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RESUMO

O cancer é uma doenca caracterizada por crescimento celular desordenado em decorréncia
de mutacOes genéticas e fatores ambientais, podendo acometer os mais variados tecidos e
Orgdos, além de se disseminar para tecidos distantes do foco inicial através da corrente
sanguinea e de vasos linfaticos. O cancer de mama, classificado de acordo com as células
acometidas em intraductal ou intralobular, representa 20% de todos os tipos de cancer
existentes no mundo. Seu tratamento abrange vérias abordagens terapéuticas, sendo que
cada qual possui eficacia e efeitos colaterais particulares. Uma vez que o numero de
individuos acometidos todos 0s anos com essa doenca aumenta e que a terapia pode falhar,
a busca por novas terapias, mais eficazes e com menos efeitos colaterais, se justifica. Neste
sentido, as células tumorais mamarias da linhagem celular MCF-7 sdo um modelo de grande
importancia para estudos de farmacos anticancerigenos em potencial. A planta Eremanthus
erythropappus (EE), popularmente conhecida como Candeia, destaca-se pela producéo do
o6leo essencial (OE) rico em alfa-bisabolol (a-B), esta ultima com propriedades antitumorais
descritas na literatura. Sendo assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos
citotoxicos in vitro do OE de EE rico em a-B sobre a linhagem celular MCF-7 visto que ndo
ha registros na literatura dos efeitos citotoxicos do referido OE sobre esta linhagem.
Ademais, pode haver uma sinergia entre os demais constituintes do OE, o que pode
potencializar o efeito antitumoral do a-B. Nossos achados demonstraram que 0s tipos
celulares testados (células tumorais MCF-7 e fibroblastos 3T3) sdo sensiveis aos efeitos
toxicos do OE de EE e do a-B apds 24h de exposicao, e tal efeito mostrou-se concentragao
dependente. No entanto, apesar do OE de EE ter o a-B como principal constituinte, seu
perfil de citotoxicidade difere em relagao ao a-B isolado, sendo o a-B isolado capaz de
exercer menor efeito citotoxico sobre os fibroblastos, caracteristica desejavel e que o OE de
EE néo apresentou. Sendo assim, o a-B é mais promissor agente antitumoral, apesar de
serem necessarios experimentos in vivo para determinar sua seguranca e eficacia. No que
diz respeito ao OE de EE, os demais constituintes do OE precisam ser avaliados
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isoladamente ou de forma combinada com o a-B a fim de identificar qual(is) o(s)
componente(s) responsavel(eis) pela elevada citotoxicidade encontrada para fibroblastos
3T3.

Palavras-chave: citotoxicidade; Cancer de mama; MCF-7; Eremanthus erythropappus;
o0leo essencial; alfa-bisabolol.

ABSTRACT

Cancer is a disorder characterized by disordered cell growth due to genetic mutations and
environmental factors, which can affect the most varied tissues and organs, as well as spread
to distant tissues from the initial focus through the bloodstream and lymphatic vessels.
Breast cancer, classified according to the cells involved either intraductal or intralobular,
accounts for 20% of all cancers in the world. The treatment of breast cancer encompasses
several therapeutic approaches, each of which has its efficacy and particular side effects.
Since the number of individuals bearing this disease increases every year and the therapy
may fail, the search for new, more effective therapies with fewer side effects is needed. In
this sense, mammary tumor cells of the MCF-7 cell line are a model of great importance for
studies of potential anticancer drugs. The plant Eremanthus erythropappus (EE), popularly
known as Candeia, stands out for the production of essential oil (EO) rich in alpha-bisabolol
(a-B), a substance with antitumor properties. Thus, the present study evaluated the in vitro
cytotoxic effects of EE EO a-B rich on the MCF-7 cell line since there are no records in the
literature of the cytotoxic effects of the refered EO on this lineage. In addition, it is possible
that there is a synergy of the other constituents of EO, which may potentiate the antitumor
effect of a-B. Our findings allowed us to conclude that the tested cell types (MCF-7 tumor
cells and 3T3 fibroblasts) are sensitive to the toxic effects of EE and o-B OE after 24h
exposure, and that effect has been shown to be a concentration dependent. However,
although the EO of EE has the a-B as the main constituent, its cytotoxicity profile differs in
relation to the isolated a-B, being isolated a-B capable of exerting a lower cytotoxic effect
on the fibroblasts, a desirable characteristic and that EO of EE did not present. Thus, a-B is
the most promising antitumor agent, although in vivo experiments are required to determine
its safety and efficacy. With respect to EE, other EO constituents need to be assessed alone
or in combination with a-B in order to identify which component (s) are responsible for the
high cytotoxicity found for 3T3 fibroblasts.

Keywords: cytotoxicity; breast cancer, MCF-7; Eremanthus erythropappus; essential oil;
alpha-bisabolol.

1 INTRODUCAO E FUDAMENTACAO TEORICA
1.1 CANCER

O cancer é uma doenca caracterizada por crescimento celular desordenado, podendo
acometer os mais variados tecidos e 6rgéaos, além de se disseminar para tecidos distantes do
foco inicial através da corrente sanguinea e de vasos linfaticos, neste ultimo caso ocorrendo
no estado inicial da disseminacdo metastatica (BRASIL,2018; PRADO, 2014).
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Tanto fatores ambientais como genéticos auxiliam no desenvolvimento do cancer,
sendo que 80% estéo relacionados com fatores ambientais, tais como alimentacéo, estilo de
vida, exposicao a agentes toxicos (ALMEIDA et al.,2005; BRASIL, 2018). Outro fator é a
producdo de genes anormais durante a replicacdo ou a reparacdo, ndo se caracterizando
como um fator hereditario (FETT-CONTE et al., 2000).

Esta doenca € um problema de satde puablica, acometendo varios individuos todos os
anos. Em 2030 estima-se 27 milhdes de novos casos e 17 milhdes de dbitos pelo cancer
(BRASIL, 2018). Estes numeros vém aumentando gradualmente no decorrer dos anos,
formando assim uma curva ascendente no nimero de individuos acometidos pela doenca.
Para o Brasil, para cada ano do triénio 2020-2022 estima-se ocorrerdo 625 mil casos novos
de cancer (450 mil, excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma). O céncer de pele
ndo melanoma serd o mais incidente (177 mil), sequido pelos canceres de mama e prostata
(66 mil cada), cblon e reto (41 mil), pulméo (30 mil) e estbmago (21 mil) (BRASIL, 2020).

H& mais de 100 tipos de cancer, classificados e nomeados de acordo a localizagéo
anatomica, e com a capacidade de invasdo tecidual (BRASIL, 2016).

Dentre os diversos tipos de cancer, o de mama se destaca pela alta incidéncia em todo
mundo, destacando-se como a principal causa de morte entre as mulheres em todo mundo.
E uma doenca heterogénea com diferentes subtipos moleculares associado com diferentes
comportamentos clinicos e caracteristicas morfoldgicas (SASCO, 2003; LOPES, 2015).

1.2 CANCER DE MAMA

O céancer de mama é o tipo de cancer que mais acomete mulheres no mundo,
representando 20% de todos os tipos de cancer, podendo ocorrer também em homens, sendo
gue neste caso menos de 1% sédo diagnosticados (INUMARU et al., 2011; BRASIL, 2016).

Em 2018 foram diagnosticados 2,1 milhdes de individuos com cancer de mama em
todo mundo. Para o Brasil, estimam-se 66.280 casos novos de cancer de mama, para cada
ano do triénio 2020-2022. Esse valor corresponde a um risco estimado de 61,61 casos novos
a cada 100 mil mulheres. A alta incidéncia do cancer de mama no mundo ocorre em regioes
desenvolvidas, entretanto, este cenario esta mudando, visto que sua incidéncia esta se
elevando em quase todas as regides. No entanto, indo na contraméao desses indices, as taxas
de mortalidade tém diminuido em regifes desenvolvidas, fruto de um diagndstico precoce
e consequente aumento das chances de cura (GILLILAND et al., 2000; WHO, 2016;
BRASIL, 2020).
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Nas mulheres, exceto o cancer de pele ndo melanoma, os canceres de mama (29,7%),
célon e reto (9,2%), colo do atero (7,4%), pulmao (5,6%) e tireoide (5,4%) figurardo entre
0s principais. Este tipo de cancer (sem considerar os tumores de pele ndo melanoma) ocupa
a primeira posicdo mais frequente em todas as regides brasileiras, com um risco estimado
de 81,06 por 100 mil na Regido Sudeste; de 71,16 por 100 mil na Regido Sul; de 45,24 por
100 mil na Regido Centro-Oeste; de 44,29 por 100 mil na Regido Nordeste; e de 21,34 por
100 mil na Regido Norte (BRASIL, 2020).

O cancer de mama decorre de uma alteracéo no crescimento de células mamarias, pela
modificacdo dos genes que irdo regular o crescimento e a diferenciacdo celular (WCRF,
2007; INUMARU et al., 2011).

O carcinoma mamario pode ser classificado de acordo com as células acometidas, em
intraductal ou intralobular. O carcinoma intraductal ou ductal in situ ndo é invasivo, isso
porque ndo abrange tecidos adjacentes, acometendo assim somente 0s ductos mamarios,
porém, se ndo tratado, pode se tornar um cancer invasivo. O carcinoma infiltrante ou lobular
in situ é invasivo e tem o seu inicio nas glandulas mamarias nos ductos lactiferos podendo
ocorrer a ruptura da parede do ducto atingido do tecido adiposo contido na mama, e pode se
disseminar para outras partes do corpo, correspondendo a 10% dos tipos de cancer de mama
(ACS, 2016).

Assim como os demais tipos de cancer, o carcinoma mamario pode ocorrer devido a
fatores ambientais como idade, alimentacédo e estilo de vida, os quais contribuem para o
desenvolvimento da doenca, além de fatores genéticos (INUMARU et al., 2011; BRASIL,
2016).

O desenvolvimento do cancer de mama esta ligado também a fatores hereditarios e
adquiridos, onde alguns genes irdo predispor o individuo ao desenvolvimento da doenca,
sdo eles: HER2 (Fator do Crescimento Epidérmico 2), BRCA, CHEK2 e P53. Tais genes
irdo contribuir para o desenvolvimento do tumor, por exemplo, em mulheres que possuem
0 gene BRCAL e BCRA2 a chance de desenvolver o cancer de mama chega a 60%; ja em
homens que possuem o gene BCRA2, a chance é de 5 a 10% e nos que possuem o gene
BCRAL a chance é de 1 a 2% (ROGERS & TIKKANEN, 2012).

Por apresentar caracteristica heterogénea, o cancer de mama consiste em uma
variedade de perfis moleculares como o cancer luminal, com expressédo de citoqueratinas
que possuem receptores de estrogénio; o HER-2 positivo, que ndo possui receptores para

estrogénio; o0 HER-2 negativo, que expressa citoqueratina na camada basal epitelial; e o
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cancer basal like, que possui receptores para estrogénio e progesterona (PEROU, 2000;
BUITRAGO et al., 2011).

O cancer de mama pode apresentar sinais e sintomas que geralmente levam o paciente
a procurar o servico de saude, sdo eles: a presenca de um nddulo palpavel com a presenca
ou ndo de dor, pode ocorrer também variac6es na coloracdo da pele, com aspecto de casca
de laranja e secre¢fes nos mamilos com o aparecimento de nédulos nas axilas (COWIE,
1991).

O diagnostico, entretanto, na maioria das vezes é tardio, agravando o tratamento.
Neste sentido, a falta de politicas publicas para com a doenca é um dos fatores que eleva o
namero de 6bito todos os anos (KOCK et al 2000; BUITRAGO et al., 2011; BRASIL,
2016).

O exame clinico tem um papel fundamental no diagnostico, possibilitando um
prognostico precoce e rapido. A mamografia € uma das técnicas utilizadas no diagndstico a
qual, com o auxilio de um aparelho de raio-X conhecido como mamaografo, ird comprimir a
mama fornecendo assim imagens internas desta, sendo possivel detectar se ha ou nédo
alguma alteracdo, porém esse método diagndstico ndo é eficiente em tumores que
apresentam tamanho inferior a 1 centimetro (BRASIL,2014; BRASIL, 2016).

A ultrassonografia é outra técnica utilizada no diagnéstico inicial do cAncer de mama,
entretanto, por ndo apresentar as microcalcificacdes, € utilizada apenas em pacientes que
sdo assintomaticos, como no caso de mamografias negativas ou densas. A ressonancia
magnética também ¢é utilizada no diagndstico, sendo geralmente feita em mulheres que ja
possuam uma predisposicdo para o desenvolvimento de um carcinoma mamario
(CRYSTAL, et al., 2003; URBAN et al., 2012).

Marcadores tumorais sdo também muito utilizados no diagnéstico de céncer. O
organismo ou o proprio tumor produzem macromoléculas de proteinas ou fragmentos destas
concentrando-se no sangue e em outros fluidos biol6gicos, o que facilita a sua detec¢édo e
seu diagnostico. Para o diagnostico do cancer de mama, sdo utilizados marcadores tais como
0 CA 15.3,CA 27,29, MCA, BTA e 0 CA 50 (CAPELOZZI, 2001; MATTOS et al.; 2005).

1.2.1 Tratamento

O tratamento do cancer de mama é baseado em exames histopatolégicos, a fim de
determinar o grau de acometimento da doenca, e direcionando o paciente a um tratamento
especifico (SILVA & SANTOS, 2008; SILVA et al., 2010). Dependendo do estagio do
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cancer, ele pode se apresentar como loco—regional ou sistémico. Para o tratamento loco-
regional € indicada a radioterapia e a cirurgia, j& para o tratamento sistémico, é utilizada a

hormonioterapia e a a quimioterapia (BRASIL, 2020).

1.2.1.1. Quimioterapia

Quimioterapicos sdo agentes antineoplasicos utilizados no tratamento do cancer de
mama, 0s quais agem combatendo as células tumorais e, consequentemente, auxiliando na
inibicdo do crescimento do tumor. H& varios farmacos e combinacdes de farmacos
disponiveis para o tratamento quimioterapico do cancer de mama, alguns destes irdo compor
um esguema padrdo na terapia adjuvante e neoadjuvante, estabelecendo uma melhor
eficacia clinica e diminuindo os casos de recorréncia. Os principais agentes antineoplésicos
utilizados (Figura 1) sdo as antraciclinas (doxorrubicina e epirrubicina) e os taxanos
(paclitaxel e docetaxel) (SERPE,2006; AHMAD, 2013).

Figura 1 — Estrutura quimica dos farmacos Antraciclinas (doxorrubicina e epirrubicina) e Taxanos

(paclitaxel e docetaxel)

0
OCH; O OH
Epitrubicina Hom

Doxorrubicina NH,
Docetaxel

Fonte: Adaptado de: A: Lewin (2014), B: Souza (2004), C: Almeida et al ( 2005), D: Souza (2004).

No entanto, os agentes antineoplasicos taxanos, paclitaxel (Taxol®) e docetaxel

(Taxotere®), produzem efeitos adversos nos pacientes, como neutropenia, mucosite e
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alopecia (MARTY et al., 1994; DONATI & CASTRO, 2011). Ja as antraciclinas
doxorrubicina (Adriamycin®) e epirrubicina (Ellence®) apresentam efeitos adversos como
cardiomiopatia, insuficiéncia cardiaca e confusdao mental (KOMEN, 2010; CAMPOS et al.,
2011).

A quimioterapia pode ser utilizada em varias fases do tratamento do cancer de mama,
antes da cirurgia e apds a cirurgia. Quando realizada antes da cirurgia (quimioterapia
neoadjuvante), tem por objetivo diminuir o didmetro do tumor, sendo o mesmo removido
com uma cirurgia menos extensa. Quando utilizada pés cirurgia (quimioterapia adjuvante)
é feita com intuito de eliminar células cancerigenas remanescentes da cirurgia. Quando ha
um estado avancado da doenca, com a proliferagdo do cancer para regides fora da mama, a
quimioterapia é a principal forma de tratamento (ACS, 2018).

Os quimioterapicos podem ser administrados por diversas vias, como a via
intramuscular, oral, topica, subcutanea, intratecal, dentre outras (AHMAD, 2013).

Apesar de ser amplamente utilizado, o tratamento com quimioterapicos muita das
vezes ndo é eficaz, pois 0 medicamento pode causar toxicidade ao organismo, visto que ndo
possui seletividade para as células tumorais, ou induzir ao desenvolvimento de resisténcia
(PIRANDA et al., 2013).

O tratamento do cancer de mama abrange varias abordagens terapéuticas, sendo que
cada qual possui eficicia e efeito colaterais particulares. Uma vez que o nimero de
individuos acometidos todos os anos aumenta e que a terapia pode falhar, faz-se necessaria
a busca por novas terapias, mais eficazes e com menos efeitos colaterais.

Neste sentido, agentes quimioterapicos de origem vegetal que apresentem uma menor

toxicidade e maior espectro de atividade antitumoral, sdo pesquisados.

1.3 EREMANTHUS ERYTHROPAPPUS

Dentre as diversas plantas do género Eremanthus: Eremanthus arboreus (Gardner)
MacLeish, Eremanthus brasiliensis (Gardner) MacLeish, Eremanthus polycephalus (DC.)
MacLeish, Eremanthus glomerulatus Less., Eremanthus erythropappus (DC.) Macleish,
Eremanthus incanus (Less.) Less, entre outras, destaca-se a Eremanthus erythropappus
Macleish juntamente com a Eremanthus incanus (Less.) Less como as de maior ocorréncia
no Brasil (SCOLFORO et al., 2002).
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A planta Eremanthus erythropappus (D.C.) MacLeish (EE), também chamada
Vanillosmospsis erythropappa Schultz-Bip, familia Asteraceae, é popularmente conhecida
como "Candeia da Serra" (SCOLFORO et al., 2002)

Pertencente ao grupo ecologico das pioneiras, é considerada precursora na invasao de
campos (CARVALHO, 1994). E uma espécie que compde a vegetacdo de florestas nativas
do territorio brasileiro, e possui elevado valor econémico (SCOLFORO et al., 2002).

O seu desenvolvimento ocorre em solo pouco feértil, geralmente em campos e, quanto
a area de ocorréncia, sdo encontradas na Argentina, Paraguai e Brasil (CARVALHO, 1994).

A EE esté presente no Brasil predominantemente nos Estados de Minas Gerais, Bahia,
Espirito Santo e Rio de Janeiro, mas nos estados de Goias, Parand, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, S&o Paulo e, Distrito Federal, também pode ser encontrada (CARVALHO 1994).

Desenvolve-se rapidamente em campos de altitude variando entre 900 e 1.700 m, com
solos pouco férteis e rasos. E uma arvore cuja altura varia de 2 a 12 m, podendo atingir 35
cm de didmetro (SCOLFORO et al., 2002). O seu tronco possui uma casca grosseira e cheia
de sulcos no caule, j& nos galhos mais novos, a casca torna-se menos rustica. As folhas
possuem uma dupla coloracdo, que é uma caracteristica bem relevante; na parte superior, as
folhas apresentam cores esverdeadas e sdo bastante lisas e na parte inferior possuem cor
branca, sendo mais aveludadas. As flores sdo hermafroditas e apresentam coloracédo purpura
nas extremidades dos ramos (ARAUJO, 1944).

Essa espécie € utilizada de diversas formas, incluindo o uso de sua madeira como
mourdo de cerca, devido a sua durabilidade e resisténcia, e também na producao de 6leo
essencial (OE) rico em alfa-bisabolol (a-B) (TEIXEIRA et al., 1996; SILVERIO, 2004).

OE é uma substancia lipidica volatil conhecida por exalar um odor intenso, obtida de
partes das plantas como galhos, madeira, folhas, entre outros. A extracdo do OE pode ser
realizada por varios métodos como a maceracao, enfleuragem, extracao por solvente, micro-
ondas e a hidrodestilacdo, que é a mais empregada (CRAVEIRO et al., 1981).

Estudos quimicos realizados com a EE identificaram, além do a-B: costunolideo,
eremantina, ciclocostulideo, vanilosmina, 15-desoxigoyazensolideo e substancias derivadas
do ciclocostulideo e da eremantina (VICHNEWSKI et al., 1976; LIMA et al., 2013). Outros
sesquiterpenos também foram identificados na espécie (BRAUN et al., 2003).

Analisando o percentual dos constituintes do OE de EE, Silvério (2013) identificou
apenas dois componentes, o p-elemeno (5,6%) e o a-B (93,1%). E importante ressaltar que

neste estudo os 1,3% restantes ndo foram identificados. Por sua vez, Braun (2003) verificou
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que o 6leo extraido da madeira de EE contém aproximadamente 55,9% de a-B, além de
7,5% de oxido de bisabolol B, 4,8% de eremantina e 2,9% de 11p,13-dihydroeremantina.
Isto se explica pelo fato que fatores como parte da planta, luminosidade,
disponibilidade de nutrientes, umidade, estacdo do ano, periodo do dia, ciclo, bem como
fatores genéticos (PERRI et al., 1999; VESELA et al., 1999; ANDRADE & GOMES, 2000;
SKOULA et al., 2000;VIEIRA et al., 2001; CARVALHO-FILHO et al., 2006) sdo capazes
de alterar a biossintese de substancias naturais nos vegetais. Lopes e colaboradores (1991)
demonstraram em seus estudos que pode ocorrer variacdo na composi¢do quimica do OE da
madeira de EE quando coletada em diferentes localidades levando em conta que durante a
sua vida foliar, podem ocorrer alterages nos processos metabolicos da planta, ocasionando
mudancas na composicdo quimica do OE das folhas (SOUSA et al., 2008). Logo, as
variacdes do rendimento dependem intrinsecamente da precedéncia regional (MORI, 2008).
Independentemente da procedéncia, o 6leo essencial extraido da Candeia possui o a-
B como constituinte predominante e este possui diversas propriedades medicinais, incluindo
propriedades antiflogisticas, antibacterianas, antimicoticas, dermatoldgicas e espasmadicas,
sendo comumente empregado na industria de produtos cosméticos e dermatoldgicos. Na
medicina popular é utilizada como cicatrizante, no tratamento de Ulceras intestinais e no
combate a infecgdes (SILVERIO, 2004; SOUSA et al., 2003; TEIXEIRA et al., 1996).

1.4 ALFA BISABOLOL

O a-B é um oleo lipofilico apresentando tendéncia a oxidagdo (6xido de bisabolol A
e Oxido de bisabolol B), tais 6xidos possuem atividades biol6gicas contra edema e dor. Pode
apresentar também atividade citotdxica. As primeiras células testadas com alfa bisabolol
foram as de glioma, onde foi possivel observar uma alta atividade concentracdo-dependente,
gerando a morte celular das células em baixas concentracfes. A atividade citotoxica foi
observada em outros tipos de células tumorais, como no carcinoma do figado, pulmao,
pancreatico e leucemia (TOMIC, et al, 2013).

O o-B tem afinidade pelos lipideos encontrado em varias células, facilitando sua
entrada dentro destas e consequentemente exerce atividade sobre a proteina p53 e o fator
nuclear Kappa B (DARRA et al., 2008; SEKI et al.,2011).

Ainda néo foi possivel o desenvolvimento de um agente antitumoral que apresente

seletividade para células tumorais, interferindo na viabilidade de células normais. Porém
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estudos demonstram que o a-B pode induzir a apoptose em linhas tumorais do cancer

pancredtico, ndo atingindo as células normais (DARRA et al., 2008).

1.5 CELULAS MCF-7

A linhagem celular MCF-7 foi desenvolvida em Detroit (Michigan Cancer
Foundation) no ano de 1970, pelo cientista Dr. Hebert Soule. Esta linhagem é composta por
celulas de carcinoma mamério, sendo derivada de uma paciente de 69 anos apresentando
cancer de mama com metastase para a pleura e parede toracica. O Dr. Soule obteve tais
células a partir de uma excisdo de um nddulo da parede toracica e de um derrame pleural
(SOULE et al, 1973).

Naquela época, muitos laboratdrios tinham documentado dificuldades técnicas na
geracdo de culturas estaveis de linhagens celulares cancerigenas continuas, como o
crescimento excessivo de fibroblastos, e vérios pesquisadores tinham tentado isolar
linhagens de células usando diferentes substratos e nutrientes. O processo de
desenvolvimento da linhagem celular que foi utilizada por Soule foi 0 padréo da época, e as
culturas de células derivadas dos nddulos da parede toréacica foram logo contaminadas por
fibroblastos e entdo descartadas (SOULE et al, 1973).

No entanto, as células de derrame pleural cresceram inicialmente em suspenséo e, em
seguida, em ultima analise, formaram uma monocamada aderida em plastico que cresceu
como uma cultura continua. A linhagem de células resultante foi chamada de MCF-7, em
homenagem a Fundacdo do Cancer em Michigan (Michigan Cancer Foundation, MCF), e
foi a sétima tentativa de Soule na geracdo de uma linhagem de células cancerigenas, por
isso utilizou o numero 7 (LEE, et al.,2015).

E importante ressaltar que tais células sdo comprovadamente de origem humana
(LEVERSON & JORDAN, 1997).

A popularidade da linhagem de células MCF-7 para a investigacdo do cancer de mama
reflete a sua fidelidade a muitos aspectos do cancer da mama na préatica clinica,
particularmente na gestdo de mulheres na p6s-menopausa com cancer de mama receptor-

positivo para horménios (LEE, et al.,2015).

1.6. TESTE DE CITOTOXICIDADE
Os testes in vitro sdo uma ferramenta muito importante para uma anélise preévia da

atividade de substancias com potencial terapéutico, isto porque possibilitam a diminuicéo
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do namero de animais usados para posteriores testes in vivo e, consequentemente, permitem
a diminuicdo da dor e sofrimento causados nos animais empregados nestes estudos. Sendo
assim, é recomendavel do ponto de vista ético, principalmente, além do ponto de vista
econémico, que a determinacao da citotoxicidade basal seja realizada antes da realizacao de
qualquer experimento in vivo. Isto se deve ao fato dos resultados de 1Cso (concentracao
inibitdria para 50% das células testadas) obtidos em testes de citotoxicidade in vitro
poderem ser utilizados para estimar a dose inicial a ser utilizada em testes de toxicidade oral
aguda realizados em animais experimentais, com o objetivo de determinar a dose letal 50
(DLso), que corresponde a dose oral que promove a morte de 50% dos animais testados
(OECD, 2010; VALADARES, 2006).

O teste de citotoxicidade detecta o potencial de um material produzir efeitos toxicos
in vitro, seja comprometendo a integridade das células ou interferindo na sua taxa de
crescimento. Tal teste proporciona a selecdo de materiais menos toxicos, para estudos
posteriores in vivo envolvendo animais e seres humanos. O parametro mais investigado
pelos testes de citotoxicidade é a viabilidade celular, sendo determinada por diversos
processos celulares (KROLL et al., 2009).

Dentre os diversos testes para a avaliacao da citotoxicidade/funcéo de substancias: o
teste do corante vermelho neutro, o teste de redugdo do brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5- difeniltetrazélio (MTT) ou o teste de liberacdo de enzimas citoplasméaticas como a
lactato desidrogenase -LDH), o MTT se destaca como um dos mais empregados (KROLL
et al., 2009). A base deste teste € a comparacdo da citotoxicidade de um agente quimico
testado a doses ndo tdxicas de uma substancia in6cua as celulas como o meio de cultura.

O ensaio de viabilidade celular pelo MTT, o qual foi empregado no presente estudo,
tem a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. Trata-se de uma
andlise colorimétrica baseada na conversdo do sal de MTT em cristais de formazana de
coloracdo roxa, a partir de enzimas mitocondriais presentes apenas nas células
metabolicamente viaveis (MOSMANN, 1983).

A citotoxicidade ¢é expressa na determinagédo da concentracdo dependente que reduz
o0 crescimento celular utilizando-se um corante vital (MTT). A concentragdo de um agente
quimico testado reflete a inibigdo da viabilidade celular em 50% (ICso), calculada usando-
se um modelo adequado de curva que expressa a resposta da curva de concentracgéo.

Com base no exposto, o tratamento do cancer de mama abrange varias abordagens

terapéuticas, sendo que cada qual possui eficacia e efeitos colaterais particulares. Uma vez
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que o namero de individuos acometidos todos os anos com essa doenga aumenta e que a
terapia pode falhar, a busca por novas terapias, mais eficazes e com menos efeitos colaterais,
se justifica. Para tal, o presente estudo investigou a citotoxicidade in vitro do 6leo essencial
de EE sobre as células da linhagem de cancer mamario humano sensivel a estrégeno MCF-
7.

2 METODOLOGIA
2.1 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL E DO ALFA-BISABOLOL
2.1.1 Oleo essencial de Eremanthus erythropappus

O OE extraido do caule da EE foi gentilmente cedido pela empresa Atléantica S.A.

2.1.2 Alfa-bisabolol

Para isolar o a-B, foi utilizada uma coluna cromatografica de 36cm x 18mm,
empacotada com silica-gel. Foram pesados 0,2 gramas de OE de EE e aplicados no topo da
coluna. A eluicdo ocorreu em gradiente de hexano:éter dietilico, com as seguintes
proporcOes: 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5. As fracdes foram coletadas em frascos de 10mL e
posteriormente avaliadas por cromatografia de camada delgada, tendo como eluente
hexano/éter etilico na proporcao de 7:3 e o &cido fosfomolibdico como revelador.

A identificacdo do analito foi realizada em comparagdo com um padrdo obtido na
Sigma-Aldrich. Foi utilizado o equipamento Clarus SQ 8S CGEM da Perkin-Elmer,
espectrometro de massas com fonte de ionizacdo por impacto eletrbnico e analisador
quadrupolar simples (Q). Coluna Elite-5MS (30m x 0,25mm); He-fluxo de 1,0mL/min;
injetor 250°C, Coluna: 50°C, 0-4min, aquecimento 5°C/mim até 240°C, aquecimento
15°C/min até 260°C, 260°C/2 min; volume de inje¢do 1,0pL (1%p/v em hexano); split 1:50;
pressdo da coluna 100kPa; temperatura da interface 250°C; ionizacdo por impacto de
elétrons (70eV) operando no modo SIR (monitoramento seletivo de ions). A quantidade de
a-B presente na amostra de OE foi de aproximadamente 88%.

A estrutura foi elucidada por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
carbono 13 (RMN de 13C) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de Hidrogénio
1 (RMN de H). Os espectros RMN de 3C e RMN de *H foram processados no equipamento

Bruker a 100 e 400 MHz, respectivamente, usando CDClz como solvente.
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2.2 LINHAGENS, CULTIVO E MANUTENCAO CELULAR
2.2.1 Aspectos éticos
O presente estudo dispensa aprovacdo pelo Comité de Etica, ja que o estudo utilizou

de linhagens celulares estabelecidas e imortalizadas em laboratdrio.

2.3. CULTIVO E MANUTENQAO DAS CELULAS MCF-7 E 3T3

As células MCF-7 (cancer de mama) e 3T3 (fibroblastos) foram gentilmente cedidas
pela Profa. Dra. Marize Campos Valadares, docente e chefe do Laboratorio de Farmacologia
e Toxicologia Celular da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias,
Goiania. Os procedimentos de cultivo e manutengéo foram supervisionados pela Dra. Alane
Pereira Cortez e pela Profa. Dra. Michelle Rocha Parise.

As células MCF-7 e 3T3 foram cultivadas em frascos de cultura de 275 mL com filtro
em meio RPMI-1640 contendo 10% de soro fetal bovino inativado e foram armazenadas
em estufa a 37°C com 5% de COz2, no caso das células 3T3, o meio utilizado foi o Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM). Tais células aderentes foram monitoradas
constantemente para evitar que faltassem nutrientes necessarios para seu crescimento.

A manutencdo das células foi realizada em ambiente estéril utilizando uma capela de
fluxo laminar horizontal. Em dias alternados, os frascos foram retirados da estufa para serem
observados no microscépio invertido para analise do crescimento celular. Apos a evidéncia
de crescimento mediante a analise no microscopio, 0s materiais a serem utilizados bem
como o frasco contendo as células, foram manuseados dentro da capela de fluxo laminar.
Com o auxilio de uma pipeta de 5 mL, o meio de cultura contido no frasco foi aspirado e
descartado e, em se tratando de células aderentes, as paredes da garrafa foram lavadas com
meio de cultura, o qual foi removido e desprezado em seguida para entdo ser adicionado 1
mL de tripsina a fim de desprender as células aderidas. A garrafa de cultura foi movimentada
no sentido horizontal, para que a tripsina percorra toda parede do frasco. O frasco foi
incubado em estufa a 37°C com 5% de CO; durante 3 minutos, para acelerar o processo de
desprendimento das células da parede do frasco. Decorridos os 3 minutos, o frasco foi
retirado da estufa e, com movimentos leves na parede do frasco, auxiliando no
desprendimento das células que estardo aderidas, 0 mesmo foi levado ao microscopico para
analise das células.

Ao observar o desprendimento das células da parede da garrafa ao microscopio, estas

foram levadas novamente para o fluxo, onde foram adicionados 1 mL de soro fetal bovino
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para inativacdo da tripsina e 5 mL de meio de cultura RPMI-1640/DMEM. Com o auxilio
de uma pipeta foi realizada a lavagem com meio RPMI-1640/DMEM por toda parede do
frasco, por pelo menos 10x até que todas as células se desprendam completamente. Apos
realizacdo deste processo, foi feita a retirada de 5 mL da suspensao celular para posterior
contagem celular. O volume restante dentro da garrafa de cultura (2mL) foi utilizado para a
manutencdo celular, sendo este volume completado com 16 mL de meio de cultura RPMI-
1640/DMEM e 2 mL de soro fetal bovino inativado, obtendo-se assim uma solucéo de 20
mL. A garrafa foi levada até a estufa a 37°C com 5% de CO; por 48h, ap0s esse tempo foi

feita uma nova manutencéo.

2.4 CONTAGEM DE CELULAS MCF-7 E 3T3

A contagem de células foi realizada em contador automatico (Automated Cell Counter
TC20, Bio-Rad, Califérnia, EUA). Para tal, em um eppendorf foram colocados 10uL de
azul de Trypan 0,40% e 10uL de suspensdo celular. Apds serem homogeneizados, foram
colocados 10uL na Iamina e esta foi inserida no contador. Assim, em aproximadamente 30
segundos, o numero de células e a viabilidade em porcentagem foi mostrada e, a partir do
resultado, os valores foram utilizados na férmula de Determinacdo do Volume Celular para
realizar o plaqueamento. Através do aparelho, também foi possivel obter dados da

viabilidade celular, sendo o ideal resultados de viabilidade >90%.

25 DILUICAO SERIADA DO OLEO ESSENCIAL DE EREMANTHUS
ERYTHROPAPPUS

A diluicdo seriada do OE de EE foi realizada dentro da capela de fluxo laminar
horizontal. As diluicdes foram realizadas em tubos do tipo eppendorf identificados de
acordo com sua concentracdo, data de preparo e nome do composto a ser testado. A
sequéncia das concentragdes utilizadas foram: 200ug/mL, 100pg/mL, 50pg/mL, 25ug/mL,
12,5pug/mL, 6,25ug/mL, 3,125ug/mL, 1,563pg/mL, 0,7815ug/mL e 0,390ug/mL.

A diluigdo foi realizada da seguinte forma: No 1° Eppendorf: foram adicionados
primeiramente 40pL de OE de EE e 2uL de DMSO a 1%, e ap6s adicionados 158uL de
meio RPMI-1640, posteriormente a amostra foi colocada no vortex (Agitador de solugdes
AP56 — Phoenix Luferco); nos demais eppendorfs: foram adicionados 100uL de meio
RPMI-1640. A diluicdo foi realizada com passagem de 100uL do primeiro eppendorf para

0 segundo e assim consecutivamente, com o auxilio de pipetas de 200pL, até chegar ao
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ultimo Eppendorf onde foram desprezados os 100uL restantes. A cada passagem, foi

realizada a homogeneizagéo por pelo menos 10 vezes.

2.6 PLAQUEAMENTO DE CELULAS MCF-7 E 3T3

O plagueamento das células MCF-7 e 3T3 foi realizado em placas de cultura celular
com 96 pogos de fundo chato, apropriadas para células aderentes, utilizando as células
obtidas a partir do resultado da Determinacdo do VVolume Celular necesséario para cada po¢o
da placa e suspendidas em meio RPMI-1640 com 10% de SFB inativado. O processo
ocorreu na capela de fluxo laminar horizontal e a adicdo do composto teste na placa foi de
acordo com a sua concentracdo. Assim, foram adicionados da menor para a maior
concentracéo, da direita para a esquerda da placa. A placa permaneceu por 24 horas na estufa
a 37°C antes da adicdo do MTT.

2.7 AVALIA(;AO DA CITOTOXIDADE DAS CELULAS MCF-7 E 3T3

A avaliagdo do potencial citotoxico do extrato de EE foi realizada pelo método da
reducdo do sal tetrazélico, o MTT, utilizado para avaliar a viabilidade celular. Ao incubar
células com o MTT, ocorre a reducdo desse composto pelas enzimas mitocondriais,
ocorrendo uma alteracdo da coloragdo amarelada do sal para a coloragcdo arroxeada,
formando cristais de formazana. A formacdo dos cristais de formazana € proporcional a
funcionalidade da cadeia respiratoria das mitocéndrias.

Trés horas antes da revelacdo, as placas com as células MCF-7 e 3T3 foram retiradas
da estufa e levadas para a capela de fluxo laminar onde foram adicionados 10puL de MTT
(5 mg/mL) nos 96 pocos de cada placa. Ao completar as 24 horas de incubagéo, todo o
conteldo das placas foi desprezado com o auxilio de uma pipeta, e foram adicionados
100uL de DMSO para a solubilizacdo dos cristais de formazana eventualmente formados.

As placas foram agitadas em um agitador de placas por 20min e a leitura foi realizada
a 540nm em leitor de microplacas para obtencéo de resultados. A absorbancia obtida das
celulas ndo tratadas foi considerada como 100% de viabilidade celular. As absorbancias
obtidas para cada concentragéo testada foram utilizadas para calcular graficamente a relacéo
dose resposta (concentracdo x viabilidade celular), obtida através de anélise de regresséo
linear com limite de confianca de 95% e o indice de citotoxicidade (IC) foi obtido através

de equacéo da reta gerada.
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2.8 ANALISE ESTATISTICA

A interpretacdo dos resultados foi obtida através da anélise de variancia (ANOVA),
sendo 5% o nivel de significancia adotado (p<0,05). Para a realizacdo desta analise foi
utilizado o teste de Tukey através do programa Graph Pad Instat versdao 3.10. Foram
realizados trés experimentos independentes e os resultados foram expressos como média +

desvio padréo.

3 RESULTADOS
3.1 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR DAS CELULAS MCF-7 E 3T3
UTILIZANDO O SAL DE MTT
3.1.1 avaliacéo da citotoxicidade do solvente dmso (controle do veiculo)

Como o oe de ee e 0 a-b isolado ndo se dissolvem em meio aquoso (rpmi-1640), sendo
0 dmso empregado no presente trabalho por melhor diluir as substancias dentre outros
solventes testados. Em todos os experimentos realizados, o dmso foi adicionado as células
mcf-7 e 3t3 na concentracdo de 1% pelo periodo de 24 horas a fim de verificar se tal
concentracdo poderia ser citotdxica, constituindo, portanto, um controle do solvente. Tal
concentracdo foi a maxima concentracdo de dmso utilizada para auxiliar na mistura do oe
de ee e do a-b isolado com o meio rpmi-1640. Verificou-se que na concentracdo de 1% o
dmso nao foi citotoxico em relagdo as células mcf-7 incubadas somente com rpmi-1640-c
(controle negativo) (p>0,05), mantendo a viabilidade celular das células mcf-7 na

porcentagem média de 98,75 + 0,74 e das células mcf-7 em 98,86 + 0,40.

3.1.2 Avaliacéo da citotoxicidade do OE de EE sobre as células MCF-7 e 3T3

Mediante o ensaio de citotoxicidade verificou-se que tanto as células tumorais
mamarias de linhagem MCF-7 como as células de linhagem 3T3 apresentaram sensibilidade
ao potencial toxico do OE de EE. Os valores médios dos IC so para ambas as células, apos
24h de exposicéo, estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Indice citotoxico (ICso) do OE de EE

LINHAGEM ICs0°
MCF-71 9,49
3T3! 3,12+0,91

1-1X10% CELULAS/ML (1X105 CELULAS/CAVIDADE)
ZValores do ICso determinados por uma regressdo linear, expressos