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RESUMO

Introducdo: O cancer de mama € o mais incidente na populacao feminina mundial
e a resisténcia aos quimioterapicos representa um desafio para o0 sucesso
terapéutico. Nesse contexto, metabdlitos secundarios de espécies vegetais se
apresentam como fontes promissoras para o desenvolvimento de novos farmacos.
Geissospermum vellosii (Apocynaceae), de nome popular Pau-Pereira (PP), € uma
espécie rica em alcaldides indolicos com atividades antioxidante e antitumoral, mas
sem estudos prévios em diferentes linhagens de cancer mamario humano.
Objetivos: Este trabalho avaliou o efeito antitumoral in vitro do extrato etandlico da
casca do caule do PP em linhagens de mama humano. Metodologia: Foram
utilizadas as linhagens celulares de cancer de mama MCF-7 (Receptor hormonal
positivo) e MDA-MB-231 (Receptor hormonal negativo, Triplo Negativo), e a linhagem
mamaria humana ndo tumoral MCF-10, como controle. A viabilidade celular, a
concentracdo inibitéria de 50% (ICs,) e o indice de seletividade (IS) foram
determinados apds 24, 48 e 72 horas de tratamento com o extrato do PP nas
concentragdes de 5 a 100 ug/mL, utilizando o ensaio colorimétrico de redugéo do
MTT. Os aspectos morfolégicos foram analisados por microscopia Optica. A
capacidade proliferativa foi avaliada pelo ensaio de formacdo de colbnias. A
migracgdo celular foi avaliada por meio do ensaio de ranhura. Por fim, o efeito pré-
apoptotico foi avaliado por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia, sendo
avaliado o ciclo celular marcado com iodeto de propidio, por citometria de fluxo.
Resultados: O extrato reduziu a viabilidade celular de forma dependente do tempo
e da concentracéo. A ICso da MCF-7 e da MDA-MB-231 foi em 48h, respectivamente,
19,75 pg/mL e 18,60 pg/mL. Entretanto a MCF-10 apresentou a menor ICso (2,74),
sugerindo baixa seletividade para a linhagem controle. Na anéalise morfologica, o
tratamento indicou alteracfes celulares sugestivas de apoptose apos o tratamento.
No ensaio de formacao de colbnias, o resultado exibiu efeito inibitério do extrato em
todas as linhagens celulares. No ensaio de ranhura, foi observado a reducdo da
migragdo celular apos 48 horas, de forma concentragdo-dependente. O efeito
inibitorio foi mais evidente jA em 24h na linhagem MDA-MB-231. A avaliacdo do
efeito pré-apoptético demonstrou que o extrato induz apoptose de maneira
concentracdo-dependente, tendo como possivel mecanismo o blogueio do ciclo
celular em G1 em todas as linhagens. Concluséo: O extrato da casca da espécie
G. vellosii apresentou potencial antitumoral baseados nos efeitos antiproliferativo,
antimigratorio e pré-apoptético nas linhagens de mama, confirmando o potencial do
extrato como fonte de drogas protéticas na quimioterapia.

Palavras-chave: Metabdlitos secundarios; Apocynaceae; Cancer mamario;
Potencial antineoplasico.



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is the most common cancer among women worldwide,
and resistance to chemotherapeutic agents represents a major challenge to
therapeutic success. In this context, secondary metabolites from plant species
emerge as promising sources for the development of new drugs. Geissospermum
vellosii (Apocynaceae), popularly known as Pau-Pereira (PP), is a species rich in
indole alkaloids with antioxidant and antitumor activities, but with no previous studies
in different human breast cancer cell lines. Objectives: This study evaluated the in
vitro antitumor effect of the ethanolic extract from the stem bark of PP in human
breast cancer cell lines. Methodology: The human breast cancer cell lines MCF-7
(hormone receptor—positive) and MDA-MB-231 (hormone receptor—negative, triple-
negative), as well as the non-tumorigenic human mammary cell line MCF-10, were
used as controls. Cell viability, half-maximal inhibitory concentration (ICs , ), and
selectivity index (SI) were determined after 24, 48, and 72 hours of treatment with PP
extract at concentrations ranging from 5 to 100 pg/mL using the MTT colorimetric
assay. Morphological aspects were analyzed by optical microscopy. Proliferative
capacity was evaluated by the colony formation assay. Cell migration was assessed
using the scratch assay. Finally, the pro-apoptotic effect was evaluated by flow
cytometry and fluorescence microscopy, with cell cycle analysis using propidium
iodide staining. Results: The extract reduced cell viability in a time- and
concentration-dependent manner. The IC5 , values for MCF-7 and MDA-MB-231 at
48 h were 19.75 pg/mL and 18.60 ug/mL, respectively. However, MCF-10 showed
the lowest ICs  (2.74 pg/mL), suggesting low selectivity toward the control cell line.
Morphological analysis indicated cellular alterations suggestive of apoptosis after
treatment. In the colony formation assay, the extract showed inhibitory effects in all
cell lines. In the scratch assay, reduced cell migration was observed after 48 hours
in a concentration-dependent manner, with a more pronounced effect at 24 h in the
MDA-MB-231 cell line. The evaluation of the pro-apoptotic effect demonstrated that
the extract induced apoptosis in a concentration-dependent manner, possibly
through cell cycle arrest at G1 in all cell lines. Conclusion: The stem bark extract of
G. vellosii showed antitumor potential based on its antiproliferative, antimigratory,
and pro-apoptotic effects in breast cell lines, confirming its potential as a source of
prototype drugs for chemotherapy.

Keywords: Secondary metabolites; Apocynaceae; Breast cancer; Antineoplastic
potential.
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1. INTRODUCAO

O cancer € uma das principais causas de morte nho mundo, ocupando o
segundo lugar entre as doengas que mais matam (American Cancer Society, 2024),
sendo caracterizado pela Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) como um problema
de saude publica em escala global.

Desconsiderando o céancer de pele ndo melanoma, o Instituto Nacional de
Cancer (INCA) estima que, ao longo do triénio (2023-2025), os tipos de cancer mais
incidentes entre os brasileiros serdo: de mama feminino (73.610 casos por ano), de
préstata (71.730), de colon e reto (45.630), de pulméo (32.560) e de estdbmago
(21.480) (INCA, 2023). Dentre esses, o cancer de mama é o mais comum entre as
mulheres, correspondendo a aproximadamente 30,1% e a principal causa de morte,
constituindo um importante problema de saude publica (INCA, 2023).

O Cancer de mama € uma doenca heterogénea, com varios subtipos
moleculares classificados principalmente em Luminal A (positivo para receptores de
estrogénio ER e/ou receptor de progesterona PR e negativo para receptor do fator
de crescimento epidérmico humano tipo 2 HER2), Luminal B (positivo para
receptores hormonais ER e/ou PR, porém pode ser HER2 positivo ou HER2
negativo), HER2-positivo (positivo para receptor HER2) e triplo negativo (negativo
para receptor de ER, PR e HER2), este Ultimo associado a pior prognéstico e a
auséncia de terapias-alvo especificas. Esses subtipos apresentam comportamentos
biologicos distintos, influenciando diretamente o progndstico e a resposta ao
tratamento (Perou et al., 2000).

As estratégias terapéuticas utilizadas hoje no tratamento do cancer de mama
incluem meétodos locais e sistémicos. Os tratamentos locais vao incluir
procedimentos cirargicos, como mastectomias e radioterapia. A quimioterapia,
imunoterapia e a terapia hormonal representam os principais tratamentos sistémicos
(Costa et al, 2020). Entretanto, a resisténcia aos quimioterapicos, principalmente em
canceres recorrentes, trazem um desafio para a terapéutica oncoldgica atual (Dakal
et al., 2024; Saha et al., 2024).

Assim, torna-se fundamental desenvolver terapias mais eficazes, tanto no
cancer de mama triplo negativo (Xiong; Wu; Yu, 2024) quanto nos tumores hormonio-
dependentes (Huang et al., 2024), capazes de controlar o crescimento tumoral e

reduzir sua capacidade de invasao e resisténcia terapéutica.
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Nesse cenario, os produtos naturais vém se destacando como uma fonte
promissora no desenvolvimento de novos farmacos (Molinari, 2009; Costa-Lotufo et
al., 2025; Conrado et al., 2024). Entre a rica diversidade da flora brasileira, destaca-
se a espécie G. vellosii (Apocynaceae), popularmente conhecida como Pau-Pereira
(PP) (Almeida et al., 2009). Essa espécie tem sido amplamente estudada por
apresentar grande quantidade de alcaldides indolicos e terpendides, especialmente
nos extratos da casca, ja identificados como moléculas bioativas com potencial
antineoplasico (Mbeunkui et al., 2011).

Evidéncias pré-clinicas demonstram que o extrato do PP apresenta atividade
antitumoral contra diferentes tipos de céancer, incluindo cancer de prostata LNCaP
(Bemis et al., 2009) e cancer de pancreas PANC-1, AsPC-1; HPAF-II, BxPC-3 e
MiaPaCa-2) (Yu et al., 2013; Dong et al., 2018). Esses estudos indicam que o extrato
€ capaz de inibir a proliferacdo celular, induzir apoptose e modular vias de
sinalizacdo associadas a progressao tumoral, sugerindo seu potencial como agente
terapéutico ou adjuvante no tratamento de neoplasias, além de reforcar sua
relevancia para investigacdes em outros tipos de cancer.

Apesar do estudo de Yeh et al. (2019), ter demonstrado a atividade
antitumoral in vitro da flavopereirina isolada do PP nas linhagens de céancer de
mama, destaca-se que no extrato bruto da casca sdo encontrados outros alcaléides
inddlicos com atividades farmacoldgicas relevantes, podendo sinergizar o efeito
antitumoral (Pereira et al., 2007; Lorenzi; Matos, 2008).

Ao longo de quinze anos o0 nhosso grupo de pesquisa tem estudado o potencial
farmacolégico do extrato da casca do PP. A presenca dos alcalbides inddlicos no
extrato demonstrou atividade antiinflamatoéria e antinociceptiva que, associada ao
efeito anticolinesterasico, teve seu estudo farmacolégico direcionado a doenca de
Alzheimer (Lima et al. 2009). Por outro lado, estudos in silico que analisaram a
estrutura quimica de outros alcaloides inddlicos, como a vimblastina e vincristina,
evidenciaram a importancia dessas moléculas como fontes de quimioterapicos
(Rosales et al., 2019; Omar et al., 2021; Abood et al., 2025).

Considerando os dados ja observados pelo nosso grupo e a literatura, o
presente trabalho hipotetiza que o extrato da casca de G. vellosii, rico em alcaldides
inddlicos, tem efeito antitumoral em linhagens de células mamarias humanas,
evidenciando seu potencial no estudo de novas drogas. Portanto, a estratégia

definida foi avaliar o efeito do extrato nas principais caracteristicas associadas a
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tumorigénese, como ferramenta para triagem do potencial antitumoral em células de
mama. Além disso, investigar um dos possiveis mecanismos associados a
farmacodinamica dos quimioterpicos na indugéo da morte celular, como via de acao

do extrato.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cancer de mama

O nome "cancer" tem origem na palavra grega karkinos, posterior latinizada
cancer/cancrum, que significa "caranguejo”. Essa denominacao faz alusdo ao modo
como a proliferacdo das células cancerosas se espalha pelo corpo, semelhante as
patas do crustaceo que se estendem a partir do seu cefalotérax (Panegyres, 2024).

O cancer € um grupo complexo de doencas com mais de 100 tipos diferentes,
caracterizado pelo crescimento de células anormais e desordenadas (Who, 2021).
Essas células adquirem a capacidade de evadir o sistema imunoldgico, invadir
tecidos e se espalhar para outras partes do corpo devido a alteracdes genéticas e
moleculares que conferem vantagens de sobrevivéncia e proliferacdo (Hanahan &
Weinberg, 2000; Hanahan & Weinberg, 2011).

No contexto dessa complexidade biolégica, o cancer de mama se destaca por
sua notavel diversidade, englobando tumores biologicamente distintos que exibem
diversas manifestacfes clinicas e morfologicas (Bray et al., 2018).

O tipo histolégico mais frequente origina-se nos ductos mamarios, com o
carcinoma ductal infiltrante respondendo por cerca de 80% dos casos (Kumar;
Abbas; Aster, 2020). Outra forma histologica relevante € o carcinoma lobular, que
tem origem nos l6bulos mamarios (Li; Uribe; Daling, 2005).

A doencga pode manifestar-se como tumor in situ, quando esta confinada ao
tecido epitelial, ou como tumor invasivo, quando ha ruptura da membrana basal
(INCA, 2011). Mesmo dentro de um mesmo subtipo histolégico, 0 comportamento
bioldgico do tumor pode variar consideravelmente, dependendo de elementos como
a expressao de receptores hormonais (ER/PR), marcador de proliferacéo (Ki-67) e
perfil molecular (LG6nd et al., 2021).
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2.1.1. Epidemiologia do cancer de mama

O cancer constitui um dos mais significativos desafios globais de saude
publica, sendo uma das principais causas de mortalidade. Até 2050, estima-se que
0 numero de casos de cancer atinja 35 milhdes, apenas em decorréncia do aumento
previsto na populacdo (Paho; Who, 2024; Bray et al., 2024). Especificamente no
Brasil, o INCA estimou 704 mil novos casos de cancer para o triénio 2023-2025, dos
quais 483 mil so cancer de pele ndo melanoma (Santos et al., 2023).

Entre as mulheres, o cancer de mama é o mais frequente em quase todas as
Unidades Federativas, exceto em algumas areas onde o cancer de colo do utero
também apresenta alta incidéncia (Figura 1) (Santos et al., 2023). Esses dados
evidenciam varia¢cGes importantes na distribuicdo geogréfica e por sexo dos tipos de
cancer mais frequentes, refletindo tanto fatores biol6gicos quanto determinantes
socioecondmicos e ambientais (Santos et al.,, 2023; Winsch-Filho et al., 2008;
Ribeiro; Nardocci, 2013; Azevedo e Silva et al., 2011).
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7’

I m O grafico de barra preenchida conforme a cor da legenda indica 22 e o
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Figura 1. Distribuicdo dos trés tipos de cancer mais incidentes (taxa ajustada) por UF e sexo, 2023-
2025 Fonte: Dados extraidos da Estimativa 2023: Incidéncia de Cancer no Brasil do INCA4 . Nota:
pulméo = traqueia, bronquio e pulméo (C33-C34); célon e reto = colon, juncao retossigmoide, reto e
anus (C18-C21); cavidade oral = labio, lingua, cavidade oral e orofaringe e glandulas salivares
maiores (C00-C10).

No Brasil, para 2023-2025, sdo esperados 73 mil novos casos, sendo o tipo o
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cancer de mama o mais incidente em mulheres, e representa 30,1% dos canceres
femininos, excluindo o de pele ndo melanoma. A prevaléncia comeca a crescer a
partir dos 25 anos, atingindo o pico entre os 45 e 50 anos (INCA, 2022).

Os fatores de risco incluem idade (INCA, 2022), predisposi¢cdo genética
(mutacdes BRCALl e BRCA2 em 5-10% dos casos) (Cifuentes-C et al., 2019; Bricefio-
Balcazar et al., 2017), exposicdo hormonal (menarca precoce, menopausa tardia,
nuliparidade, primeira gravidez apos 30 anos, uso de terapia de reposi¢cdo hormonal
ou contraceptivos orais) (Colleen; Davey, 2021), e fatores comportamentais como
sobrepeso/obesidade pds-menopausa, consumo de alcool e contato a radiacéo
(INCA, 2022).

2.1.2. Classificagdo molecular do cancer de mama

A origem do cancer é complexa e com diversos fatores envolvidos, tanto
extrinsecos quanto intrinsecos, que podem atuar simultaneamente ou em sequéncia
(Wu et al., 2018). O desenvolvimento tumoral ocorre por meio da aquisicdo
progressiva de um conjunto de capacidades biolégicas que conferem vantagens as
células transformadas, conceitualmente chamadas “Caracteristicas do Cancer”
(Hanahan; Weinberg, 2011; Hanahan, 2022).

Em 2000, Hanahan e Weinberg descreveram inicialmente seis caracteristicas
fundamentais do cancer, as quais foram posteriormente adicionadas a
reprogramacao do metabolismo celular e a evasao do sistema imunoldgico (Figura 2
A) (Hanahan; Weinberg, 2000; 2011). Em 2022, a reprogramacao epigenética e a
inflamacao tumoral passaram a ser reconhecidas como caracteristicas habilitadoras

da progresséao do cancer (Figura 2 B) (Hanahan, 2022).
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Figura 2. Evolucdo das caracteristicas do cancer. (A) Caracteristicas fundamentais propostas por
Hanahan e Weinberg (2011) e (B) Caracteristicas habilitadoras e promotoras acrescentadas por
Hanahan (2022). Adaptado de Hanahan (2022).

Nesse contexto, o cancer de mama exemplifica de maneira evidente a
aplicacdo do conceito das Caracteristicas do Cancer, uma vez que sua
carcinogénese e progressdo sdo marcadas por ampla heterogeneidade molecular
(Xiong et al., 2024).

O céancer de mama é uma doenca classificada em diferentes subtipos
moleculares, dependendo da expressao de receptores hormonais e da presenca ou
auséncia da proteina receptora do fator de crescimento epidérmico humano 2
(HER2) (Figura 3). Essa classificacdo é essencial para determinar o prognostico e

selecionar a terapia mais apropriada para cada paciente (Perou et al., 2000).
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Melhor
prognastico

+ Subtipo mais prevalente. A

LUMINAL A * Baixos niveis de Ki-67: controle do
HR+ (ER+ €lou PR+), HER2- crescimento das células cancerigenas.
+ Terapia-alvo: Tamoxifeno.

* Altos niveis de Ki-57: rapido
crescimento das células cancerigenas.
# Terapiz-alvo: Tamaxifena.

LUMINAL B
HR# (ER+ efou PR%), HERZ#/-

» Amplificacdo/superexpressdo do
receptor HERZ.

* Crescimento mais répido gue os
subtipos luminais.

+ Terapia-alvo: Herceptin (Trastuzumabe).

Receptores
HR: Horménio
ER: Estrogeno
PR: Progesterona
HER2

* Subtipo mais agressivo.
TRIPLO - NEGATIVO * Ocorre com mais frequéncia em

HR- (ER-, PR-), HER2Z- mulheres mais jovens.

» Maior associacdo com mutagdes
BRCAL.

Pior
Prognastico

Figura 3. Principais caracteristicas dos subtipos moleculares do cancer de mama. (Figura criada

utilizando o Biorender.com). Adaptado de Ochoa e Hernandez-Lemus (2023).

O subtipo Luminal A é definido pela presenca positiva dos receptores de

estrogénio (ER) e/ou progesterona (PR), auséncia de superexpressdo de HER2 e

baixo indice de proliferacdo celular (Cheang et al., 2009). O subtipo Luminal B
também exibe ER e/ou PR positivos, no entanto, apresenta um indice de proliferacao

celular mais alto (Ki-67 =2 14%) e pode ser HER2 positivo ou negativo (Cheang et al.,

2009). A superexpressao da proteina HER2, que promove o crescimento das células
tumorais, caracteriza o subtipo HER2-positivo (Slamon et al., 1987; Perou et al.,
2000).

O subtipo TNBC acontece quando as células tumorais ndo expressam RE, RP
e HER2, correspondendo a cerca de 15% dos casos (Foulkes et al., 2010; Bianchini
et al., 2016). Este subtipo é o mais agressivo e tem o pior progndstico, sendo
geneticamente diverso e exibindo instabilidade gendémica (Lehmann et al., 2011,

Cancer Genome Atlas Network, 2012).

2.2. Modelo in vitro

Na pesquisa cientifica, os modelos in vitro baseados em cultura de células
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tumorais sao instrumentos essenciais, pois possibilitam a investigacdo de
mecanismos celulares e moleculares, bem como o estudo de novas drogas (Mimura
et al., 2020). Eles oferecem beneficios como maior reprodutibilidade, diminuicdo de
custos e tempo de desenvolvimento em relagdo aos modelos in vivo, além de
reduzirem questdes éticas (Hodges et al., 2022; Huh et al., 2011).

As linhagens celulares humanas constituem modelos experimentais
amplamente empregados na pesquisa em cancer de mama. Nesse contexto, as
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 foram escolhidas para este estudo por
representarem os extremos dos subtipos moleculares do cancer de mama e por sua
frequente utilizacdo como modelos experimentais para investigar a biologia tumoral
e a resposta a diferentes tratamentos, além de permitir a comparacédo de efeitos
farmacoldgicos em contextos celulares distintos (Phannasil et al., 2023). Além disso,
a linhagem nao tumorigénica MCF-10 foi incluida como controle.

A linhagem celular MCF-7 é originada de um adenocarcinoma mamario em
uma paciente de 69 anos, coletada a partir de uma efuséo pleural (Comsa et al.,
2015). E considerada um modelo que simula o cancer de mama do tipo luminal A
(Mota et al. 2017). Esse subtipo de cancer de mama apresenta baixo grau histolégico
e bom progndéstico (Kim et al. 2012). Caracterizando-se pela expresséo positiva de
receptores de estrogénio (ER*) e progesterona (PR*), além de auséncia de
superexpressdo de HER2. Essas células mantém p53 funcional, niveis
intermediarios de Ki-67 e maior permanéncia na fase G1 do ciclo celular, refletindo o
perfil menos agressivo dos tumores luminais (Osborne et al., 1987; Lacroix, Leclercq,
2004; Holliday, Speirs, 2011).

A linhagem celular MDA-MB-231 também é originada de um adenocarcinoma
mamario, obtido a partir de uma efusédo pleural de uma paciente de 51 anos (Cailleau
et al., 1974). E classificada como cancer de mama triplo-negativo (TNBC), ou seja,
nao apresenta ER, PR e HER2 (Aysola et al., 2013). Essas células apresentam
mutacdo em TP53, o que compromete mecanismos de controle do ciclo celular e
resposta ao dano ao DNA. Além disso, exibem alta taxa proliferativa, com elevada
expressdo de Ki-67, maior propor¢cdo de células em fase S e resisténcia a
checkpoints celulares (Cailleau et al., 1974; Neve et al., 2006; Holliday, Speirs, 2011).
Esse subtipo de cancer de mama representa um modelo de cancer classificado como
altamente agressivo, invasivo, pouco diferenciado e com pior progndéstico (Yin et al.,
2020).
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A linhagem celular MCF-10 € um modelo frequentemente usado de células
epiteliais mamarias humanas que se tornaram espontaneamente imortais (Soule et
al., 1990). A linhagem é originada do tecido mamario de uma mulher caucasiana de
36 anos, portadora de doenca fibrocistica da mama (Soule et al., 1990). Do ponto de
vista molecular, as células da linhagem MCF-10 apresentam um perfil caracteristico
de epitélio mamario ndo tumoral (Puleo; Polyak, 2021). Essas células sdo negativas
para receptores hormonais (ER™ /PR~ /HER2™ ) e apresentam p53 funcional. Além
disso, exibem baixa taxa proliferativa, com baixa expresséo de Ki-67, refletindo um
perfil de crescimento controlado tipico de células néo transformadas. O ciclo celular
nessas células apresenta checkpoints preservados, com maior proporcéo de células
em GO/G1 e progressao restrita para as fases S e G2/M, o que refor¢a seu carater
nao tumoral (Soule et al., 1990; Debnath et al., 2003; ATCC, 2023).

2.3. Produtos Naturais como agentes terapéuticos para o cancer

O interesse em plantas medicinais e produtos naturais como agentes
terapéuticos data das civilizacdes antigas e ainda é um recurso fundamental para o
tratamento de varias doencgas em diversas comunidades e grupos étnicos (Newman;
Cragg, 2020).

Pesquisas sobre a flora brasileira, tanto na perspectiva quimica quanto
farmacoldgica, tém sido ampliadas desde meados do século passado (Simdes et al.,
2017). Hoje em dia, uma parcela consideravel dos medicamentos da industria
farmacéutica brasileira tem origem em conhecimentos fitoterapicos populares, o que
demonstra a combinacdo entre saberes tradicionais e a ciéncia moderna (Maciel,
Pinto; Veiga Junior, 2002).

Vérias classes de compostos naturais encontrados em plantas tém mostrado
atividades biolégicas significativas para o avanco de terapias, inclusive no tratamento
do cancer (Cragg; Newman, 2013).

A Figura 4 ilustra alguns dos principais farmacos antineoplasicos de origem
natural e suas respectivas fontes bioldgicas, evidenciando a relevancia dos produtos
naturais no desenvolvimento da quimioterapia. Destacam-se classicos como o
paclitaxel, derivado de Taxus brevifolia, e os alcal6ides da vinca (vincristina e

vimblastina), obtidos de Catharanthus roseus (Newman; Cragg, 2020).
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Figura 4. Principais farmacos quimioterapicos de origem vegetal e suas respectivas espécies. Fonte:
Autor, 2025.

2.3.1. Geissospermum vellosii

A familia Apocynaceae engloba numerosas espécies com rica composi¢ao
fitoquimica, destacando-se pela presenca de alcaldides e outras classes de
metabdlitos secundarios, com diversas indicac6es medicinais registradas no Brasil
(Santos et al., 2013). Espécies dessa familia, como Catharanthus, Nerium, Plumeria
e Tabernaemontana, foram descritas por suas caracteristicas citotoxicas e
anticancerigenas (Calderén-Montafio et al. 2013; Elgizawy et al. 2024; Manzoor et
al., 2013; Mohsina et al. 2022).

No Brasil, uma espécie de grande relevancia € o Geissospermum vellosii,
arvore que pode atingir entre 8 e 20 metros de altura, conhecida popularmente como
Pau-Pereira (PP) (Figura 5) (Lorenzi, 2000; Almeida, 2009)
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Figura 5. Geissospermum vellosii, popularmente conhecido como Pau-pereira, em destaque no
primeiro plano. Fonte: Almeida et al., 2006.

A espécie pertence a familia Apocynaceae (Koch et al., 2015). A classificagéo

7

hierarquica completa do G. vellosii € apresentada na Tabela 1, seguindo a

nomenclatura adotada pela Flora e Funga do Brasil (Barbosa; Simdes, 2020).

Tabela 1- Classificacdo taxonbmica de Geissospermum vellosii
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(Apocynaceae)

Nivel Taxonémico Classificacao
Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Gentianales
Familia Apocynaceae
Subfamilia Rauvolfioideae
Género Geissospermum
Espécie Geissospermum vellosii

A espécie foi formalmente descrita por Francisco Freire Allemédo em 1845,
sendo a autoria taxondmica frequentemente citada como Allem&o. A nomenclatura
da espécie possui variacdes historicas, sendo o sinbnimo Geissospermum laeve
(Vell.) Miers amplamente utilizado em literatura mais antiga (Barbosa et al., 2019).

O género Geissospermum é endémico da América do Sul, com o G. vellosii
sendo uma das espécies mais relevantes devido a sua importancia historica e
medicinal. A relevancia historica da espécie é reforcada pelo fato de a pereirina, um
alcaldide isolado de sua casca, ter sido o primeiro alcaloide isolado no Brasil,
marcando um marco na quimica de produtos naturais do pais (Almeida et al., 2009).

A espécie G. vellosii é encontrada principalmente nas regides Norte, Nordeste
e Sudeste, com registros nos seguintes estados: Acre, Amazonas, Amapa, Para,
Rondonia e Roraima (Norte), Bahia e Maranhao (Nordeste), Distrito Federal (Centro-
Oeste) e Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (Sudeste). Em termos de
dominios fitogeograficos, o G. vellosii esta associado a Floresta Amazobnica, ao
Cerrado e a Mata Atlantica (Souza et al., 2021; Barbosa, Simdes, 2020).

A espécie G. vellosii é rica em alcaldides inddlicos e tem sido utilizado na
medicina popular como antipirético, inclusive no tratamento da malaria, bem como
para problemas intestinais, tonturas e ma digestao (Mufioz et al., 2000; Jacome,
Souza, Oliveira, 2003; Werner et al., 2009).

Entre suas atividades biologicas, destacam-se 0s seus significativos
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mecanismos anti-inflamatorios e antinociceptivos (Lima et. al., 2016).
Adicionalmente, estudos in vivo demonstraram atividade anticolinesterasica, com a
inibicdo das enzimas butirilcolinesterase (BChE) e acetilcolinesterase (AChE), sendo
a geissospermina o principal alcaldide responsavel por essa acéo (Lima et al., 2005).
Essa atividade esta intimamente ligada a via imunomoduladora "anti-inflamatério-
colinérgico”, que impede a producdo de citocinas pro-inflamatorias e auxilia na
reducdo de processos inflamatérios (Lima, 2016; Lima et al., 2005).

Paralelamente a essas propriedades, a atividade antitumoral do Pau-Pereira
tem sido o foco de pesquisas, 0 que reforca seu potencial como agente terapéutico
no combate ao cancer. Estudos recentes com o extrato da casca de G. vellosii
mostraram um efeito supressor em células de cancer de préstata (Bemis et al., 2009),
a inibicdo da progressdo do cancer pancreatico (Yu; Drisko; Chen, 2013) e a
potencializacdo dos efeitos da gemcitabina, um quimioterapico de ampla aplicacao
(Dong; Chen; Chen, 2018).

O extrato também foi descrito como um potencializador da eficacia da
carboplatina no tratamento do cancer de ovario (Yu; Chen, 2014). Adicionalmente,
estudos in vitro mostraram que extratos de G. vellosii diminuem a viabilidade celular
e a capacidade migratoria das células T24 do cancer de bexiga humano, o que
reforca sua acao antitumoral (Sousa Neto, 2024).

Dentre seus compostos bioativos, a flavopereirina, um alcal6ide isolado da
espécie, sobressai-se por sua potente acdo anticancerigena. Foi demonstrado que
a flavopereirina inibe o crescimento de células de cancer colorretal por meio da
sinalizacdo dependente de p53 (Li et al., 2019) e induz a interrupcédo do ciclo celular
e a apoptose em células de cancer de mama humano, ativando as vias de sinalizacao
AKT/p38 MAPK/ERK1/2 (Yeh et al., 2019). Esses achados, em conjunto, consolidam
o extrato de G. vellosii e seus compostos isolados como uma promissora fonte de

novas estratégias para a terapia oncolégica.

2.3.2. Caracterizacdo quimica

A pereirina foi isolada no século XIX, mas logo se percebeu que ndo era uma
substancia pura, e sim uma mistura complexa de alcaldides (Almeida, 2009). Estudos
posteriores, particularmente durante o século XX, possibilitaram o isolamento e a

identificagéo de varios alcaldides inddlicos e B-carbolinicos encontrados na espécie
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G. vellosii (Figura 6) (Almeida et al., 2009; Lima et al., 2020).

Extratos da casca de G. vellosii e seus alcaldides isolados vém sendo
amplamente estudados, mostrando atividades farmacoldgicas significativas (Lima et
al., 2009; Lima et al., 2016; Costa et al., 2020).

A geissoschizolina (Figura 6 (1)) é caracterizado quimicamente por Mbeunkui
et al. (2012), apresenta promissora atividade no sistema nervoso central. Seu
principal potencial terapéutico € a neuroprotegdo contra o Alzheimer, atuando como
um inibidor potente e seletivo da butirilcolinesterase (BChE), com baixa citotoxicidade
(Lima et al.,, 2009). Adicionalmente, a literatura indica eficacia na modulacdo do
humor e analgesia, influenciando vias serotoninérgicas e receptores de dor (Passos
et al., 2009; Amador et al., 2001).

A geissoschizona (Figura 6 (2)) as pesquisas com essa molécula apresentam
atividade bioativa voltada para doencas parasitarias. Seu principal potencial
terapéutico reside na atividade antiplasmodial, atuando na inibicdo do crescimento
do Plasmodium falciparum, embora apresente citotoxicidade moderada em células
de mamiferos (Mbeunkui et al., 2012). Adicionalmente, a literatura indica bioatividade
em ensaios de toxicidade geral, influenciando a viabilidade de linhagens celulares
como Vero (Células renais de macaco verde africano) e CHO (Chinese Hamster
Ovary), o que sugere menor seletividade celular quando comparada a outros
alcaloides da espécie (Liberto et al., 2016).

A geissospermina (Figura 6 (3)) € um dos alcaloides mais estudados do
género Geissospermum, destacando-se por sua atividade anticolinesterasica
significativa, especialmente contra a acetilcolinesterase, além de efeitos
neuroprotetores e anti-inflamatérios, o que direciona seu potencial terapéutico para
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer (Lima et al., 2009;
Rosales et al., 2019).

Por fim, a base anidrbnica derivada da geissospermina (Figura 6 (4)),
demonstrou atividade anticolinesterasica superior a molécula precursora, além de
propriedades antioxidantes e potencial neuroprotetor, reforcando seu interesse como
composto promissor para o desenvolvimento de novos farmacos voltados ao
tratamento de disturbios neurodegenerativos (Lima et al., 2009).

Esses resultados confirmam o uso tradicional da planta na medicina popular
e destacam a necessidade de pesquisas quimicas e farmacolbgicas continuas para

entender suas propriedades bioativas.
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Figura 6. Alcaldides do Geissospermum vellosii. Fonte: Lima et al, 2020.

Diante da necessidade urgente de novas abordagens terapéuticas para o
cancer de mama e do potencial ja demonstrado do Pau-Pereira contra outros tipos
de cancer, justifica-se a investigacdo de sua atividade citotdéxica contra células
tumorais mamarias. Esse estudo podera contribuir para a ampliacdo do
conhecimento sobre o potencial terapéutico dessa espécie vegetal, abrindo
perspectivas para o desenvolvimento de novos tratamentos contra o cancer de

mama.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade antitumoral in vitro do extrato etanolico obtido da casca
de G. vellosii (Pau-Pereira), em células de cancer de mama humano (MCF-7 e MDA-

31



MB-231).

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a citotoxicidade do extrato, determinando a ICs , e o indice de
seletividade (IS);

- Analisar os efeitos morfoldgicos do extrato sobre as células tumorais;

- Avaliar o efeito do extrato na proliferacdo, migracao e morte celular;

- Investigar o potencial pré-apoptotico do extrato em células tumorais;

- Analisar os mecanismos envolvidos na parada do ciclo celular.

4. METODOLOGIAS

4.1. Preparacéo do extrato da casca do Pau-pereira

Foi utilizado o extrato etandlico da casca do caule do G. vellosii (PP) coletado
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no Horto Jardim Botéanico do Rio de Janeiro, gentilmente cedido pela Professora Dra.
Josélia Alencar Lima e cujo método de preparo e caracterizagcdo quimica ja foram
descritos anteriormente (Lima et al., 2009). O armazenamento do residuo seco foi
realizado conforme as recomendacbes, mantido vedado e protegido da luz em
freezer a —20 °C.

Para a realizacdo dos experimentos, o residuo seco obtido do extrato foi
pesado e diluido em Dimetilsulfoxido (DMSO PA) para o preparo da solugcdo-estoque
(100 mg/mL). A solucao-estoque foi conservada em frasco vedado, protegida da luz
e a temperatura de —20 °C.

Todas as solucdes de trabalho foram preparadas no dia do tratamento. Para
0S ensaios, a solucao estoque do PP foi diluida em meio de cultura para obter as
concentracfes dos ensaios in vitro, que variaram entre 1, 5, 10, 20, 40, 60 e 100
pMg/mL. As Concentragdes foram determinadas conforme estudos anteriores (Pinto,
2023; Sousa Neto, 2024).

4.2. Cultivo celular

Foram utilizadas as linhagens celulares tumorais MCF-7 (adenocarcinoma
mamario humano receptor de estrégeno positivo) e MDA-MB-231 (adenocarcinoma
mamario humano triplo negativo), obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ). Como controle de células ndo malignas, utilizou-se a linhagem MCF-10
(epitélio de mama ndo tumorigénico), gentilmente cedida pela Pr2. Dr2. Heveline
Silva, coordenadora do Laboratério de Sintese e Intera¢ges Bioinorganicas - SIBLAB,
da Universidade Federal do Mato Grosso.

As linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas em garrafas
de cultura de 25 cm2 e/ou 75 cm2 com meio DMEM LG (Dulbecco's Modified Eagle
Medium Low Glucose, GIBCO - Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de Antibidtico (Penicilina, Estreptomicina e
Anfotericina B) (GIBCO - Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A linhagem MCF-10, foi
cultivada nas mesmas condi¢des, porém utilizando meio RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute-1640, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), igualmente
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de Antibiotico.

As células foram mantidas em atmosfera de 5% de CO, , a 37 °C (ATCC,

2025). Assim que as células atingiram cerca de 70 a 80% de confluéncia nas garrafas
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de cultura foi obtida uma suspenséao celular, a qual foi utilizada na realizacao para
manutencao e realizacdo dos testes experimentais.

Para a manutencéo das células in vitro, o repique foi realizado lavando as
células aderidas na garrafa de cultura com PBS 1X, seguido da adi¢cdo de Tripsina-
EDTA 1X por 3 minutos a 37 °C, para o destacamento das células e obtencao da
suspensao celular. A suspensado foi transferida para um tubo conico de 15mL
contendo meio DMEM LG + 10% SFB para as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 e
de meio RPMI-1640 + 10% SFB para a linhagem MCF-10. Os tubos foram
centrifugados a 300 x g durante 5 minutos e as células ressuspendidas em 2 mL de
meio de cultura suplementado (ATCC, 2025). O nuamero total e a viabilidade das
células da suspenséo foi obtido pela contagem em camara de Neubauer com Azul
de Tripan a 0,04% (1:1), e a concentragao celular ajustada conforme o experimento

a ser realizado.

4.3. Desenho experimental

ApOs o preparo do extrato como descrito acima, as linhagens celulares foram
cultivadas e, apds o periodo de confluéncia, foram usadas nos ensaios experimentais
para avaliacdo da atividade biologica do extrato PP.

Inicialmente, foram investigados o efeito do tratamento com extrato nas
principais caracteristicas associadas ao tumor: viabilidade, migracdo e proliferacao.
Para o ensaio de citotoxicidade as células foram cultivadas em 24, 48 e 72h, nas
diferentes concentracdes do extrato e determinada a citotoxicidade pelo ensaio do
MTT. A partir dos dados obtidos, foram calculadas a concentracdo inibitoria 50%
(ICs0) e o indice de seletividade tendo como referéncia a linhagem maméaria humana
nao tumoral (MCF-10).

As alteracbes morfoldgicas também foram analisadas, por microscopia oOptica,
para determinar o efeito do tratamento sobre as células. O efeito antiproliferativo do
extrato foi determinado pelo ensaio de colbnia, sendo observado o numero de
aglomerados celulares e usando a coloragéo do cristal violeta para determinar a
densidade celular por colorimetria, apos o tratamento. A capacidade anti migratoria
do extrato foi verificada através do ensaio de ranhura e determinado o tempo de
fechamento da area na placa de cultura.

Para uma melhor investigagdo da capacidade do extrato em induzir
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citotoxicidade, foram investigadas as vias de morte celular por necrose e apoptose,
aplicando a técnica de microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo.

Com base nos resultados obtidos, foi investigado o potencial do extrato em
parar o ciclo celular, sendo este um dos principais mecanismos de a¢ao observados
nos quimioterapicos. Para este experimento foi aplicada a técnica de citometria para
a identificacdo das fases do ciclo celular. A figura 7 resume as etapas de analise

realizadas neste estudo.

Preparo do extrato
3 i R Wan e Tains
(]
S - \
Residuo seco Solugao estoque Solucoes de trabalho 100, 60, 40, 20, 10 e 5 pg/mL
l Ensaios in vitro com extrato
Triagem da ; Investigagcao
atividade do efeito .
antitumoral A 4\} Citotcf?(icidade citotoxico B ) ®
f : A ‘ 3 Necrose Apoptose
\,‘ 5 . = — Investigagao do
v Migragdo mecanismo

‘(/V Células ' )
afinier ) 6,
£ viaveis & )

Cultura das células @ .. ‘
. ; Ciclo celular g2 ¥

Proliferagao

Figura 7. llustracdo representativa das etapas experimentais para avaliagdo do efeito
antitumoral do extrato sobre linhagens mamarias humanas. (Figura criada utilizando o

Biorender.com). Fonte: Autor, 2025.

4.3.1 Ensaios de triagem para atividade antitumoral

4.3.1.1 Ensaio de citotoxidade, determinacdo da Concentracao Inibitoria 50%

(ICs0) e indice de seletividade

O ensaio de reducdo do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio)
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(Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, EUA) foi realizado para determinar a
citotoxicidade, conforme Mosmann (1983), com modificacbes. As células foram
plaqueadas em placa de 96 pocos, fundo chato, na densidade de 1x10* células/poco,
com volume final de 100 pL/pog¢o de meio suplementado e incubadas por 24h a 5%
de CO, , a 37 °C.

Apos esse periodo, as células foram tratadas com diferentes concentracées
de PP (5, 10, 20, 40, 60 e 100 pg/mL) e novamente incubadas por 24, 48 ou 72h.
Como controle positivo foi utilizado Cisplatina (cis-diaminodicloroplatina(ll) - CDDP)
(Sigma-Aldrich, Merck, EUA) na concentracdo de 1,5 uyg/mL. Foram testadas
diferentes concentracbes do veiculo (DMSO a 0,1%, 0,5%, 0,7% e 1%) para
assegurar que qualquer mudanca percebida na viabilidade celular fosse unicamente
atribuida ao extrato, e ndo ao DMSO usado no preparo da solu¢éo estoque.

Ao final de cada tempo de tratamento, o meio de cultivo foi descartado, e
adicionado 100 pL de solucdo de MTT (0,5 mg/mL) em meio DMEM LG sem
suplementacdo, por poco. As placas foram novamente incubadas por 3h em
atmosfera de 5% de CO, , a 37 °C.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan foram
diluidos com adicdo de 100 pL de Alcool Etilico P.A. Apds, os pogos foram
homogeneizados e a absorbéancia de cada tratamento foi analisada em
espectrofotometro de microplacas Epoch (BioTec Instruments, Vermont, EUA), no
comprimento de onda de 570 nm (Liu et al., 2014).

Foram realizados 3 experimentos independentes em triplicatas para cada
linhagem. Os dados foram plotados em tabelas no Excel e as andlises estatisticas
feitas no software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Prism Software Inc., San Diego,
California) para a determinacdo das médias de viabilidade dos tratamentos e da
concentracao inibitéria média (I1Cso).

Para obtencéo da ICso, ap0s a obtencédo dos dados do ensaio de reducédo do
MTT, os valores de viabilidade foram transformados em logaritmos (Log X). Os dados
foram normalizados e utilizados para plotar as curvas concentragédo-resposta,
ajustadas por meio de uma curva de regressao nao linear (Minho; Gaspar, 2016).

Para verificar a presenca de efeito seletivo no tratamento com o PP, foi
empregado o calculo do indice de Seletividade (IS), por meio da seguinte férmula:
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ICs, dalinhagem normal > 1= Seletivo
IS = dalinh | < 1= Auséncia ou
IG5 dalin agem tumora baixa seletividade

Conforme proposto por Zingue e colaboradores (2016), um valor de IS maior
gue 1,0 (IS > 1,0) indica que a substancia em estudo apresenta maior seletividade
para as células tumorais em comparacdo com as células normais. O calculo foi
realizado comparando os valores de ICso da linhagem celular ndo tumoral (MCF-10)
com os das linhagens tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231).

4.3.1.2 Analise de alterac6es morfoldgica por microscopia de luz invertida

A andlise da morfologia celular foi realizada para avaliar a resposta das
linhagens ao tratamento com PP. Para isso, as células foram cultivadas em placas
de 96 pocos, na concentragcao de 0,2x10* células por pogo.

Apbs 24h de incubacdo, as culturas foram tratadas com PP na concentracao
que inibiu 50% (ICso0) da viabilidade celular, além de uma concentracdo superior e
outra inferior a ICso e com CDDP (1,5 pg/mL) no volume de 200 pl por pogo, por 48h.
Apos o tempo, foram captadas trés imagens de cada grupo de tratamento,
provenientes de dois experimentos independentes em triplicata, utilizando um
microscoépio de luz invertida equipado com uma camera fotografica com aumento de
200X (Eclipse Ti, Nikon).

As imagens foram adquiridas por meio do software OPTHD (Carl Zeiss Inc.,
Alemanha) e analisadas com o software ImageJ (Wayne Rasband, National Institute
of Health, MA).

As analises foram realizadas de forma quantitativa e qualitativa. Na analise
guantitativa, foi avaliado a area e perimetro celular de 100 células por tratamento. Ja
na analise qualitativa, foram observados aspectos como integridade da membrana
celular, presenca de vacuolos, retracéo celular, alteracdes na adesao, presenca de
bleds na superficie celular e alteragdes nucleares (Freshney, 2016; Kroemer et al.,

2009). Foram realizados dois experimentos independentes em triplicata.

4.3.1.3 Ensaio clonogénico

De acordo com o protocolo descrito por Rafehi (2011), com modificacdes, as
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células em cultura foram tripsinizadas e contadas. Em seguida, foram adicionadas
(60 células/pogo) em placas de 96 pogos no volume final de 100 yL de meio.

Apbs 24h de incubacao, as culturas foram tratadas com PP na concentracédo
inibitoria de 50% da viabilidade celular, além de uma concentragdo superior e outra
inferior e com CDDP (1,5 ug/mL) no volume de 200 pl por pogo, por 48h. Apds esse
periodo, o0 meio de cultura foi substituido por meio fresco suplementado, sem
tratamento. A reposi¢cao do meio foi realizada a cada 48h.

As células permaneceram em cultivo por 7 dias. Ao término do experimento,
as células foram lavadas 2 vezes com PBS e posteriormente fixadas com Alcool
Etilico P.A. durante 15 minutos. Apés a fixacao, as colonias foram coradas com cristal
violeta (0,5% em 25% de metanol) no volume de 100 pyL por poco, durante 10
minutos. O corante foi entdo removido e os pocgos foram lavados quatro vezes com
agua destilada.

As placas foram fotografadas com uma camera fotografica traseira de um
iPhone 11 (Apple Inc., EUA), equipada com lente grande-angular de 12 MP (abertura
f/1,8). As imagens foram capturadas no modo padrdo, com foco automatico, sem
zoom digital e com o flash desativado, para posterior contagem das colénias.

Além disso, a densidade 6ptica do corante retido nas coldnias foi avaliada por
meio da adicdo de 100 pL de metanol por pogo, durante 5 minutos. Foi realizada a
leitura da placa no espectrofotébmetro (BioTek Epoch) com comprimento de onda de
595 nm (Reigada; Miettinen; Savijoki; Fallarero, 2018). Realizou-se trés

experimentos independentes em triplicata.

4.3.1.4 Ensaio de migracao celular

O ensaio de migracéo celular foi realizado segundo Liang e colaboradores
(2007), com modificagbes. As linhagens foram semeadas (0,2x10° células/pogo -
MCF-7 e 1x10° células/pogo - MDA-MB-231) em placas de 96 pog¢os. Antes de
plaquear as células, a placa foi marcada no seu verso com um risco horizontal,
separando cada po¢o em duas partes. O objetivo dessa etapa foi estabelecer um
padréo para a captura das imagens, garantindo que as fotos fossem tiradas no
mesmo lugar, utilizando o encontro da ranhura vertical nha monocamada (que

posteriormente seria realizada) e o risco horizontal no verso como referéncia. Devido
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ao fato de a linhagem MCF-10 nao apresentar perfil migratorio, optou-se por nao
inclui-la neste ensaio.

Apbs 24h de cultivo, as células atingiram a formacgédo de uma monocamada
uniforme. Em seguida, foi realizada a ranhura utilizando uma ponteira de 10 pL. Com
a ponteira posicionada a 90° em relacdo ao fundo do poco, tragcou-se uma linha
vertical ao longo da monocamada, iniciando na borda superior e deslizando até a
borda inferior. Dessa forma, obteve-se uma ranhura central que divide o po¢co em
duas regides distintas (direita e esquerda).

Apos a realizacdo de cada ranhura, a ponta da ponteira foi lavada brevemente
em PBS. O meio dos pocos foi removido e os pocos foram lavados com PBS em
temperatura ambiente para remover as células mortas e os detritos do sobrenadante.
O meio novo foi adicionado a cada poc¢o utilizando uma micropipeta. Em seguida, as
placas foram levadas ao microscépio para a captura das imagens.

As imagens foram obtidas em um microscopio invertido (Opticam O500i)
equipado com uma camera fotografica (NA0.30 WD72) em um aumento de 100x. As
fotos foram tiradas imediatamente ap6s a realizacdo da ranhura e consideradas
como t=0 (tempo inicial do experimento).

A placa foi incubada por 24h e repetido o procedimento para obtencédo das
imagens em um aumento de 100x até o completo fechamento da ranhura tendo
como referéncia o tempo do poco sem tratamento (controle negativo). A area de
fechamento da ranhura foi calculada com auxilio do software ImageJ em todos 0s
tempos que foram realizadas as fotomicrografias. A formula usada para calcular a
taxa de fechamento foi:

[A (0) — A (t) / A (0)] x 100%, onde A(0O) é a area no tempo zero e A(t) é a area
apo6s o tempo de incubacéo (t). Por fim, para analisar os dados obtidos no ensaio,
utilizara o software Prism (Almeida et al., 2019). Realizou-se dois experimentos

independentes em triplicata.

4.3.2 Ensaios para avaliagcdo de mecanismo de morte celular

4.3.2.1 Investigacao das vias de morte celular por apoptose e necrose

Para a avaliagcao do tipo de morte celular, foram realizados experimentos

utilizando microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo. Para a microscopia de
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fluorescéncia, as linhagens foram cultivadas em placas de 96 pocos, na
concentragao de 0,2 x 10° células por pogo.

Apbs 24h de incubacéo, as culturas foram tratadas com PP na concentracao
que inibiu 50% da viabilidade celular, além de uma concentrac@o superior e outra
inferior e com CDDP (1,5 ug/mL) no volume final de 200 ul por pogo, por 48 horas.
Concluido o periodo de incubacédo, o sobrenadante das placas foi cuidadosamente
removido apos centrifugacéo por 5 minutos a 300 x g. Em seu lugar, foi adicionado
meio DMEM LG ou RPMI suplementado com 10% de SFB, laranja de acridina (AO)
(50 pg/ml) e iodeto de propidio (50 pg/ml).

As placas foram submetidas a nova centrifugacéo e incubadas por 2 minutos
ao abrigo da luz. Em seguida, as amostras foram analisadas em um microscoépio de
fluorescéncia (Eclipse Ti, Nikon). As imagens foram capturadas em aumento de
200x, utilizando os filtros de fluorescéncia EGF (emissao na faixa verde) e CY3
(emissdo na faixa vermelha). Em seguida, os canais de fluorescéncia foram
combinados, e a andlise celular foi realizada por meio do software ImageJ.

As células foram divididas em trés grupos: viaveis, apoptéticas e necréticas.
As células viaveis foram identificadas pela fluorescéncia verde uniforme, resultante
da entrada do AO em ndcleos integros, enquanto as células em apoptose exibiram
fluorescéncia verde ou vermelha, podendo apresentar condensacdo da cromatina ou
fragmentacao nuclear (corpos apoptéticos). Ja as células em necrose apresentaram
fluorescéncia vermelha, devido a penetracdo do IP em membranas celulares
comprometidas, com nucleo ndo condensado e sem alteracdes visiveis (Figura 8).

Durante a analise, foram avaliados parametros morfologicos e de integridade,
incluindo cor da fluorescéncia, condensacéo ou fragmentagcéo nuclear, presenca de
vacuolos citoplasmaticos e retracdo celular, permitindo a classificacdo das células
como viaveis, apoptoéticas ou necroticas (Smith et al., 2012; Costigan; Hollville;
Martin, 2023). Para a analise qualitativa, 100 células foram selecionadas
aleatoriamente em cada imagem e classificadas conforme os critérios descritos.

Foram realizados dois experimentos independentes em triplicata.
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Células viaveis Células apoptéticas Células necréticas

Figura 8. Caracterizacdo do estado celular por coloragdo com laranja de acridina e iodeto de etidio,

proposto por Smith et al. (2012) com modificacdes.

Para a andlise de apoptose por citometria de fluxo, foi realizado o protocolo
utilizando o kit Annexin V-FITC/PI (Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante, com ajustes para o numero de células por pogo. As
linhagens foram cultivadas em placas de 24 pogos na concentracdo de 1x10°
cél/pogo em 500 ul por poco.

Apbs 24h de incubacéo, as culturas foram tratadas com PP na concentracéao
inibitéria de 50% da viabilidade celular, além de uma concentracao superior e outra
inferior e com CDDP (1,5 yg/mL) no volume final de 1000 pl por pogo, por 48h. Apds
as 48h, as células foram coletadas e transferidas para microtubos estéreis. Em
seguida, centrifugadas a 300 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
cuidadosamente descartado, e as células lavadas duas vezes com tampao de
coloragéo celular, conforme as instrugbes do fabricante (Cell Staining Buffer,
BioLegend, Cat. 420201).

Apos as lavagens, o pellet celular foi ressuspendido em 100 pL de tampéao de
ligagcdo (Annexin V Binding Buffer). Para a etapa de marcagéo, preparou-se uma
solugéo-mestra contendo: 12 puL de Annexin V-FITC (90 ug/mL), 48 pL de iodeto de
propidio (Pl 500 pg/mL) e 2,4 mL de tampao de ligacéo, totalizando um volume
suficiente para 24 amostras.

As células foram mantidas em gelo durante todo o procedimento. Em seguida,
adicionou-se 100 pL da mistura a cada tubo com as células ressuspendidas,
seguindo-se incubacao por 15 minutos a temperatura ambiente (25 °C), protegida da
luz para evitar a degradacado dos fluoréforos. Apds a incubacéo, adicionou-se mais
100 pL de tampéo de ligacdo em cada tubo, resultando em um volume final de 200

ML por amostra.
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As amostras foram mantidas no gelo até o0 momento da aquisicéo dos dados
no citbmetro de fluxo. A deteccdo ocorreu nos canais correspondentes: FITC
(fluorescéncia verde) para Anexina V e PE (fluorescéncia vermelha) para Pl. Para
garantir a interpretacdo adequada dos resultados, foram incluidos os seguintes
controles experimentais: células ndo tratadas (controle negativo), células marcadas
apenas com Anexina V, células marcadas apenas com Pl e células induzidas a
apoptose marcadas com Anexina V.

As amostras foram adquiridas em um citdbmetro de fluxo Guava easyCyte™
HT System, com a aquisicdo de 10.000 eventos no canal vermelho. Os dados foram
processados utilizando o software FlowJo™ (Versdo 10, Becton, Dickinson and
Company, 2019) (Jaishy B, et al. 2015).

Realizou-se um experimento em quadruplicatas. Os 10.000 eventos por
amostra foram obtidos dentro do gate de interesse, apos a verificacdo da populacéo
celular com base nos parametros de tamanho (FSC) e complexibilidade (SSC) em
escala linear. Apés o isolamento dos gates, a morte celular foi analisada por meio
do dotplot dividido em quadrantes com a combinac¢do do canal vermelho (RED-B-
HLog) e canal verde (GRN-B-HLog) (Riccardi; Nicoletti, 2006) (Figura 9). Realizou-

se um experimento em triplicata.
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Figura 9. Esquema de andlise de apoptose e necrose pelo ensaio de Anexina V/PI. A esquerda,
método de identificacdo da populagcédo de interesse a partir dos parametros de tamanho (FSC) e
complexibilidade (SSC) na escala linear e logaritmica. Ao centro, populagéo de interesse. A direita, a
analise foi realizada com base na distribuicdo das células em quatro quadrantes, de acordo com a
marcacao por Anexina V e iodeto de propideo (PI). No quadrante Q4 (Anexina V~ /PI~ ), encontram-
se as células viaveis, que ndo apresentam sinais de apoptose ou perda de integridade de membrana.
O quadrante Q1 (Anexina V* /PI~ ) corresponde as células em apoptose inicial, caracterizadas pela

externalizacéo de fosfatidilserina sem comprometimento da membrana plasmatica. O quadrante Q2
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(Anexina V* /PI* ) representa as células em apoptose tardia, jA com permeabilidade de membrana
aumentada. Por fim, o quadrante Q3 (Anexina V™ /PI* ) reline as células necréticas, que apresentam
perda total de integridade de membrana, permitindo a entrada do PI.

4.3.2.2 Analise do Ciclo celular

Para a avaliagcdo dos efeitos do extrato de PP no ciclo celular, as células foram
semeadas na densidade de 1x10° células em placas de 24 pogos por 24h. Em
seguida, as culturas foram tratadas com PP em trés concentracdes: a concentracao
que inibiu 50% da viabilidade celular (ICso), uma concentragdo superior e outra
inferior ao ICso. Além disso, utilizara o tratamento com CDDP (1,5 pg/mL), em um
volume de 1000 ul por pogo, durante 48h.

ApOs o periodo de tratamento, os pocos foram lavados duas vezes com PBS.
Em seguida, realizou-se a desagregacao celular enzimatica pela adicéo de 100 pl de
tripsina, seguida de incubacéo de 3 a 4 minutos a 37 °C em estufa.

A suspenséo celular obtida foi centrifugada a 300 x g por um minuto, o pellet
celular desfeito e as células lavadas uma vez com PBS, sendo novamente
centrifugadas nas mesmas condicdes. Posteriormente, as células foram incubadas
em Alcool 70% sob refrigeracéo (-20 °C) até o momento da marcacéo.

Para a marcacéo, as células foram centrifugadas a 300 x g por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e em seguida, as células ressuspendidas em uma
solucéo contendo 0,1% de Triton, RNase A (20 mg/mL, Thermo Fisher Scientific) e
iodeto de propidio (IP) a 50 ug/mL. As células permaneceram incubadas overnight
sob refrigeracéo e protegidas da luz. As amostras foram analisadas em um citdmetro
de fluxo Guava easyCyte™ HT System, com a aquisicdo de 10.000 eventos no canal
vermelho (RED-B).

Os dados foram processados utilizando o software FlowJo™ (Versdo 10,
Becton, Dickinson and Company, 2019). Os 10.000 eventos por amostra foram
obtidos dentro do gate de interesse, ap0s a verificacdo da populacdo celular com
base nos parametros de tamanho (FSC) e complexibilidade (SSC) em escala linear.
Apos o isolamento dos gates, o ciclo celular foi analisado por meio do histograma do
canal vermelho (RED-B-HLin) em escala linear onde foram criados gates lineares
gue servem como referéncia para separar regioes do ciclo celular (Riccardi; Nicoletti,

2006) (Figura 10). Realizou-se dois experimentos independentes em quadruplicatas.
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Figura 10. Esquema de andlise do ciclo celular. A esquerda, método de identificacéo da populagéo
de interesse a partir dos parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) na escala linear. Ao
centro, populagéo de interesse. A direita, método de analise do ciclo celular com a identificagdo das

fases G1, S e G2 referente a marcacdo com iodeto de propideo (IP), na escala linear.

4.4 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como meédia ou média = desvio padrdo. A
distribuicdo foi avaliada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para a analise
estatistica, foram aplicados os testes one-way ANOVA para dados com distribuicdo
normal, seguido do pds-teste de Dunnett para compara¢cdes multiplas, ou o teste de
Kruskal-Wallis para dados ndo gaussianos. Todas as analises foram realizadas no
software GraphPad Prism (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, EUA). O

valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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5 RESULTADOS

5.1. PP reduz a viabilidade das linhagens tumorais

A viabilidade celular foi avaliada apos o tratamento das linhagens, MCF-10,
MCF-7 e MDA-MB-231 com diferentes concentracdes do extrato de PP (1, 5, 10,
20, 40, 60 e 100 pg/mL) nos periodos de 24, 48 e 72h (Figura 11).

A linhagem MCF-10 (Figura 11 A), em 24h, ndo mostrou alteracdo
significativa da viabilidade celular na concentracdo de 5 ug/mL, com reducéao
significativa a partir da concentragdo de 10 uyg/mL. Em 48h, a citotoxicidade foi maior
nas concentracdes a partir de 10 ug/mL, apresentando uma redugéo da viabilidade
maior que 50%. Apés 72h, a toxicidade foi maior em todas as concentracdes
testadas. Mesmo na concentragdo mais baixa (1 ug/mL) a viabilidade foi inferior a
50%, em comparacao com o CN.

Na linhagem MCF-7 (Figura 11 B), verificou-se que, nas primeiras 24h, nao
houve alteragao significativa da viabilidade celular na concentragdo de 5 ug/mL. A

partir de 10 pg/mL, observou-se reducdo da viabilidade celular, que se tornou
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progressivamente maior nas concentragdes de 40 e 100 pg/mL. Em 48h, a reducéo
da viabilidade tornou-se mais evidente, inclusive nas concentracdes de 10 e 20
Mg/mL. Apos 72h, a diminuicdo foi ainda mais acentuada, com viabilidade celular
inferior a 50% nas concentrag¢des de 20, 40, 60 e 100 ug/mL, padrdo semelhante ao
observado no controle positivo (CDDP).

Ja na linhagem MDA-MB-231 (Figura 11 C), o extrato também promoveu uma
diminuicdo significativa da viabilidade celular, observada a partir das 24h de
tratamento, desde a concentracédo de 10 uyg/mL. Em 48h, as concentracdes de 40 a
100 pg/mL reduziram a viabilidade para menos de 30%. Ja em 72h, as concentragdes
de 5 e 10 yg/mL mantiveram a viabilidade acima de 50%, embora a concentragéo de
10 pg/mL apresentasse reducdo significativa da viabilidade em relagdo ao controle.
As concentragdes de 20 a 100 pg/mL reduziram a viabilidade celular para menos de
20%.
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Figura 11. Ensaio de MTT analisando a viabilidade das células MCF-7, MDA-MB-231 e MCF-10 apés

o tratamento com o extrato da casca do Pau-pereira. Os dados representam a média em porcentagem

de viabilidade (%) + o desvio padréo (SD). Para a analise da diferenga foi utilizado o one-way ANOVA

seguida por Dunnett’'s pos-hoc test, sendo considerado um valor significativo de * p<0,05. ** p<0,01 e

*k%k

p<0,0001 em relagdo ao CN. A linha tracejada representa 50% da viabilidade celular. Os dados
sao provenientes de 3 experimentos independentes, com 3 repeticdes experimentais. Houve diferenca
estatistica entre os grupos CN e CDDP, no entanto, essa diferenga nao foi representada de forma
grafica. CN: Controle negativo (células com meio), VEIC: Veiculo (DMSO 0,1%), CDDP: Cisplatina

(1,5 pyg/mL), PP: Tratamento do extrato do Pau-pereira.

Em todas as linhagens, o controle CN (controle negativo) e VEIC (veiculo)
mantiveram a viabilidade proxima de 100% em todos os tempos avaliados, indicando
auséncia de efeito citotoxico do solvente.

De forma geral, os resultados demonstram que o extrato de PP em todas as
linhagens promoveu reducao significativa da viabilidade celular de forma dependente
da concentracéo e do tempo de tratamento.

Apbs a andlise do ensaio de viabilidade, foi calculado o IC5 , (concentracao
inibitéria média) para cada linhagem (Tabela 2).

A linhagem MCF-10 apresentou os menores valores de ICs , , com destaque
para 48h, em que o valor foi de 2,74 pg/mL. Na linhagem MCF- 7, os valores de
ICs o diminuiram ao longo do tempo, 25,00 ug/mL apds 24 h, 19,75 ug/mL apds 48h
e 15,78 pg/mL apds 72h. A PP apresentou valores de ICso de 20,32 pg/mL, 18,60
pMg/mL e 12,42 pg/mL, em 24, 48 e 72h, respectivamente, na linhagem celular MDA-
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MB-231. Os dados mostraram uma maior citotoxicidade para a linhagem MCF-10,

em 48h, comparada as linhagens tumorais.

As curvas dose-resposta evidenciam uma reducédo progressiva da viabilidade

celular em funcdo do aumento da concentracdo do extrato PP e do tempo de

exposicao (24, 48 e 72 h) (Figura 12). Os valores do coeficiente de determinacéo (R?)

obtidos a partir do ajuste das curvas dose-resposta indicam a qualidade do modelo

matemaético utilizado para descrever a relacao entre a concentragdo do extrato PP e

a viabilidade celular nas diferentes linhagens e tempos de exposic¢éo.

Tabela 2- Concentracéo inibitoria média (ICs , ) do extrato do PP nas linhagens
MCF-10, MCF-10 e MDA-MB-231, nos tempos de tratamento de 24, 48 e 72 horas.

ICs o (Mg/mML)

24h 48h 72h

MCF-10 11,05 2,74 5,20
MCF-7 25,00 19,75 15,78
MDA-MB-231 20,32 18,60 12,42

Nota: Os dados séo provenientes de 3 experimentos independentes, com 3 repeticdes experimentais.
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Figura 12. Curvas dose-resposta das linhagens celulares tratadas com PP. Os dados

representam a média em porcentagem de viabilidade (%) + o desvio padrdo (SD). Para a confec¢éo

das curvas foi utilizada a regressé@o néo linear do log (inibidor) vs a resposta transformada. A linha

tracejada representa a média referente a 50% da viabilidade celular. Os dados séo provenientes de 3

experimentos independentes, com 3 repeticdes experimentais. Abaixo de cada grafico encontram-se

os valores de R? de cada linhagem referentes aos tempos de tratamento.

Tabela 3- indice de seletividade das linhagens tumorais tratadas com PP.

indice de Seletividade (IS)

24h 48h 72h
MCF-7 0,44 0,14 0,33
MDA-MB-231 0,54 0,15 0,42

Nota: Os dados foram obtidos através da razdo entre a ICso da linhagem normal sobre a ICso das

linhagens tumorais. As linhagens sao consideradas seletivas caso o valor de Sl seja maior ou igual a

1.

A partir dos resultados de ICs , , foi avaliado o IS do extrato do PP em
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comparacao com a linhagem MCF-10 (Tabela 3). A analise dos dados nos diferentes
tempos de exposicdo revelou que o extrato testado ndo apresentou seletividade
significativa para nenhuma das linhagens tumorais, uma vez que todos os valores de
IS permaneceram inferiores a 1.

Os indices de seletividade do PP para a linhagem MCF-7, foram de 0,44 (24
h), 0,14 (48h) e 0,33 (72h). De forma semelhante, para a linhagem MDA-MB-231, os
valores de IS do PP foram 0,54 (24h), 0,15 (48h) e 0,42 (72h).

5.2. PP altera a morfologia das células tumorais

Ao analisar de forma qualitativa a morfologia da linhagem MCF-10, foi
possivel constatar alteraces celulares em resposta ao tratamento com o PP (Figura
13). No grupo CN, as células apresentaram morfologia caracteristica da linhagem,
com formato levemente arredondado, contorno regular, citoplasma integro, aderidas
e com alta confluéncia. No tratamento com CDDP (1,5 pg/mL), foi possivel observar
citotoxicidade, evidenciada pela perda acentuada da confluéncia e da adeséo
celular. As células remanescentes exibiram formato retraido e arredondado.

O tratamento com extrato de PP, na concentragao de 1 ug/mL, foi observada
a manutencédo das caracteristicas morfolégicas das células, semelhantes ao grupo
CN. Na concentragao de 5 pg/mL, foram observadas alteragdes iniciais, com uma
retracdo celular e reducdo da confluéncia. Embora a maioria das células
permanecesse aderida, foi notavel a perda parcial da organizacéo celular tipica.

Com 10 pg/mL, as alteragdes mostraram perda da adesao celular, retracao
generalizada e perda acentuada da confluéncia. Por fim, na maior concentragao

testada (20 ug/mL), o efeito citotoxico foi observado com auséncia de células.
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Figura 13. Alteragbes morfoldgicas induzidas extrato do PP em células MCF-10, apds o tratamento

com o extrato da casca do Pau-pereira. As células foram observadas por microscopia de contraste
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de fase, sob aumento de 200x, ap6s 48h de tratamento. CN — controle negativo (meio de cultura);
CDDP - controle positivo (cisplatina a 1,5 ug/mL); PP 5 — tratamento com 5 ug/mL; PP 10 — tratamento
com 10 pg/mL; PP 20 — tratamento com 20 ug/mL; PP 40 — tratamento com 40 ug/mL.

Na andlise quantitativa foi observado que na linhagem MCF-10, sofreu
alteraces significativas nos parametros de area e perimetro celulares (Tabela 4).

O grupo CN apresentou 0os maiores valores de area (46,59 + 19,6 mm?2) e
perimetro (485,6 + 28,46 mm). O tratamento com CDDP (1,5 ug/mL) promoveu a
reducdo mais expressiva nos parametros morfolégicos, com reducdo da area para
0,68 + 0,26 mm?2 e o perimetro para 92,55 + 18,22 mm.

Na concentragao de 1 ug/mL, observou-se uma reducéo superior a 50% na
area (46,59 vs. 18,41 mm?) e no perimetro (485,6 vs. 233,39 mm) em comparacao
ao CN. Com 5 ug/mL, a redugéo tornou-se mais evidente, com area e perimetro
reduzindo para 3,45 £ 1,31 mm?2 e 204,47 + 9,38 mm, respectivamente. Ja na
concentracao de 10 ug/mL, os valores foram de area 2,58 £ 1,10 mm? e do perimetro
179,86 + 13,53 mm.

Tabela 4- Andlise quantitativa da area e perimetro de células MCF-10 apés

tratamento com o extrato do PP.

MCF-10
Tratamento )
Area (mm?) Perimetro (mm)
CN 46,59 + 19,6 485,6 + 28,46

'CDDP 1,5 pg/mL | 0,68 £ 0,26 **** | 92,55 + 18,22 ****

'PP 1 pg/mL 18,41 + 31,59 *** | 233,30 + 26,65 ***
PP 5 pg/mL 3,45+ 1,31%%* | 204,47 + 9,38 ***
'PP10 pg/mL 2,58+ 1,10%** |179,86 + 13,53 ****

Para a analise da diferenca foi utilizado o one-way ANOVA seguido do pOs-teste de Tukey- Kramer
sendo considerado um valor significativo de ****p < 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05 em
relacdo ao CN. Os dados sé@o expressos como Média + Desvio Padrdo (DP) provenientes de 2

experimentos independentes, com 3 repeticdes experimentais em 48h.
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A morfologia das células MCF-7 (Figura 14) em cultura sem tratamento foi de
aspecto  fusiforme, com citoplasma alongado, liso e aderidas, morfologia
caracteristica da linhagem. O tratamento com CDDP induziu nas células retracéo
acentuada, perda da morfologia fusiforme e reducdo expressiva na adesdo e
confluéncia. Também foram observadas formacdes de granulos na membrana
plasmatica.

Na menor concentragédo de PP testada (5 uyg/mL), foram observadas poucas
alteragdes em relagcédo ao grupo CN. A Partir da concentragao de 10 ug/mL, embora
a maioria das células ainda permanecessem aderidas, houve reducao na confluéncia
e sinais de retracao celular. Nas concentragcdes mais elevadas, 20 e 40 pg/mL, foi
observado perda de adesdo das células e debris, evidenciando perda total da

integridade celular, mostrando que o tratamento foi citotoxico.
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Figura 14. Alterag6es morfologicas induzidas extrato do PP em células MCF-7 ap06s o tratamento
com o extrato da casca do Pau-pereira. As células foram observadas por microscopia de contraste
de fase, sob aumento de 200x, apds 48h de tratamento. CN — controle negativo (meio de cultura);
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CDDP - controle positivo (cisplatinaa 1,5 ug/mL); PP 5 — tratamento com 5 ug/mL; PP 10 — tratamento
com 10 pg/mL; PP 20 — tratamento com 20 ug/mL; PP 40 — tratamento com 40 ug/mL.

A linhagem MCF-7 sofreu altera¢cdes morfolégicas nos parametros de area e
perimetro celulares (Tabela 5) apos o tratamento com extrato.

O grupo CN apresentou um valor médio de area igual a 5,88 + 6,41 mm2 e
de perimetro de 540,76 £ 18,9 mm. O tratamento com CDDP (1,5 pg/mL) reduziu
significativamente os parametros de area e perimetro em 0,68 £ 0,26 mm2e 0,79 +
0,28 mm, respectivamente. O tratamento na concentracdo de 5 ug/mL causou a
reducdo da area (3,82 = 1,07 mm?) e do perimetro (348,45 + 50,05 mm), em
comparagao ao grupo CN.

A concentracdo para 10 pg/mL também apresentou efeito citotoxico com
diminuicdo da area (1,99 £ 0,60 mm?2) e do perimetro (163,64 + 23,60 mm).

Da mesma forma, o efeito citotdbxico na morfologia foi observado na
concentragao de 20 uyg/mL com area igual a 0,43 + 0,17 mm? e perimetro de 72,78
+ 16,89 mm.

Tabela 5- Andlise quantitativa da area e perimetro de células MCF-7 ap0s
tratamento com o extrato do PP.

MCF-7
Tratamento )
Area (mm?) Perimetro (mm)
CN 5,88 £ 6,41 540,76 + 18,9

'CDDP 1,5 yg/mL (0,68 = 0,26 ****| 0,79 £ 0,28 ****

PP 5 ug/mL 3,82 £1,07% | 348,45 + 50,05*

'PP 10 pg/mL 1,00 +0,6 ** | 163,64 + 23,6 **

PP 20 pgimL  |0,43 % 0,17 ***| 72,78 + 16,89 ****

PP 40 pg/mL  |0,69 £ 0,62 **| 92,13 + 29,77 ** |

Para a andlise da diferenca foi utilizado o one-way ANOVA seguido do pOs-teste de Tukey- Kramer
sendo considerado um valor significativo de ****p < 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05 em
relagdo ao CN. Os dados sé@o expressos como Média + Desvio Padrdo (DP) provenientes de 3

experimentos independentes, com 3 repeticdes experimentais em 48h.
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No grupo CN da linhagem MDA-MB-231 (Figura 15), as células apresentaram
morfologia caracteristica com formato fusiforme ou poligonal, alta confluéncia e
adesao. Ja no CP, tratado com CDDP (1,5 pg/mL), observou-se reducéo na
densidade celular, presenca de células arredondadas e desprendidas, confirmando
o efeito citotoxico esperado para esse farmaco.

Na menor concentracdo do PP (5 pg/mL), a morfologia celular manteve-se
semelhante ao CN. A partir da concentragdo de 10 ug/mL, foram observadas
alteracdes mais evidentes, caracterizadas por reducao da confluéncia e aumento do
namero de células arredondadas e parcialmente aderidas, além de apresentar
condensamento nuclear.

Em 20 pg/mL, o efeito citotdéxico foi acentuado, com diminuigdo expressiva
da densidade celular, predominando células arredondadas, fragmentadas e com
presenga de debris celulares. Na maior concentracao testada (40 ug/mL), observou-
se desorganizacdo da membrana celular e presenca predominante de fragmentos

celulares.
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Figura 15. Alteracdes morfoldgicas induzidas extrato do PP em células MDA-MB-231 ap6s o

tratamento com o extrato da casca do Pau-pereira. As células foram observadas por microscopia de
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contraste de fase, sob aumento de 200x, apds 48h de tratamento. CN — controle negativo (meio de
cultura); CDDP — controle positivo (cisplatina a 1,5 ug/mL); PP 5 — tratamento com 5 ug/mL; PP 10
— tratamento com 10 ug/mL; PP 20 — tratamento com 20 ug/mL; PP 40 — tratamento com 40 ug/mL.

A andlise gquantitativa da morfologia celular da linhagem MDA- MB- 231
mostrou alteracdes nos pardmetros de area e perimetro celulares (Tabela 6). No
grupo CN, a area média foi de 24,88 + 20,2 mmZ e o perimetro médio de 1925,77 +
1429,4 mm. No grupo tratado com CDDP, observou-se reducéo na area (3,31 + 4,8
mm?2) e no perimetro (244,77 £ 5,7 mm).

Nas células tratadas com o composto PP, a 5 yg/mL, a area média foi de
29,05 + 25,20 mm? e o perimetro de 511,50 £ 15,14 mm. A partir de 10 pg/mL, houve
reducdo progressiva tanto na area quanto no perimetro: area de 1,68 + 0,53 mm?2
(10 pg/mL) e 0,98 + 0,36 mm? (40 ug/mL); perimetro de 145,68 + 16,40 mm (10
pg/mL) e 113,40 £ 18,12 mm (40 pg/mL).

Tabela 6- Andalise quantitativa da area e perimetro de células MDA-MB-231

apos tratamento com o extrato do PP.

MDA-MB-231
Tratamento )
Area (mm?) Perimetro (mm)
CN 24,88 + 20,2 1925,77 £ 1429,4

'CDDP 1,5 yg/mL | 3,31 £ 4,8 *** | 24477 + 5,7 ****

'PP 5 pg/mL 20,05 + 25,20 | 511,50 % 15,14 ***

'PP 10 pg/mL 1,68 0,53 *** | 145 68 + 16,40 ***

'PP 20 pg/mL 1,10 + 0,50 **** | 119,42 + 22,69 ****

'PP 40 pg/mL 0,98 £ 0,36 **** | 113,40 + 18,12 ****

Para a analise da diferenca foi utilizado o one-way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey- Kramer
sendo considerado um valor significativo de ****p < 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05 em
relagdo ao CN . Os dados sédo expressos como Média + Desvio Padrdo (DP) provenientes de 3

experimentos independentes, com 3 repeticdes experimentais em 48h.

5.3. PP reduz a capacidade proliferativa das células tumorais
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As linhagens foram submetidas ao ensaio de formacédo de colénias com o
objetivo de avaliar a capacidade proliferativa das células viaveis ap0s o tratamento
com PP em 48h (Figura 16).

Na linhagem MCF-10 foi observado que, das células mantidas com meio
(CN), a formacao de colbnias celulares foi observada. Entretanto, ap0s o tratamento
com o extrato do PP né&o foi observada formacédo de colénias. O mesmo efeito foi
observado para as células MCF-7.

Assim, o tratamento com o extrato do PP resultou na inibicdo completa na
formacéao de colonias em todas as concentracdes testadas. Na linhagem MDA-MB-
231, o tratamento com extrato do PP na concentracdo de 10 yg/mL reduziu a

formagao de colbnia, com inibicdo total da proliferagdo na concentragédo 20 ug/mL.
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Figura 16. Ensaio de Formacao de Colbénias. Efeito do extrato do Pau-Pereira (PP) na
formacao de colbdnias das linhagens celulares MCF-10 (A), MCF-7 (B) e MDA-MB-231 (C), utilizando
tratamento por 48h e cultivo por 7 dias. As coldnias foram coradas com cristal violeta, fotografadas e

a densidade optica foi lida em espectrofotbmetro a 595 nm.

Na linhagem MCF-10, observou-se que, mesmo em 1 ug/mL, a fracao

sobrevivente de células caiu para zero, e o mesmo observado em 5 pg/mL e 10
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Mg/mL. Na linhagem MCF-7, a fracdo sobrevivente foi reduzida para zero em 10, 20

e 40 yg/mL, demonstrando efeito antiproliferativo nas concentracdes testadas.
Para a linhagem MDA-MB-231, a fracdo sobrevivente de células foi reduzida

para aproximadamente 10% nas células tratadas na concentragédo de 10 ug/mL do

extrato, chegando ao percentual de zero em 20 ug/mL e 40 ug/mL (Figura 17).
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Figura 17. O extrato do PP inibe a formacgdo de colbnias e a fragdo sobrevivente das linhagens
celulares MCF-10 (A), MCF-7 (B) e MDA-MB-231 (C) de forma concentracdo/dependente. Os
graficos de barras representam a média + desvio padrdo da frag&o sobrevivente de, no minimo, trés
experimentos independentes tratados por 48h de tratamento. A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc. As indicacdes de significancia é: ****p
<0,0001 em comparacdo com o CN.

5.5. PP impede a migracdo de células tumorais

ApOs o tratamento com o extrato do PP observou-se diferencas no
comportamento migratério das células MCF-7 (Figura 18 A). Inicialmente apos 24h,
nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos tratados e o CN,
apresentando percentuais de fechamento da ranhura préximos a 48-50%, indicando
gue, nesse periodo inicial, o PP ndo exerceu efeito relevante sobre a migracao
celular.

Entretanto, apds 48h, verificou-se uma inibicdo progressiva e concentracao-
dependente da migracgéao celular.

No grupo CN, observou-se o fechamento completo da ranhura em 48h. Nos
grupos tratados, a presencga de uma faixa sem ceélulas (ranhura visivel) foi notada,
indicando redugéo na migragao de células. Na concentragao de 10 yg/mL, a ranhura
foi completamente fechada, porém, a partir de 20 ug/mL, o fechamento nao ocorreu,

indicando uma migragéo celular mais lenta em comparagao ao grupo CN.
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Na concentracdo de 40 pg/mL, a ranhura permaneceu mais ampla,

confirmando o efeito mais acentuado do PP na inibicdo do fechamento (Figura 18 B)
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Figura 18. Ensaio de ranhura em linhagem MCF-7. A. Os resultados sdo expressos como a
porcentagem média de crescimento do controle + DP de dois experimentos independentes em
triplicata. Valor significativo de. *** p<0,001 e **** p<0,0001 em relacdo ao controle (CN). B.

Fotomicrografias do ensaio de ranhuras na linhagem celular MCF-7 tratada com concentragdes PP
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por 48h. Registros feitos com o0 aumento de 100x.

Para a linhagem celular MDA-MB-231, ap0s 24h, as concentracdes de PP
avaliadas (10 e 20 pg/mL) ndo foram observadas diferengas significativas entre os
grupos tratados e o CN, entretanto, a concentragao de 40 pg/mL apresentou redugao

significativamente maior do fechamento.

Em 48h, o extrato demonstrou efeito inibitorio significativo nas concentragdes
de 20 pg/mL e 40 pg/mL reduziram o fechamento da ranhura para aproximadamente

40-45% e 10%, simultaneamente (Figura 19 A).

Apo6s 72h, o CN apresentou a ranhura significativamente fechada, embora
ainda perceptivel. No grupo tratado com 10 yg/mL de PP, a ranhura permaneceu
similar a do CN. No grupo tratado com 40 ug/mL, a ranhura manteve-se praticamente

no tamanho inicial (24h) (Figura 19 B).
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Figura 19. Ensaio de ranhura em linhagem MDA-MB-231. A. Os resultados sao expressos

como a porcentagem média de crescimento do controle + DP de dois experimentos independentes

em friplicata. Valor significativo de *** p<0,001 e **** p<0,0001 em relagao ao controle (CN). B.

Fotomicrografias do ensaio de ranhuras na linhagem celular MCF-7 tratada com concentracdes PP

por 48h. Registros feitos com aumento de 100x.

64



5.4. PP induz as células tumorais a apoptose

Na linhagem celular MCF-10, os resultados da microscopia de fluorescéncia
(Figura 20 A) demonstraram que as células do CN apresentaram viabilidade, com
predominancia de nucleos celulares marcados na cor verde e apresentando
cromatina bem distribuida. O tratamento com CDDP, induziu a morte celular, visivel
pela predominancia de células vermelhas com cromatina nuclear condensada, onde
a maioria das células se apresentavam em apoptose.

O tratamento com o extrato do PP revelou um efeito citotoxico dependente da
concentracdo. Na concentragdo mais baixa (1 ug/mL), a viabilidade celular foi
semelhante a do CN, indicando baixa toxicidade.

O aumento da concentragdo para 5 pg/mL demonstrou uma indu¢ao de morte
celular por apoptose, marcada por células vermelhas com nucleo condensado e
células verdes com nucleo condensado ou fragmentado. Nas concentracées mais
elevadas, 10 yg/mL e 20 ug/mL, o efeito citotdxico foi acentuado. Na maior
concentragédo avaliada, 20 yg/mL, a inducdo de morte celular foi bem observada,
resultando em uma predominancia de células vermelhas no campo, de forma
comparavel a CDDP, acompanhada de uma reducdo na densidade celular.

Esta observacéo visual foi quantificada e confirmada no grafico de barras. Os
resultados demonstram uma diminuigdo gradual e significativa na porcentagem de
células viaveis (barras verdes) e um aumento correlato nas células apoptéticas
(barras rosa) a medida que a concentracao de PP foi elevada de 1 para 20 pg/mL
(Figura 20 B).
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(B) CDDP 5 pM (D) PP 1 pg/mL

(E) PP 5 pg/mL (F) PP 10 pg/mL (G) PP 20 pg/mL
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Figura 20. A. Fotomicrografias obtidas por microscopia de fluorescéncia da linhagem celular

MCEF-7 tratada com diferentes concentrag6es de PP por 48h, coradas com Laranja de Acridina e

lodeto de Propidio (AO/PI). Registros feitos com aumento de 200x. As setas brancas (=) indicam

células com condensacdo nuclear (apoptose). As pontas de seta brancas ( -~ ) indicam células

vidveis. A seta preta (™) indica célula necrética. B. Os resultados sdo expressos como a

porcentagem média de células vidveis, apoptéticas e necroticas em relacdo ao controle £ DP de dois
experimentos independentes em triplicata. Valor significativo de **** p<0,0001 em relagédo ao controle

(CN).

Na linhagem celular MCF-7 (Figura 21 A), as células do CN apresentaram alta
viabilidade. Em contraste, o tratamento com CDDP resultou na presenca de algumas
células verdes com nudcleo condensado, caracteristico de apoptose, bem como de
células que apresentavam o nucleo mais expandido.

O tratamento com o PP demonstrou um efeito citotoxico dependente da
concentracdo. Na concentracdo de 5 pg/mL, a viabilidade celular foi semelhante a
do CN, indicando baixa toxicidade. Ao elevar a concentragdo para 10 pg/mL,
observou-se inicio da inducdo de morte celular, com a presenca de nucleos
condensados, mas majoritariamente as células se apresentaram viaveis. Nao foram
observadas células viaveis, pois a marcag¢ao nao permitiu evidencia-las.

Essa observacdo qualitativa das imagens foi confirmada pelo grafico de
barras (Figura 21 B).
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Figura 21. A. Fotomicrografias obtidas por microscopia de fluorescéncia da linhagem celular

MCEF-7 tratada com diferentes concentrag6es de PP por 48h, coradas com Laranja de Acridina e

lodeto de Propidio (AO/PI). Registros feitos com aumento de 200x. As setas brancas (=) indicam

células com condensacdo nuclear (apoptose). As pontas de seta brancas ( - ) indicam células

vidveis. A seta preta (™) indica célula necrética. B. Os resultados sdo expressos como a

porcentagem média de células viaveis, apoptéticas e necroéticas em relacéo ao controle + DP de dois

*kkk

experimentos independentes em triplicata. Valor significativo de p<0,0001 em relagao ao controle

(CN).

Na linhagem MDA-MB-231 os dados mostraram que no CN, a maioria das
células apresentava morfologia normal, boa confluéncia e fluorescéncia verde
uniforme, indicando viabilidade. O tratamento com CDDP 1,5 ug/mL reduziu a
viabilidade e aumentou a proporcéo de células vermelhas e ndcleos condensados,
indicando morte celular. Para PP em baixa concentragdo (5 ug/mL), as células
permaneceram majoritariamente verdes, com alguns focos de células com nucleo
condensado, indicando inicio da citotoxicidade e morte celular.

Para o PP em baixa concentragéo (10 ug/mL), as células permaneceram
majoritariamente verdes com nucleo condensado, com alguns focos de células
vermelhas dispersas, sugerindo aumento da apoptose e morte celular. Nas
concentracdes mais elevadas testadas, 20 e 40 ug/mL, toda a populacao celular foi

eliminada, ndo sendo observadas células para marcacdo com os corantes (Figura
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22 A). Esta observacéo visual foi quantificada e confirmada no grafico de barras. Os
resultados demonstram uma diminuicdo gradual e significativa na porcentagem de
células viaveis (barras verdes) e um aumento correlato nas células
mortas/apoptéticas (barras rosa) a medida que a concentracao de PP foi elevada de
5 para 40 ug/mL (Figura 22 B).
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(D) PP 10 pg/mL (E) PP 20 pg/mL (F) PP 40 pg/mL
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Figura 22. A. Fotomicrografias obtidas por microscopia de fluorescéncia da linhagem celular

MDA-MB-231 tratada com diferentes concentra¢des de PP por 48 h, coradas com Laranja de Acridina

e lodeto de Propidio (AO/PI). Registros feitos com aumento de 200x. As setas brancas (=) indicam

células com condensacgdo nuclear (apoptose). As pontas de seta brancas ( - ) indicam células

vidveis. A seta preta (™) indica célula necrética. B. Os resultados s&o expressos como a

porcentagem média de células viaveis, apoptoticas e necréticas em relagdo ao controle £ DP de dois
experimentos independentes em triplicata. Valor significativo de **** p<0,0001 em relagc&o ao controle

(CN).

Na analise por citometria, a figura 23 A mostra que no grupo CN, a maior parte
das células permaneceu viavel, com 55,4%, apresentando propor¢cdes baixas de
apoptose inicial (2,57%), apoptose tardia (35,7%) e necrose (6,29%). O tratamento
com CDDP 1,5 ug/mL promoveu redugéo da viabilidade celular para 3,94%, com a
morte celular total atingindo 96,11%, sendo a apoptose a via predominante de morte
(26,1% em apoptose inicial e 69,2% em apoptose tardia), enquanto a necrose
permaneceu baixa (0,81%).

O tratamento com PP 1 pg/mL reduziu a viabilidade celular para 45,0%, além
de necrose em 19,4% da populagado. Ja o tratamento com PP 5 ug/mL reduziu a
viabilidade celular para 11,7%, acompanhada de um aumento da apoptose total
(83,4%), distribuida em 47,1% de apoptose inicial e 36,3% de apoptose tardia, além

de necrose em 4,89% da populagao.
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O tratamento com PP 10 ug/mL levou a uma queda ainda mais acentuada da
viabilidade para 10,4%, simultaneamente um aumento da apoptose total para 84,5%
(49,2% em apoptose inicial e 35,3% em apoptose tardia), com necrose
representando 5,11%. Esses resultados foram quantificados e confirmados no
gréfico de barras (Figura 23 B).
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Figura 23. A. Dot plot das células MCF-10 tratadas com PP, ao final do tratamento (48h),
foram coradas com Anexina V. B. O grafico representa a frequéncia das células em apoptose inicial,
apoptose tardia e necrose apés o tratamento com o extrato PP. Os niveis de significancia estatistica

séo indicados por * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001; **** p < 0,0001. O efeito do tratamento foi
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comparado, respectivamente, ao efeito no controle negativo. O grupo tratado com CDDP foi utilizado

apenas como controle positivo, ndo sendo considerado nas comparacdes estatisticas.

Na figura 24 A resultado da andlise na linhagem MCF-7, observou-se que no
grupo CN, a maioria das células permaneceu viavel (83,0%), com baixas proporc¢des
de apoptose inicial (1,61%), apoptose tardia (1,03%) e necrose (15,3%). O
tratamento com CDDP 1,5 pg/mL induziu uma reducgao significativa na viabilidade
celular (29,3%), com apoptose sendo a via dominante (62,88%), enquanto a necrose
primaria permaneceu em niveis residuais (7,73%).

De forma semelhante, o tratamento com PP 20 pg/mL reduziu a viabilidade
celular para 18,4%, com um aumento da apoptose (74,7% do total, sendo 64,4% em
apoptose inicial e 10,3% em apoptose tardia), além de necrose em apenas 5,89%
da populacéo.

Na concentracdo mais elevada, PP 40 pg/mL, a viabilidade foi reduzida para
4,1%, enquanto a apoptose atingiu 91,8%, distribuida em 74,8% de apoptose inicial
e 17% de apoptose tardia, com necrose em torno de 4,08%. Esses resultados foram

guantificados e confirmados no gréafico de barras (Figura 24 B).
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Figura 24. A. Dot plot das células MCF-7 tratadas com PP, ao final do tratamento (48h), foram
coradas com Anexina V. B. O gréfico representa a frequéncia das células em apoptose inicial,
apoptose tardia e necrose apés o tratamento com o extrato PP. Os niveis de significancia estatistica
séo indicados por * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. O efeito do tratamento foi

comparado, respectivamente, ao efeito no controle negativo. O grupo tratado com CDDP foi utilizado
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apenas como controle positivo, ndo sendo considerado nas comparacdes estatisticas.

A figura 25 A mostra que no grupo CN, a maior parte das células permaneceu
viavel 68,5%, com propor¢des baixas de apoptose inicial 12,3%, apoptose tardia
17,2% e necrose 2,05%. O tratamento com CDDP 1,5 pg/mL reduziu a viabilidade
celular para 57,1%, com apoptose representando a via predominante de morte
(19,9% em apoptose inicial e 21,2% em apoptose tardia), enquanto a necrose se
manteve em niveis baixos (1,75%).

Ja o tratamento com PP 20 pug/mL reduziu a viabilidade celular para 28,7%,
simultaneamente um aumento expressivo da apoptose (68,3% do total, sendo 54,4%
em apoptose inicial e 13,9% em apoptose tardia), além de necrose em 3,07% da
populagao. Na concentragdo mais elevada, PP 40 ug/mL, a viabilidade celular foi
praticamente eliminada (2,54%), com apoptose atingindo valores maximos (93,74%),
distribuida em 92,8% de apoptose inicial e 0,94% de apoptose tardia, enquanto a
necrose permaneceu em 3,67%.

Na MDA-MB-231, o tratamento com PP também apresentou efeito
concentracdo-dependente, com inducéao significativa de apoptose, especialmente na
forma inicial, e em concentracdes elevadas supera a eficacia da cisplatina em
promover morte celular programada. Esses resultados foram quantificados e

confirmados no grafico de barras (Figura 25 B).
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Figura 25. A. Dot plot das células MDA-MB-231 tratadas com PP, ao final do tratamento
(48h), foram coradas com Anexina V. B. O grafico representa a frequéncia das células em apoptose
inicial, apoptose tardia e necrose apés o tratamento com o extrato PP. Os niveis de significancia
estatistica sdo indicados por * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; *** p < 0,0001. O efeito do
tratamento foi comparado, respectivamente, ao efeito no controle negativo. O grupo tratado com

CDDP foi utilizado apenas como controle positivo, ndo sendo considerado nas comparactes
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estatisticas.

5.6. PP induz a parada do ciclo celular

O ciclo celular foi avaliado por citometria de fluxo, considerando as fases G1,
S e G2, nas linhagens celulares MCF-10, MCF-7 e MDA-MB-231.

Na linhagem ndo tumoral MCF-10 (Figura 26 A), observou-se que O
tratamento com PP promoveu um aumento gradual e concentracdo-dependente da
populacdo de células na fase G1. Esse efeito foi especialmente evidente nas
concentracfes de 5, 10 e 20 pg/mL, que apresentaram valores superiores ao CN e
ao CP. A elevacéo da fracao celular em G1 foi acompanhada por uma leve reducéo
da populacéo na fase S.

Na linhagem MCF-7 (Figura 26 B), observou-se que o tratamento com PP
promoveu um acumulo de células na fase G1, de forma concentracdo-dependente.

Nas concentragdes mais elevadas (20 pg/mL e 40 pg/mL), a populacao celular
em G1 atingiu valores proximos de 100%, com praticamente reducdo completa das
fases S e G2, evidenciando forte efeito citostatico

O tratamento com CDDP 1,5 ug/mL induziu acumulo em G1, embora em
menor intensidade quando comparado as concentracfes mais altas de PP.

Ja na linhagem MDA-MB-231 (Figura 26 C), o tratamento com PP né&o
promoveu alteragdes na distribuicdo das fases do ciclo celular. Houve apenas um
discreto aumento na populacdo em G1, enquanto as fases S e G2 permaneceram

semelhantes ao grupo CN e ao CP na concentracao de 40 pg/mL.
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Figura 26. Distribuicdo percentual da populagéo celular das linhagens MCF-10 e MCF-7,
MDA-MB-231 nas fases do ciclo celular (G1, S e G2) apos tratamento com diferentes concentracdes
do composto PP (1, 5, 10, 20 e 40 ug/mL) por 48h. Os dados representam a média + Desvio Padrdo
(DP) de 2 experimentos independentes em quadruplicatas. A significancia estatistica foi determinada
por Andlise de Variancia de Uma Via (One-way ANOVA), seguida pelo Teste post-hoc de Tukey. O
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nivel de significancia é representado por: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 em
relacdo ao Controle Negativo (CN).
6. DISCUSSAO

O cancer de mama € a neoplasia mais comum e a principal causa de morte
por cancer entre mulheres no Brasil e no mundo (American Cancer Society, 2024),
demandando pesquisas para buscas de novas terapias. Neste contexto, o extrato
alcodlico da casca de G. vellosii, rico em alcaléides inddlicos, jA& demonstrou
atividade antineoplasica em diferentes tipos de cancer (Bemis et al., 2009; Dong;
Chen; Chen, 2018; Yu; Drisko; Chen, 2013; Sousa Neto, 2023) indicando potencial
para o cancer de mama.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o extrato de G. vellosii
apresenta atividade citotoxica significativa in vitro nas linhagens celulares de cancer
de mama MCF-10, MCF-7 e MDA-MB-231, de maneira concentragcdo e tempo-
dependente, sugerindo que o dano celular ndo é apenas agudo, mas se acumula ao
longo do tempo, compativel com mecanismos como estresse oxidativo,
comprometimento mitocondrial e ativacdo de morte celular (Yen et al., 2015;
Marques et al., 2023; Trachta; Dickinson; Forman, 2012; Green; Reed, 1998;
Mosmann, 1983). Diante disso, a determinacdo da concentracdo inibitéria média
(ICs o ) mostrou-se necessaria para quantificar a citotoxicidade do extrato e permitir
a comparacdo da sensibilidade entre as diferentes linhagens celulares e
delineamento dos ensaios seguintes.

Na linhagem n&o tumoral MCF-10, o extrato exibiu os menores valores de
ICs0 (2,74 UM em 48h) em nossa pesquisa, indicando que tem baixa seletividade
para MCF-7 e MDA-MB-231. Apesar de serem consideradas nao tumorais, a MCF-
10 é uma linhagem imortalizada, o que lhe confere propriedades proliferativas. Essa
particularidade faz com que, em certos contextos, sua taxa de crescimento e
plasticidade biol6gica se aproximem ou até superem as registradas em algumas
células cancerigenas (Neve, et al., 2006), essa condi¢do pode justificar o menor I1Cso
encontrado. Além disso, considera-se que células tumorais possuem melhores
mecanismos de sobrevivéncia e resisténcia, como reprogramacao metabolica,
ativacdo de vias de sinalizacdo pré-sobrevivéncia (PI3K/AK/mTOR, NF-kB,
MAPK/ERK, JAK/STAT e Nrf2), resisténcia ao estresse citotdxico e manutencao da

atividade mitocondrial residual, que poderiam reduzir a citotoxicidade determinada
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pelo ensaio de MTT (Berridge; Tan, 1993; Gottesman et al., 2002; Hanahan;
Weinberg, 2011; van Meerloo et al., 2011; Riss et al., 2016).

O fato dos valores de ICso terem se mostrado semelhantes entre a linhagem
MCF-7, que é sensivel a hormonios, e a MDA-MB-231, um subtipo triplo-negativo
altamente agressivo e desprovido de receptores hormonais, sugere que o PP atua
por mecanismos que ndao dependem exclusivamente da via hormonal para exercer
seu efeito citotoxico. Essa observacdo corrobora estudos anteriores que
demonstraram que alcaloides isolados do PP, como a flavopereirina, exercem efeitos
antiproliferativos e indutores de apoptose em ambas as linhagens de forma
comparavel (Yeh, 2019). O mecanismo comum identificado reside na capacidade do
extrato de modular vias de sinalizac&o de sobrevivéncia e proliferagéo conservadas,
como a cascata AKT/p38 MAPK/ERK1/2, independentemente do status de
receptores hormonais (Yeh, 2019).

Apesar desses achados isso ndo exclui completamente uma possivel
interagdo com vias hormonais na MCF-7, mas indica que o PP de certa forma é
capaz de modular processos celulares essenciais mesmo em linhagens que néo
respondem a horménios, reforcando seu potencial terapéutico em contextos onde as
opc¢Oes atuais sdo mais limitadas.

O maior efeito citotoxico do extrato em células ndo tumorais, embora limite
sua seletividade, é semelhante ao perfil de muitos quimioterapicos, que também
afetam células saudaveis por atuarem em processos celulares fundamentais (Devita,
Lawrence e Rosenberg, 2019). O nosso extrato € um candidato para investigacfes
adicionais, principalmente pensando na identificacdo de compostos bioativos mais
seletivos, otimizacdo de doses e desenvolvimento de estratégias que minimizem
efeitos adversos.

A reducdo da viabilidade celular foi acompanhada por alteragcdes morfologicas
em todas as linhagens celulares. Entre as alteracdes morfologicas observadas
destacaram-se a retracdo da membrana plasmatica, a formacdo de vacuolos
citoplasmaticos e a condensacao nuclear, caracteristicas classicamente associadas
a apoptose (Wyllie, Kerr e Currie, 1980; Elmore, 2007). Observou-se também
reducdo significativa da area e do perimetro celulares, sugerindo perda de
integridade estrutural, reforcando a acdo citotoxica do extrato sobre as células
tratadas, indicando que as células ndo apenas sofrem dano, mas ativam vias

reguladas de morte (Wyllie, Kerr e Currie, 1980; Elmore, 2007).
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Diante desses achados iniciais, foram conduzidos ensaios subsequentes para
investigar os efeitos do extrato sobre a capacidade migratoria e proliferativa, bem
como para confirmar e caracterizar os mecanismos de morte celular e alteragbes no
ciclo celular.

No que diz respeito ao ensaio clonogénico 0 mesmo mostrou que, nas
concentracOes testadas a partir de 1 ug/mL para MCF-10,10 pg/mL para MCF-7 e
20 pg/mL para MDA-MB-231, o extrato teve efeito antiproliferativo. O ensaio
clonogénico é capaz de avaliar se as células mantém sua capacidade de se
reproduzir indefinidamente, indicando crescimento ou remissédo do tumor (Rafehi,
2011; Matsui, 2019). Alcaloide inddlicos de diferentes espécies foram associados a
atividade anticlonogenica (VIWATPINYO, JIMENEZ-GONZALEZ, 2023; ALGHAMDI,
2024), sugerindo que os compostos do extrato atuam nas vias associadas a
proliferacdo celular. Esse efeito é especialmente significativo no contexto
terapéutico, uma vez que a recidiva no cancer de mama esta intimamente associada
a mecanismos de resisténcia que asseguram a sobrevivéncia celular apdés o
tratamento inicial. Ao comprometer a sobrevivéncia e a capacidade clonogénica das
linhagens testadas, o PP atua sobre a populacdo de células que, em um cenario
terapéutico, seriam responsaveis pela manutencdo da doenca e posterior
progressao clinica (Clemons; Cole; Pritchard, 2001).

Outro resultado importante do nosso estudo diz respeito a inibicdo da
migracao celular. Os resultados obtidos demonstraram que, na linhagem MDA-MB-
231, foi possivel observar reducdo na migracdo apoés 24h de ensaio, quando
comparado ao controle. Por outro lado,na linhagem MCF-7 esse mesmo efeito foi
evidente apenas apos 48h, indicando diferencas no comportamento migratorio e na
resposta ao tratamento entre as linhagens avaliadas. A habilidade de migrar € um
indicador da agressividade tumoral, especialmente em células triplo-negativas como
a MDA-MB-231, que exibem um fendtipo altamente invasivo (Xiong; Wu; Yu, 2024).
Os dados sugerem um importante efeito, pois mecanismos de migracao celular
estdo associados a caracteristicas de metastase (Friedl; Wolf, 2003; Hanahan;
Weinberg, 2011).

Com relacdo aos mecanismos de morte celular, os ensaios de apoptose e
necrose, realizados por meio de microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo
(Annexina V/PI), confirmaram a suspeita levantada a partir da analise morfolégica,

mostrando que o PP induz a morte celular principalmente por apoptose.
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Observou-se um predominio significativo de eventos apoptoticos dependente
da concentracdo. Na linhagem celular MCF-10 a maior concentracdo resultou em
84,5% de apoptose. Na MCF-7, o tratamento com 40 pg/mL aumentou a taxa de
apoptose para 91,8%. Enquanto na linhagem MDA-MB-231, 0 mesmo tratamento
levou a uma taxa de apoptose de 93,74%. Esses achados corroboram o papel do PP
como um possivel agente que ativa mecanismos apoptoticos, contudo, estudos
adicionais sdo necessarios para confirmar essa hipotese e elucidar de forma mais
precisa as vias moleculares envolvidas.

Ao comparar as técnicas de avaliacdo de apoptose por microscopia e por
citometria de fluxo, foram observadas diferencas nos resultados obtidos. Essas
diferencas estdo relacionadas, principalmente, as caracteristicas e limitaces
préprias de cada técnica. Na andlise por microscopia, nas maiores concentracées do
tratamento, observou-se a auséncia de células marcadas, inclusive na concentracao
correspondente ao ICs .

Esse achado pode ser explicado pelo uso de uma menor densidade celular
inicial, adotada com o objetivo de facilitar a visualizacdo da morfologia e da
disposicédo das células no poco. Em contrapartida, a citometria de fluxo utiliza um
namero significativamente maior de células, permitindo a deteccéo e quantificacdo
de populacdes celulares remanescentes, o que contribui para diferencas na
sensibilidade e no perfil dos resultados entre as duas abordagens.

A andlise do ciclo celular mostrou que o PP interfere na progressao do ciclo
celular, causando o acumulo de células na fase G1 na linhagem MCF-7, bem como
uma aumento significativo dessa populacdo a medida que se aumenta as
concentragdes de tratamento nas linhagens MCF-10 e MDA-MB-231. Esse resultado
principalmente na linhagem MCF-7 indica que o PP conseguiu induzir um bloqueio
na fase inicial do ciclo celular, o que diminui a entrada na sintese de DNA (fase S) e
afeta a replicacao celular.

As concentracdes mais elevadas do PP causam danos celulares graves que
as células ndo conseguem reparar, levando-as a morte. Isso obriga a célula a deixar
de proliferar e morrer (Yeh et al., 2019; Li et al., 2019).

Os resultados do ensaio de MTT nos levaram a hipétese de comprometimento
da fungdo mitocondrial pelo extrato, uma vez que esse método avalia a viabilidade
celular com base na atividade de desidrogenases mitocondriais, refletindo

diretamente o metabolismo energético celular (Mosmann, 1983). A reducdo da
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viabilidade observada sugere diminuicdo da atividade mitocondrial, o que esta de
acordo com evidéncias de que compostos que afetam a mitocondria levam a queda
na producdo de ATP, desequilibrio redox e ativagdo de checkpoints do ciclo celular
(Wallace, 2012), culminando no bloqueio em G1 e induzindo a apoptose (Weinberg,
2014), o que se observou nesta pesquisa.

Os efeitos observados neste estudo podem estar relacionados a presenca de
alcalbides inddlicos ja descritos em G. vellosii, como geissospermina, vellosimina e
flavopereirina, compostos reconhecidos por sua atividade biolégica, incluindo
propriedades citotoxicas, antiproliferativas e moduladoras de vias celulares
relacionadas a sobrevivéncia tumoral (Marques, Zanchi, Evaristo, 2023).

Além disso, estudos relatam que alcaloides do género Geissospermum s&o
capazes de interferir na fungcdo mitocondrial, promover alteracdes no ciclo celular e
induzir apoptose, mecanismos compativeis com a reducdo da viabilidade celular
observada nos ensaios de MTT e com o bloqueio em G1 identificado neste estudo
(Mors et al., 2000; Rodrigues et al., 2016). Esses dados sugerem que 0S compostos
bioativos presentes no extrato bruto possam atuar de forma sinérgica,
potencializando seus efeitos citotoxicos e antiproliferativos.

Portanto, os resultados obtidos sdo coerentes com o perfil farmacoldgico
previamente descrito para os metabdlitos secundarios de G. vellosii, reforcando o
potencial dessa espécie como fonte promissora de compostos bioativos com
aplicacao antitumoral.

Destaca-se o carater inovador do presente estudo, uma vez que nao foram
encontrados, na literatura cientifica, trabalhos que investiguem os efeitos do extrato
bruto da casca do G. vellosii em linhagens celulares de cancer de mama humana
aqui estudadas.

Apesar dos resultados promissores observados, faz-se necessaria a
realizacdo de estudos adicionais, especialmente voltados a identificacdo dos
compostos bioativos responsaveis pelos efeitos observados e a elucidagdo dos
mecanismos moleculares envolvidos. Nesse sentido, pretende-se dar continuidade
a esta linha de pesquisa no ambito do doutorado, aprofundando a caracterizacéo
fitoquimica, a avaliagdo dos alvos moleculares e o potencial terapéutico dos
compostos isolados do extrato.

A ampliacdo desses estudos podera contribuir para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas alternativas ou complementares no tratamento do cancer de
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mama, considerando a busca por agentes com maior eficacia e menor toxicidade em
relacédo as terapias convencionais atualmente disponiveis.
7. CONCLUSAO

O presente estudo apresenta dados relevantes do potencial antitumoral do
extrato da casca de G. vellosii em linhagens celulares de mama humano. Nos
ensaios de triagem o tratamento com extrato apresentou citotoxicidade, alteracdes
morfolégicas sugestivas de morte celular, associadas ao efeito antiproliferativo e
antimigratorio. Esses achados indicam o potencial do tratamento com extrato nas
principais caracteristicas associadas a carcinogénese.

Considerando que esses efeitos estdo associados a vias biolégicas de
sobrevivéncia celular, foi investigado se o extrato teria efeito na indu¢cdo de morte.
Os dados mostraram que o extrato apresentou efeito pré-apoptético mediado pelo
mecanismo de parada do ciclo celular.

Assim, este estudo contribui significativamente para o conhecimento cientifico
sobre as propriedades antineoplasicas de G. vellosii e abre novas perspectivas para

sua exploracao no combate ao cancer de mama.
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