura 24C).As andlises estatisticas feitas para as células
MCF-10A desafiadas ou ndo com PRL demonstraram que o tratamento foi
responsavel por 40,37% da variancia total (F0,40=6,138; p<0,0001), o tempo foi
responsavel por apenas 0,01036% da variancia total (F@,2=0,1527; p=0,7337) e a
interacdo entre esses dois fatores foi responsavel por significantes 40,32% da
variancia total (F0,40=15,86; p<0,0001).Observou-se que, entre as células que nao
receberam tratamento com PRL, N1091-14 100 pg/mL em 24 hinibiu de modo
significativo a regeneracéo celular (p<0,0001), assim comoN1091 100 pg/mL em 48 h
(p<0,0001; p<0,0001), em relacéo as células sem tratamento, doxorrubicina 0,25 mM
e curcumina 0,25 uyM. Observou-se que esses dois tratamentos apresentaram-se mais
eficaz do que todos os outros tratamentos feitos nas células desafiadas com PRL em
ambas as concentracdes (p<0,0001) (figura 24A).

Para as células MCF-7 (figura 24B), observou-se que o tratamento foi
responsavel por 29,75% da variancia total (Fo0,40=1,37; p=0,1947), o tempo foi
responsavel por 12,06% da variancia total (Fa,2=138; p=0,0072) e a interacéo entre
esses dois fatores foi responsavel por significantes 6,215% da variancia total
(F(20,40=3,144; p=0,0010).Para as células MCF-7, os tratamentos smais significativos
foram N1091 100 ug/mL e N1091-14 100 ug/mL, que se mostraram significativos em
inibir aregeneracgéo celular em comparagao com a maioria dos tratamentos e desafios
propostos, cujas principais comparacfes foram feitas em relacdo as células sem

tratamento e sem desafio (p<0,0001 e p=0,0003, respectivamente), em relacdo a
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doxorrubicina (p=0,0003 e 0,0354, respectivamente) e em relagcdo a cucurbitacina
(p<0,0001 e p=0,0052, respectivamente).

Para as células MDA-MB-231 (figura 24C), observou-se que o tratamento foi
responsavel por 22,5% da variancia total (Fo.40=1,166; p=0,3299), o tempo foi
responsavel por 11,61% da variancia total (Fa,2=15,31; p=0,0595) e a interagéo entre
esses dois fatores foi responsavel por significantes 11,9% da variancia total
(F20,40=2,801; p=0,0027). Embora os fatores n¢ao tenham apresentado significancia,
a interacdo entre eles apresentou, e por isso, hd uma possibilidade de se indicar as
comparacdes entre 0s grupos. Observou-se que as fraces N1091-14 100 ug/mL e
N1091-16 100 pg/mL apresentaram os tratamentos mais eficazes para a inibicdo da
regeneracao celular, frente as células sem tratamento (p=0,0002 para ambos os
tratamentos) e a curcumina 0,25 uM (p=0,0010 e p-0,0060, respectivamente).
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Figura 24. Porcentagem de area remanescente da ferida em cultura de célulasMCF-10A apés
tratamento como extrato vegeta N1091,suas fases de particdo, curcumina e doxorrubicina, apos
estimulo de crescimento com prolactina nas concentra¢des de 50 ng/mL e 100 ng/mL.
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4.3.2 Extrato N719 e substancias de referéncia sobre a regeneracao celular
em cultura estimulada com prolactina.

O extratos vegetal N719 e substancias de referéncia foram testados nas
concentragbes mais efetivas de cada um, nos tempos de 24h e de 48h, com e sem
estimulo de prolactina testada em duas concentracdes distintas, de 50 ng/mL e de 100
ng/ml A figura 25 mostra as porcentagens de areas remanescentes apos 0S
tratamentos, para as células MCF-10A (figura 25A), MCF-7 (figura 25B) e MDA-MB-
231 (figura 21.C).

A figura 25 mostra as porcentagens de areas remanescentes apO0s 0s
tratamentos, para as células MCF-10A (figura 25A), MCF-7 (figura 25B) e MDA-MB-
231 (figura 25C). As analises estatisticas feitas para as células MCF-10? desafiadas
ou ndo com PRL (figura 25A) demonstraram que o tratamento foi responsavel por
42,91% da variancia total (F1,22=7,7478; p<0,0001), o tempo foi responsavel por
1,456% da variancia total (F@2=30,12; p=0,0316) e a interagdo entre esses dois
fatores foi responsavel por significantes 40,62% da variancia total (Fq1,22=26,56;
p<0,0001).0Observou-se que o tratamento com N719 1 pg/mL inibiu significativamente
a regeneracdo celular em relacdo a todos os outros tratamentos e desafios
(p<0,0001).

Para as células MCF-7 (figura 25B), o tratamento foi responsavel por 24,85%
da variancia total (F@1,22)=1,767; p=0,1233), o tempo foi responsavel por 26,86% da
variancia total (F@a,2=117,5; p=0,0084) e a interacdo entre esses dois fatores foi
responsavel por 12,35% da variancia total (Fa1,22=3,895; p=0,0032).Embora a
capacidade de inibicao da regeneracao celular de N719 1 ug/mL seja maior do que a
observada para as células sem tratamento (p=0,0358 em 24 h e p=0,0467 em 48 h),
N719 ndo apresentou diferencas na capacidade de inibir a regeneracdo celular em
relacdo a curcumina (p=0,8130) e a doxorrubicina (p=0,1600), que também inibiram a
regeneracao celular em relacdo as células sem tratamento (p=0,0163 e p=0,0197,
respectivamente).

Para as células MDA-MB-231 (figura 25C), o tratamento foi responsavel por
16,56% da variancia total (F@a1,22=0,6572; p=0,7619), o tempo foi responsavel por
4,008% da variancia total (F@,2=7,888; p=0,1068) e a interacdo entre esses dois
fatores foi responsavel por 7,51% da variancia total (F1,22=0,8504; p=0,5964).
Nenhum desses fatores apresentou significancia na analise. Nao houve diferencas

estatisticas significativas entre os tratamentos.
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Figura 25. Porcentagem de area remanescente da ferida em cultura de célulasMCF-10A apés
tratamento com o extrato vegetal N719, doxorrubicina e curcumina, apds estimulo de crescimento com
prolactina nas concentracdes de 50 ng/mL e 100 ng/mL.
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4.4 Avaliacao da influéncia de extratos, fases de particdo esubstancias de
referéncia sobre as proteinas FAK e Moesina na regeneracdo celular em

cultura estimulada com prolactina

4.4.1 Extrato N1091 e suasfases de particdo e substancias de referéncia
sobreas proteinas FAK e Moesina na regeneragdo celular em cultura

estimulada com prolactina.

A presenca de FAK e Moesina nos sobrenadantes das culturas de células
tratadas com os extratos vegetais, fases de particdo e substancias de referéncia foi
avaliada, segundo protocolo desenvolvido com o estimulo da prolactina, nos tempos
de 24 h e de 48 h.As figuras 26 e 27 mostram um indicativo das quantidades dessas
duas proteinas relacionadas ao citoesqueleto das células tratadas com as substancias
controles e com os tratamentos com o extrato vegetal N1091 e suasfases de particéo,

comparadas a doxorrubicina e curcumina.
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Figura 26. Indicagé@o da presenca de FAK nos sobrenadantes dos meios de cultura coletados das trés
linhagens celulares MCF-10A (A), MCF-7 (B) e MDA-MB-231 (C), ap0s tratamento com o0 extrato
N1091, suas fases de particdo, doxorrubicina e curcumina.
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Figura 27. Indicacédo da presenca de Moesina nos sobrenadantes dos meios de cultura coletados das
trés linhagens celulares MCF-10A (A), MCF-7 (B) e MDA-MB-231 (C), ap6s tratamento com o extrato
N1091, suas fases de particdo, doxorrubicina e curcumina.
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4.4.2 Extrato N719 e substancias de referéncia sobreas proteinas FAK e

Moesina na regeneracao celular em cultura estimulada com prolactina

A presenca de FAK e Moesina nos sobrenadantes das culturas de células
tratadas com os extratos vegetais, fases de particdo e substancias de referéncia foi
avaliada, segundo protocolo desenvolvido com o estimulo da prolactina, nos tempos
de 24 h e de 48 h. As figuras 28 e 29 mostram um indicativo das quantidades dessas
duas proteinas relacionadas ao citoesqueleto das células tratadas com as substancias
controles e com os tratamentos com o extrato vegetal N719, comparadas a

doxorrubicina e curcumina.
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Figura 28. Indicacdo da presenca de FAK nos sobrenadantes dos meios de cultura coletados das trés
linhagens celulares MCF-10A (A), MCF-7 (B) e MDA-MB-231 (C), ap6s tratamento com o extrato N719,

doxorrubicina e curcumina.
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Figura 29. Indicacéo da presenca de Moesina nos sobrenadantes dos meios de cultura coletados das
trés linhagens celulares MCF-10A (A), MCF-7 (B) e MDA-MB-231 (C), ap6s tratamento com o extrato
N719, doxorrubicina e curcumina.
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5 DISCUSSAO

O processo de regeneracao celular € um dos varios métodos empregados para
o estudo relativo a descoberta de novos farmacos antitumorais, juntamente com outras
técnicas relacionadas ao entendimento dos processos de viabilidade celular e
citotoxicidade, apoptose, senescéncia celular, e angiogénese (EDIRIWEERA,
TENNEKOON; SAMARAKOON, 2019). O teste deregeneracgdo celular € conveniente
devido aos baixos custos envolvidos em suaexecuc¢do, a qualidade de resposta e a
abrangéncia de analises possiveis de serem executadas, tanto para ensaios
realizados com células tumorais, como com células normais
(YUE;LEUNG;MAK;WONG,2010).

No presente trabalho com 15 extratos vegetais que apresentaram
citotoxicidadee atividade indutora de apoptose contra células de tumor de mama MCF-
7 foram testados quanto a capacidade de inibir a regeneracao da ferida em cultura de
células MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231, no modelo de regeneracao celular,ou
wound healing. Entre os extratos que tiveram a capacidade de inibir a regeneracao da
area da ferida na cultura de células MCF-10A, logo os que impediram a regeneracéo
da cultura foram N719 e N1068. Para as células MCF-7, os extratos vegetais N238,
N719 e N1091 apresentaram os resultados mais significativos. Para as células MDA-
MB-231, apenas o extrato N719 foi ativo.

Entre os quatro extratos que apresentaram atividade de inibicdo do processo
de regeneracao celular nas trés células, dois foram obtidos de espécies pertencentes
as Clusiaceae, e um foi obtido de Annonaceae e outro foi obtido de uma espécie de
Flacourtiaceae (Salicaceae).

Espécies de Clusiacea e tém sido muito estudadas quanto ao seu potencial
farmacolégico, como bacuri (Garcinia brasiliensis Mart.) ou lacre-branco (Vismia
guianensis (Aubl.) Choisy). No presente trabalho, dois extratos vegetais obtidos de

duas espécies desta familia foram identificados como ativos:
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Clusia spathulaefolia Engl. e Vismia schultesii N.Robson. ja foram estudadas
no modelo de wound healing. Tangsuksan et al. (2021) demonstraram que a-
mangostin incorporado em um adesivo de mucosa oral soldvel mostrou atividade
citotoxica contra as células de carcinoma de origem oral e de propriedades
estimuladoras da regeneracdo celular, em modelo de wound healing, com baixa
toxicidade. Wang, Sanderson e Zhang (2012) demonstraram que este mesmo
composto inibiu a regeneracao da ferida feita na cultura de células tumorais de pele
humanas A-431.

Dos extratos ativos, um foi obtido de uma espéciede Annonaceae, Guatteria
riparia R.E.Fr., sendo um extrato obtido das folhas e o outro, do caule.Nao existem
estudos relacionados a atividade farmacologica realizados com essa espécie vegetal
.Outras espécies de Guatteria ja foram estudadas, porém, ndo no modelo de wound
healing. A graviola, Annona muricata L., fruto nativo da América Central, tem sido
bastante estudada quanto a seu potencial uso como anti tumoral . Najmuddin et al.
(2016). Estudaram extratos vegetais obtidos desta espécie, coletada em diferentes
areas de cultivo em diversos modelos experimentaispara avaliagdo das propriedades
citotoxicas, analise do ciclo celular, apoptose, regeneracdo e regeneracao celular e
alguns experimentos antitumorais in vivo desses extratos. Em uma revisdo, Mutakin
et al. (2022) reuniram informacdes a respeitodos compostos até entdo identificados
na graviola: anomuricinase anonacinas, coreximina ereticulina, quercetina, sendo
acetogeninas, alcaloides e flavonoides, respectivamente.

Entre os extratos ativos, um foi obtido de espécie de Flacourtiaceae, Laetia
suaveolens (Poeppig) Benth. (atualmente classificada como Salicaceae, mas no
presente trabalho considerada ainda Flacourtiaceae). Desta familia,uma das espécies
bem conhecidas pela populagéo é a guacatonga (Casearia sylvestris Sw.), usada em
afeccdes orais inclusive as de fundo viral. Laetia suaveolens, conhecida popularmente
como casinga-cheirosa , ja foi estudada quanto ao potencial toxico em animais de
laboratorio e demonstrou determinado grau de toxicidade nos modelos utilizados.
Espécies de Xylosma ja foram estudadas, porém, ndo quanto ao efeito sobre a
regeneracao de culturas de células (ESTORK et al, 2016).

Dos quatro extratos ativos, somente N719 e N1091 foram selecionados para
serem estudados com mais profundidade, uma vez que, entre todos os extratos, o

N719 foi oque apresentou o mais alto grau de inibicdo de regeneracéo celular nas
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culturas utilizadas, enquanto que o N1091 € um extrato que vem sendo estudado néo
somente quanto ao potencial de inibir a regeneracéo celular ,mas também o de induzir
a apoptose, 0 que é assunto de outros projetos.

Sendo assim, dos quatro extratos selecionados a partir da triagem, N1091e trés
fases de particdo obtidas desse extrato, N719, doxorrubicina, curcumina e
dimetilsulféxido foram testados emdiferentes concentracdes, nos empos de 24 h e de
48 h, para se avaliar a menor concentracédo a causar ainibicdo da regeneracao das
células em cultura sem que haja citotoxicidade. Depois desse estudo, foram
selecionadas as concentracdes de doxorrubicina (0,25 mM), curcumina (0,25 uM),
N791 (1 pg/mL), N1091 (100 pg/mL), N1091-14 (100 pg/mL), N1091-15 (100 pg/mL)
e N1091-16 (100pg/mL).

Uma vez determinados os melhores tratamentos, foi realizada analise da
capacidade de inibicdo da regeneracao celular dos tratamentos em cultura de células
desafiada com prolactina adicionada aos pocos de cultura decélulas nas
concentracdes de 50 ng/mL e 100 ng/mL, no modelo de wound healing. Trabalhos
anteriores (SILVA et al, 2015) avaliaram que a prolactina teve a capacidade de induzir
a migracao celular por alterar o remodelamento da estrutura do citoesqueleto de actina
através de um processo de despolimerizacédo e realocacdo de actina, no qual ha o
envolvimento de proteina quinases como a FAK, necessarias para a formacéo de
complexos actina-vinculina que mediam adesdo com a matriz extracelular. Esses
eventos sado por sua vez regulados por uma tirosina proteina quinase chamada c-Src,
gue é suscetivel a estimulos hormonais, como o causado pela prolactina. Observa-se
que o modelo experimental denominado de “migracao celular” é avaliado pela técnica
de wound healing, porém, em tempo muito inferior ao que foi usado no presente
trabalho, que teve como foco a avaliagdo da regeneracgéao celular, realizada em tempo
acima de 24 h de cultura celular.

No presente trabalho, foi verificado o processo de regeneracéo celular, que tem
como base a nececssidade das células estarem em fase de divisdo celular para
recobrir a ferida feita na cultura celular,desafiada com prolactina. A prolactina nao
ofereceu estimulo de crescimento estatisticamente diferente para as células tumorais,
em relacdo as células normais de mama.Em ensaios futuros a avaliagdo sobre a
migracao celular, realizada em tempos mais precoces em relacdo a aplicacdo do

tratamento devera ser feita.
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No ensaio com desafio com PRL, verificou-se que o extrato N1091 e suas fases
de particdo N1091-14, N1091-15 e N1019-16 apresentaram atividades especificas
para cada célula. Para MCF-10A, os tratamentos mais eficazes foram de N1091 e de
N1091-14, verificados para as células ndo desafiadas com PRL. Para as células
desafiadas, N1091 apresentou os resultados mais satisfatérios. Para ambas as
células tumorais, MCF-7 e MDA-MB-231, os melhores tratamentos observados foram
os feitos com N1091 e com N1091-16, sobre as células estimuladas com PRL 50
ng/mL. Observa-se que a fase de particdo a N1091-14 foi obtida de particio com
diclorometano, um solvente de baixa polaridade, enquanto que a fase de particdo
N1091-16 e a fase aquosa, mais polar.

O extrato N1091 foi obtido da espécie Guatteria riparia (Annonaceae). Espécies
de Guatteria foram estudadas e apresentaram alcaloides aporfinicos (COSTA et al.,
2016) e de utros grupos, como 9-metoxi-O-metilmoscatolina, 9-metoxiisomoscatolina,
isocerasonina (3), 8-oxopseudopalmatina, O-metilmoscatolina, lisicamina, liriodenina,
10-metoxiliriodenina, nornuciferina, anonaina, xilopina, coreximina e isocoreximina
(COSTA et al., 2010) e bleos essenciais com atividade antitumoral (GALVAO et al.,
2022), ou tripanicida (BAY et al., 2019). Quanto ao Extrato N1091, a fased e particdo
de baixa polaridade pode apresentar os compostos organicos volateis que fazem parte
de Oleos essenciais, e alcaloides odem ser encontrados dispersos em fases de
particdo de polaridades diferentes.

O extrato N719 mostrou capacidade de inibir a regeneracao de células normais
de mama, no experimento proposto nesse trabalho, assim como apresentou
capacidade inibidora da regeneracdo celular semelhante a observada para
doxorrubucuna e curcumina, contra a célula de tumor ndo metastatico MCF-7. Para a
célula de tumor metastatico MDA-MB-231, as diferencas de atividade n&o foram
significativas. Esse extrato foi obtido de Laetia suaveolens (Flacourtiaceae). Estork et
al (2014) isolaram a-tocoferol, sitosterol, &acido 3-O-cafeoilquinico, acido 4-O-
cafeoilquinico, acido 5-O-feruloilquinico, hyperosideo ed isoquercitrina, e extratos
obtidos dos 6rgaos aéreos dessas espécie apresentaram potencial citotéxico contra
células squamosas orais (OZI et al., 2011).

Finalmente, os ttratamentos foram novamente realizados nas trés células de
mama, e o sobrenadante das culturas foi testado quanto a presenca de FAK e de
Moesina. A avaliacdo foi feita qualitativamente. Dos resultados observados, FAK

ocorreu em maior quantidade nos grupos que receberam tratamento com N1091 e
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suas fases de particdo e desafio de PRL, na célula normal de mama, ao passo que
apresentaram-se em menores quantidades nas células de tumor ndo metastatico e
em gquantidades semelhantes nas células de tumor metastatico, em relacdo as células
gue néo foram tratadas.

A expressdo de Moesina foi maior nas células com e sem desafio de PRL de
mama tratadas com a fase de particdo N1091-16, que apresentaram expressao dessa
proteina quinase similar as células tratadas com doxorrubicina e curcumina. Para as
células normais de mama e metastaticas, a variacdo de Moesina entre 0s tratamentos
nao foi expressiva.

Quanto a presenca de FAK no experimento realizado, observou-se uma
presenca maior desta proteina nas células normais de mama tratadas com N719,
enquanto que as células MCF-7 tratadas com N719 apresentaram menor expressao
de FAK, que nas células metastaticas MDA-MB-231 apresentram-se em quantidade
mais elevada ou semelhante a doxorrubicina e curcumina, exceto para as ceélulas
desafiadas com PRL 100 ng/mL.

Quanto a expressdo de Moesina pelas células tratadas com N719 em relagéo
aos controles, observou-se que para as células normais de mama nao houve
diferenca, enquanto que para as células MCF-7 o tratamento com N719 causou
aumento na expressao da proteina nas células sem desafio e com desafio de PRL na
concentracéo de 50 ng/mL, ao passo que na concentracdo de 100 ng/mL de PRL n&o
houve aumento da expressao. Para as células de tumor metastéatico, observou-se o
inverso, ou seja, a expressao foi maior para as células desafiadas com PRL 100 ng/mL
em comparacdo com os tratamentos feitos nas células normais sem desafio e nas
células com desafio de PRL 50 ng/mL.

Embora a expressao de FAK e de Moesina ndo tenham um significado direto
para a regeneracao celular, visto que estao ligadas aos processos de remodelacéo do
citoesqueleto de actina, envolvido na migracao celular, as alteracdes observadas na
expressdo dessas proteinas sao indicativos de que o0s tratamentos estao
influenciando, de algum modo, processos celulares ligadosa c-Src. No trabalho de
Silva et al. (2015), foi demonstrado o aumento da expressédo dessa proteina e de
fosforilacdo, que séo indicativos de aumento da movimentagéo horizontal das células.
Outros trabalhos demontraram a relagdo entre c-Src e a pro-caspase-8 na adeséo
celular e em sua motilidade e como a c-Src fosforilada controla essa relacéo (FRISCH,

2008). A caspase-8 é uma proteina indutora de apoptose muito estudada nos
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processos tumorais. Uma vez que os extratos vegetaisestudados foram primeiramente
selecionados por sua capacidade indutora de apoptose, € de se esperar que
alteracdes na expressédo das proteina quinases envolvidas na migracao celular sejam
observadas, embora estudos mais aprofundados devam ser feitos, em momentos

futuros
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6. CONSIDERACOES FINAIS

e Dos 15 extratos vegetais testados, apenas quatro foram
selecionados como tendo apresentado atividade de
inibicdo da regeneracao celular de culturas de células de
mama. Destes q uatro, apenas dois foram estudados com

maior profundidade;

e Os dois extratos selecionados, N719, N1091, N1091-14 e
N1091-16, apresentaram capacidade de inibir a
regeneracao das células de mama normais e das células
tumorais, inclusive apés desafio das células com prolactina

em diferrentes concentracoes;

e Os tratamentos alteraram a expressao de FAK e de

Moesina nas culturas de células.

Os extratos N719 e N1091, assim como as fases de particdo N1091-14 e
N1091-16 apresentam-se como tratamentos potenciais contra tumores de mama, uma
vez que inibem a regeneracao dessas células em meio de cultura. Além disso, estdo
possivelmente envolvidos na inducdo da migracdo celular e de apoptose por
mecanismos de acao ligados a FAK, Moesina e possivelmente a outras proteinas
como c-Src, ndo estudadas no presente trabalho, mas que abrem possibilidades de
relacionar os mecanismos aqui sugeridos com mecanismos ja observados de inducéo
a apoptose e de citotoxicidade ja observados para esses extratos vegetais, em

estudos anteriores realizados pelo Grupo.
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