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RESUMO

SANTOS, Ronimara Aparecida. Atividade Antitumoral do Extrato de Chéa Verde
(Camellia sinensis) em Células de Cancer de Mama Cultivadas em Modelo
Tridimensional. 2022. 83 f. Tese (Doutorado em Alimentagdo, Nutricdo e Salde) — Instituto
de Nutricdo, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Apesar dos avangos na medicina diagndstica e de tratamento, o cancer de mama segue
lider das causas de morte em mais de 100 paises, incluindo o Brasil. A reducdo do risco de
cancer de mama por meio de uma dieta rica em alimentos in natura vem sendo referida, com
destaque para o potencial quimiopreventivo das catequinas do cha verde. Entretanto, estudos
conduzidos com esses compostos bioativos partem, em maioria, de formulagbes comerciais
contendo catequinas isoladas, havendo o interesse pela investigacdo dos efeitos anticancer a
partir da matriz alimentar, que guarda vantagens em relacdo aos compostos isolados. Estudos
na literatura mostraram que algumas proteinas de vias importantes ao controle tumoral como,
por exemplo, o ciclo celular e migracdo sdo alvos das catequinas do cha verde, contudo, ha
uma lacuna na investigacao de tais processos em modelos de cultura tridimensional (3D), que
melhor mimetizam o tumor in vivo. Portanto, esse estudo teve como objetivo investigar a
atividade antitumoral extrato de cha verde (ECV) sobre esferoides de células tumorais de
mama MCF-7. Uma infusdo de folhas de cha verde (1 g: 40 mL/ 80 °C: 5 min) foi obtida e
liofilizada e o ECV foi caracterizado quanto as suas principais catequinas. Esferoides de
MCF-7 (5 x 10° céls/mL) foram expostos a0 ECV (162, 324, 648, 1296 e 2592 pg/mL) e as
consequéncias sobre a formacéo, a morfologia, o tamanho, a viabilidade celular, a migragéo e
a expressdo da proteina p21 foram estudadas. Apesar da acdo sutil sobre a viabilidade, o
tratamento com ECV reduziu o tamanho dos esferoides e inibiu completamente a migracéo
das células em 24h. Foi observado, ainda, aumento na expressao de p21, o que pode indicar
uma relacdo com o controle do ciclo celular. Além disso, a formacdo dos esferoides na
presenca do ECV resultou em estruturas anémalas. Os dados mostraram ainda efeitos mais
expressivos do ECV sobre a morfologia e o tamanho dos esferoides quando comparados a
exposicdo a EGCG (7,8, 16,6, 31,2 e 62,5 pg/mL), demonstrando a vantagem da matriz
alimentar. Ndo foram observados efeitos citotoxicos em esferoides ndo tumorais MCF-10A,
confirmando a seletividade do ECV para a linhagem tumoral. Comparados a ensaios de
viabilidade em cultura 2D, os dados mostram menor sensibilidade dos esferoides ao ECV,
expondo assim a relevancia do uso dessa cultura no estudo de compostos bioativos com fins
terapéuticos. Ensaios preliminares in vivo sugeriram que o tratamento com o ECV promoveu
atraso na formacdo de tumores de xenoenxertos de MCF-7 e outros ensaios devem ser
conduzidos para confirmar esses achados.

Palavras-chave: Catequinas. Cancer de mama. Cultura 3D. Cha verde.



ABSTRACT

SANTOS, Ronimara Aparecida. Antitumor Activity of Green Tea Extract (Camellia
sinensis) in Breast Cancer Cells Cultivated in a Three-Dimensional Model. 2022. 83 f.
Tese (Doutorado em Alimentacdo, Nutricdo e Satde) — Instituto de Nutri¢do, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Despite advances in diagnostic and treatment, breast cancer remains the leading cause
of death in more than 100 countries, including Brazil. Reducing the risk of breast cancer
through a diet rich in in natura foods has been reported, with emphasis on the
chemopreventive potential of green tea catechins. However, studies conducted with these
bioactive compounds are mostly based on commercial formulations containing isolated
catechins, and there is an interest in investigating the anticancer effects from the food matrix,
which has advantages over isolated compounds. Studies in the literature have shown that
some proteins of important pathways for tumor control, such as cell cycle and migration, are
targets of green tea catechins, however, there is a gap in the investigation of such processes in
three-dimensional (3D) culture models, that best mimic the tumor in vivo. Therefore, this
study aimed to investigate the antitumor activity of green tea extract (GTE) on MCF-7 breast
tumor cell spheroids. An infusion of green tea leaves (1 g: 40 mL/ 80 °C: 5 min) was obtained
and lyophilized and the GTE was characterized for its main catechins. MCF-7 spheroids (5 x
10° cells/mL) were exposed to GTE (162, 324, 648, 1296 and 2592 ug/mL) and the
consequences on formation, morphology, size, cell viability, migration and p2l1 protein
expression were studied. Despite the subtle action on viability, GTE treatment reduced the
size of the spheroids and completely inhibited cell migration within 24 h. An increase in p21
expression was also observed, which may indicate a relationship with cell cycle control.
Furthermore, the formation of spheroids in the presence of GTE resulted in anomalous
structures. The data also showed more expressive effects of GTE on the morphology and size
of the spheroids when compared to exposure to EGCG (7.8, 16.6, 31.2 and 62.5 pg/mL),
demonstrating the advantage of the food matrix. No cytotoxic effects were observed on MCF-
10A non-tumor spheroids, confirming the selectivity of GTE for the tumor lineage. Compared
to viability assays in 2D culture, the data show lower sensitivity of spheroids to GTE, thus
exposing the relevance of using this cell culture model in the study of bioactive compounds
for therapeutic purposes. Preliminary in vivo studies suggested that GTE treatment promoted
latency of MCF-7 xenografts and further trials should be conducted to confirm these findings.

Keywords: Catechins. Breast cancer. 3D Culture. Green tea.



RESUMEN

SANTOS, Ronimara Aparecida. Actividad Antitumoral del Extracto de Té Verde
(Camellia sinensis) en Células de Cancer de Mama Cultivadas en un Modelo
Tridimensional. 2022. 83 f. Tese (Doutorado em Alimentagdo, Nutricdo e Salude) — Instituto
de Nutricdo, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

A pesar de los avances en la medicina de diagnostico y tratamiento, el cancer de mama
sigue siendo la principal causa de muerte en mas de 100 paises, incluido Brasil. Se ha
informado sobre la reduccion del riesgo de cancer de mama a través de una dieta rica en
alimentos in natura, con énfasis en el potencial quimiopreventivo de las catequinas del té
verde. Sin embargo, los estudios realizados con estos compuestos bioactivos se basan
principalmente en formulaciones comerciales que contienen catequinas aisladas, y existe
interés en investigar los efectos anticancerigenos de la matriz alimentaria, que tiene ventajas
sobre los compuestos aislados. Los estudios en la literatura han demostrado que algunas
proteinas de vias importantes para el control de tumores, como el ciclo celular y la migracién,
son objetivos de las catequinas del té verde, sin embargo, existe una brecha en la
investigacion de tales procesos en cultivos tridimensionales (3D). modelos, que mejor imitan
el tumor in vivo. Por lo tanto, este estudio tuvo como objetivo investigar la actividad
antitumoral del extracto de té verde (ETV) en esferoides de células tumorales de mama MCF-
7. Se obtuvo una infusion de hojas de té verde (1 g: 40 mL/ 80 °C: 5 min) y se liofilizé y se
caracteriz6 la ETV por sus principales catequinas. Se expusieron esferoides MCF-7 (5 x 10°
células/mL) a ETV (162, 324, 648, 1296 y 2592 ug/mL) y se estudiaron las consecuencias
sobre la formacion, morfologia, tamafio, viabilidad celular, migracion y expresion de la
proteina p21. A pesar de la sutil accion sobre la viabilidad, el tratamiento con ETV redujo el
tamafio de los esferoides e inhibi6é por completo la migracién celular en 24 horas. También se
observé un aumento en la expresion de p21, lo que puede indicar una relacién con el control
del ciclo celular. Ademaés, la formacion de esferoides en presencia de ETV resulté en
estructuras anomalas. Los datos también mostraron efectos méas expresivos de ETV en la
morfologia y el tamafio de los esferoides en comparacion con la exposicion a EGCG (7,8,
16,6, 31,2 y 62,5 pg/ml), lo que demuestra la ventaja de la matriz alimentaria. No se
observaron efectos citotoxicos en esferoides no tumorales MCF-10A, lo que confirma la
selectividad de ETV para el linaje tumoral. En comparacion con los ensayos de viabilidad en
cultivo 2D, los datos muestran una menor sensibilidad de los esferoides a ETV, lo que expone
la relevancia del uso de este cultivo en el estudio de compuestos bioactivos con fines
terapéuticos. Los ensayos preliminares in vivo sugirieron que el tratamiento con ETV
promovié la latencia de los xenoinjertos de MCF-7 y se deben realizar mas ensayos para
confirmar estos hallazgos.

Palabras clave: Catequinas. Cancer de mama. Cultura 3D. Té verde.
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INTRODUCAO

O cancer ¢ uma Doenca Crbnica Ndo Transmissivel (DCNT) em ascensdo na
sociedade moderna. Na saude da mulher, o cancer de mama tem especial impacto: a Agéncia
Internacional para Pesquisa em Céancer, em seu estudo epidemioldgico mais recente, destacou
o0 cancer de mama a frente de todos os outros tipos de cancer no mundo com 2.3 milhdes de
novos casos em 2020 (SUNG et al., 2021). No Brasil, a Gltima estimativa divulgada pelo
Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) previu 66.280 novos casos
de cancer de mama por ano até 2022 (BRASIL, 2019). Apesar dos avancos no diagnostico e
tratamento, o cancer de mama foi responsavel por 1 em cada 6 mortes por cancer em mulheres
em 2020, quando ocupava o primeiro lugar em mortalidade em 110 paises do globo, incluindo
0 Brasil (SUNG et al., 2021).

A Dbusca por meios terapéuticos para controle e prevengdo da doenca encontra
expectativas no potencial quimiopreventivo de alimentos in natura de origem vegetal
(SHIRAKAMI; SHIMIZU, 2018). De acordo com o Instituto Nacional do Cancer Americano,
sdo considerados quimioprotetores os agentes empregados para reduzir o risco de cancer ou
ainda para postergar/atrasar o desenvolvimento ou recorréncia dos tumores (NCI, 2022). O
efeito quimioprotetor dos alimentos tem sido atribuido a compostos bioativos naturalmente
presentes na matriz alimentar, como os compostos fendlicos, que tém capacidade moduladora
sobre varios processos biologicos (KOTECHA; TAKAMI; ESPINOZA, 2016).

O chéa verde (Camellia sinensis) € um alimento rico em compostos fenolicos, com
predominio das seguintes catequinas: epicatequina (EC), galato de epicatequina (ECG),
epigalocatequina (EGC) e galato de 3-epigalocatequina (EGCG) (GRAHAM, 1992). Esses
compostos tém capacidade de bloqueio e/ou supressdo dos processos de proliferacdo e morte
celular que sdo vias importantes a contencdo do desenvolvimento tumoral (SHIRAKAMI,;
SHIMIZU, 2018).

Hipotetiza-se que esses mecanismos podem estar atrelados a modulacéo de proteinas
envolvidas no crescimento celular, apoptose, sinalizacdo proliferativa, senescéncia,
estabilidade genética, inflamacdo, angiogénese, entre outros (HUANG et al., 2017; ZENG,;
HOLLY; PERKS, 2014). No entanto, sdo necessarios estudos que priorizem a investigacao do
efeito quimiopreventivo de catequinas e outros compostos fenolicos a partir de matrizes
alimentares, uma vez evidenciadas as vantagens na bioacessibilidade e biodisponibilidade de

tais compostos quando presentes em um meio que promove multiplas interacfes entre
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nutrientes e outros constituintes (ARFAOUI, 2021; OLIVEIRA; AMARO; PINTADO,
2018).

Um estudo anterior do nosso grupo investigou os efeitos do extrato de cha verde
(ECV) sobre células tumorais de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) cultivadas em
monocamada e nossos achados evidenciaram o potencial do ECV na reducdo da migragéo e
viabilidade em ambas as linhagens. Além disso, 0 ECV aumentou os niveis de p53 nas células
MCF-7, que expressam a proteina na forma selvagem. Um efeito oposto foi observado para a
linhagem MDA-MB-231, na qual os achados sugerem uma reducdo nos niveis da p53 mutante
(SANTOS et al., 2021). Todavia, a investigacdo dos mecanismos envolvidos nos processos
mediados pelo ECV demanda mais estudos em modelos que melhor mimetizem o a
arquitetura tumoral , como é o caso do cultivo tridimensional de células (cultura 3D).

As vantagens da investigacdo do efeito de compostos com potencial quimiopreventivo

em modelo 3D é que essa cultura contempla: (i) a formacgdo de gradientes de oxigénio e
nutrientes, (ii) 0 aumento das interacdes célula-célula na arquitetura 3D, (iii) a exposicdo ndo
uniforme do composto as celulas do esferoide, (iv) a sinalizacdo via matriz extracelular, e (v)
a presenca de camadas de células com diferente perfil proliferativo (LOVITT; SHELPER,;
AVERY, 2014). Todas essas caracteristicas do
esferoide ajudam a explicar achados divergentes na literatura ao investigar efeitos de um
mesmo composto a partir de ensaios em culturas 2D e 3D. Por esse motivo, tivemos interesse
em investigar os efeitos do ECV em modelo de cultura tridimensional (BRESLIN;
O’DRISCOLL, 2016; IMAMURA et al., 2015).

Além disso, precisamos considerar que a absor¢do de compostos bioativos depende
da biotransformacdo realizada pelas bactérias da microbiota intestinal (GUO et al., 2019;
YONG FENG, 2006a). Ha registros de mais de 31 metabdlitos das catequinas do CV, em
especial os derivados do EGCG (M4, M6 e M6’) descritos para humanos, ratos e
camundongos (MENG et al.,, 2002; YONG FENG, 2006a). Desta forma, o melhor
entendimento dos efeitos do ECV a partir de seus metabolitos exige modelos experimentais
que contemplem essa etapa e, nesse sentido, ensaios em modelo animal podem complementar

0s achados in vitro.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Cancer de mama: aspectos epidemioldgicos, etiologia e tratamento

O céncer ¢ uma DCNT que acumula casos ano a ano. Os estudos epidemiol6gicos
mais recentes da Agéncia Internacional para Pesquisa em Céancer (IARC) (2021) ranquearam
a incidéncia do cancer de mama a frente de todos os outros tipos de cancer no mundo em
2020, uma fatia de 11.7%, responsavel por 2.3 milhdes de novos casos. As razfes para
explicar esse fendmeno séo complexas, contudo, ressaltam-se as mudangas no estilo de vida e
na alimentagdo, potencializadas pelo aumento da expectativa de vida e crescimento
populacional, além dos avancos na medicina diagnostica (SUNG et al., 2021).

No publico feminino, hd uma dimensao ainda maior do impacto da doenca: nessa
populacdo, o cancer de mama € o responsavel por 1 em cada 4 novos casos de cancer,
ocupando o primeiro lugar em incidéncia em 159 de 185 paises no mundo (Figura 1) (SUNG
etal., 2021).

Figura 1 — Principais tipos de cancer incidente em mulheres por paises do mundo.
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Legenda: Na populacdo feminina, o cancer de mama é o mais frequente em termos de novos casos em
159 paises no mundo, seguido pelo cancer de colo do Utero, figado, pulméo e tireoide. Adaptado de
GLOBOCAN, 2021.

As taxas de incidéncia de cancer de mama aumentaram rapidamente em paises da
América do Sul, Africa e Asia, bem como em paises asiaticos de alta renda (Japdo e
Republica da Coreia), onde as taxas sdao historicamente baixas, devido, principalmente a

mudancas socioculturais e de estilo de vida nessas populacdes (SUNG et al., 2021).
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Nosso pais acompanha as tendéncias mundiais e aqui, 0 cancer de mama ocupa 0
primeiro lugar no ranking de incidéncia na populagdo feminina. Corroborando com as
estatisticas da IARC, no triénio 2020-2022, sdo esperados 66.280 novos casos de cancer de
mama em cada ano, segundo o levantamento epidemioldgico divulgado pelo INCA. Desde a
ultima estimativa, 0 nimero de novos casos aumentou 11%, o equivalente a mais 6.580 novos
diagndsticos por ano em relacdo ao biénio 2018-2019 (Figura 2) (BRASIL, 2019).

Figura 2 - Os dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020-2022 por
sexo no Brasil.

Prostata 65840 29.2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 207%
Cdlon e reto 20520 9.1% Cdlon e reto 20.470 9.2%
Traqueia, brdnquio & puimao 17.760 7.0% Colo do itero 16.580 7.4%
Estomago 13.360 5.9% Traqueia,bronquio & pulmdo  12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5.0% Glandula tirecide 11.950 5.4%
Esdfago 8.690 39% Estimago 7.870 3.5%
Bexiga 7590 3.4% Ovario 6.650 3,0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 29% Corpo do Gtero 6.540 29%
Laringe 6.470 2.8% Linfoma nao Hodgkin 5.450 24%
Leucemias 5920 2.6% Sistema nervoso central 5.220 2.3%

Legenda: O cancer de mama feminino responde por 29,7% dos novos casos de cancer no pais em
mulheres. Extraido de INCA, 2020.

Em face da pandemia do Sars-Cov-2, as Sociedades Brasileiras de Patologia e de
Cirurgia Oncologica estimaram que pelo menos 50 mil brasileiros deixaram de ser
diagnosticados com céancer, e outros, ja com o tumor detectado, tiveram os tratamentos
suspensos. Estima-se também que a COVID-19 promova um impacto nas estatisticas de
novos casos de cancer em fun¢do da subnotificacdo (INSTITUTO ONCOGUIA, 2020).

A preocupacdo com as estatisticas atuais esta refletida em estratégias de politicas
publicas na Agenda de 2030 para o Desenvolvimento Sustentavel da organizagdo Mundial da
Saude, que inclui como objetivo especifico a reducdo da mortalidade prematura por DCNTs
em um terco até 2030 (JOHNSTON, 2016). No Brasil, essa demanda também estd
documentada no Plano de Acdes Estratégicas para o Enfrentamento de DCNTs de 2021-2030
que tem como uma das metas a reducdo da mortalidade prematura (30 a 69 anos) por cancer
de mama em 10% (BRASIL, 2021).

O cancer € descrito como conjunto de mais de 100 doengas que compartilham duas
caracteristicas essenciais: a instabilidade genética e proliferacéo celular desordenada, podendo
ainda, apresentar potencial de invasdo para outros tecidos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
Recentemente, com a evolugdo da pesquisa na area, entendeu-se que a complexidade do

processo da carcinogénese ndo pode ser explicada unicamente pelas caracteristicas
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supracitadas e que os tumores sdo mais do que massas insulares de células cancerigenas em
proliferacéo.

Nesse cenario, o trabalho de Hanahan & Weinberg (2011) consolidou as principais
capacidades bioldgicas adquiridas pelas células durante o desenvolvimento de tumores, sendo
elas a sustentacdo da sinalizacdo de proliferacdo, a resisténcia & morte celular, a evasao de
supressores de crescimento, a aquisicdo de imortalidade replicativa, a indugdo de
angiogénese, a ativacao de invasdo e metastase, instabilidade genética e mutacao, a promogao
de inflamacéo, a reprogramacdo do metabolismo energético e por fim, a evasdo do sistema

imune (Figura 3).

Figura 3 - As principais caracteristicas adquiridas
pelas células tumorais.
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Legenda: Muitos fatores contribuem para a manutencdo do
microambiente e sobrevivéncia da célula tumoral. Os
mecanismos mais estudados e consolidados atualmente
permeiam as caracteristicas descritas na figura. Adaptado de
Hanahan, 2011.

Neste ano, Hanahan incorporou quatro novos marcadores ao processo tumorigénico:
(1) o desbloqueio da plasticidade fenotipica, (2) a reprogramacéo genética ndo mutacional, (3)
0s microbiomas polimérficos e (4) as células senescentes (HANAHAN, 2022).

A etiologia do cancer de mama esta bem descrita e contempla fatores biologicos,
enddcrinos, a historia de vida reprodutiva e de estilo de vida. Ja esta claro que fatores como
historia familiar de cancer de mama, historia pessoal de doenca proliferativa benigna da
mama, identificacdo de mamas densas a mamografia, exposi¢do a radiacdo, consumo de
alcool, sedentarismo, excesso de peso ou obesidade pos-menopausa, uso de terapia hormonal,
menarca precoce, idade avancada na menopausa e primeiro parto, uso de contraceptivos orais
e nuliparidade estdo associados ao aumento do risco geral de cancer de mama (BERNARD;
CHRISTOPHER, 2020). Em parte, os fatores reprodutivos e hormonais explicam as altas
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taxas de incidéncia vistas mesmo em paises com alto indice de Desenvolvimento Humano
(IDH) (SUNG et al., 2021). O envelhecimento também se consolidou como um fator de risco
importante & luz do aumento nas taxas de incidéncia apos os 50 anos de idade (MINISTERIO
DA SAUDE, 2019).

Em contrapartida, sdo também os fatores reprodutivos as condi¢Ges conhecidas de
protecdo contra a doenca, incluindo a idade avancada para a menarca, a menopausa precoce, 0
maior numero de gestacOes, a idade precoce da gestacdo do primeiro filho e a amamentacéo
(BERNARD; CHRISTOPHER, 2020).

Ainda que causas genéticas sejam consideradas, especialmente para mutacdes em
genes criticos para o reparo do DNA (BRCA1/2), apenas 5-10% dos casos de cancer de mama
tem nessa condi¢do sua causa fundamental. Uma prevaléncia excepcionalmente alta de
mutacdes desses genes é encontrada entre mulheres de heranca judaica Ashkenazi (1%-2,5%),
e explica, em parte, a alta incidéncia em Israel e em certas subpopulagdes europeias (SUNG et
al., 2021).

A patologia do cancer de mama revela uma doenca heterogénea tanto no aspecto
histolégico e molecular, quanto do ponto de vista clinico. Publicagdes da Organizacdo
Mundial da Salde tém catalogadas mais de 20 subtipos da doenca (BERNARD W.
STEWART; WILD, 2014).

O diagndstico e estadiamento precedem de avaliacdo do histdrico clinico, exame
fisico, mamografia diagnostica bilateral e/ou ressonancia magnética e bidpsia para
determinacdo do padrédo molecular do tumor. Em funcéo do tipo de achado, outros exames
complementares, como determinacdo da expressdao do marcador de proliferacdo celular Ki-67,
testes genéticos e PET-SCAN também podem ser recomendados (MACDONALD;
ONCOLOGY; GENERAL, 2022).

A avaliacdo do padrédo molecular do tumor por meio da identificacdo da expressao dos
receptores de estrogénio (RE), progesterona (RP) e do fator de crescimento epidérmico
humano 2 (HER2) tem sido utilizada para predizer a sobrevida e a tomada de decisédo quanto
ao tratamento clinico (BERNARD; CHRISTOPHER, 2020; MACDONALD; ONCOLOGY;
GENERAL, 2022). Os tumores RE e/ou RP positivos e HER2 negativos sdo considerados 0s
de melhor prognostico e sdo os mais frequentemente encontrados na clinica. Novos estudos
epidemioldgicos apontam para um aumento da incidéncia de tumores RE positivos,
provavelmente em funcdo da epidemia da obesidade, dada a associacdo mais forte e
consistente de excesso de peso corporal com esse tipo de cancer (SUNG et al., 2021). Os
subtipos HER2 positivos, independente da expressdo de RE e RP tém um prognéstico
intermediario. Finalmente, os subtipos que ttm RE, RP e HER2 negativos, conhecidos como
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triplo-negativos, sdo considerados, até o momento, de pior prognostico (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019).

A definicdo da estratégia de tratamento é tdo complexa quanto a doenca e é finamente
acertada pela equipe medica em fungdo dos achados clinicos, moleculares e de estadiamento
do paciente, como pode ser visto nas Diretrizes de Pratica Clinica da National Comprehensive
Cancer Network em Oncologia. De maneira resumida, elas abrangem um coquetel
personalizado de drogas para quimioterapia, das quais podemos citar a doxorubicina e o
tamoxifeno, por exemplo, hormonioterapia e/ou terapia-alvo molecular, cirurgia (mastectomia
parcial ou total com possivel abordagem em linfonodos sentinelas e axilares) e radioterapia
(MACDONALD; ONCOLOGY; GENERAL, 2022).

Apesar dos avancos na medicina na area de diagnostico e tratamento, a doenca ainda
é responsavel por um ndmero importante de mortes. Os dados de mortalidade em ambos 0s
sexos destacam o cancer de mama como a quinta causa de mortes em escala mundial, atras do
cancer de pulmao, célon, figado e estbmago, com 685.000 mortes em 2020. Entre mulheres, o
cancer de mama é o responsavel por 1 em cada 6 mortes por cancer e ocupa o primeiro lugar
em mortalidade em 110 paises do globo, incluindo o Brasil (Figura 4) (SUNG et al., 2021).

Figura 4 — Os tipos de cancer com maior mortalidade em mulheres por paises do mundo
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Legenda: Em mulheres, as principais causas de morte por cancer no mundo sdo o cancer de mama e o de colo do
Gtero, seguidos pelo cancer de pulmao. Adaptado de GLOBOCAN, 2021.

Multiplas evidéncias apontam que a prevencdo € um caminho a ser explorado.
Achados na literatura indicam que um tergo a dois quintos dos casos de cancer poderiam ser
evitados por mudancas no estilo de vida e reducdo da exposicdo aos fatores de risco (ROCK
et al., 2020), e uma das ferramentas chave para a prevencdo do céncer € a alimentacdo
adequada.
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1.2 A dieta como estratégia para a prevencdo do cancer: o papel do cha verde e seus
compostos bioativos

A dieta vem se consolidando como fundamental na etiologia e manejo do cancer.
Estudos populacionais indicam que o consumo de pelo menos cinco porg¢des diarias de frutas
e hortalicas reduziria pela metade o risco de desenvolvimento da doenga (BOIVIN et al.,
2009). A importancia da alimentacdo adequada é reforcada em muitos manuais como a
Diretriz para Dieta e Atividade Fisica para Preven¢do do Cancer da Sociedade Americana do
Cancer e o Guia Alimentar para a Populacao Brasileira, do Ministério da Saude. Em ambos, a
adocdo de uma alimentacdo que inclua frutas, vegetais, gréos integrais e fibras, em detrimento
das carnes processadas, bebidas acucaradas, alcool e alimentos ultraprocessados, esta
recomendada (BRASIL, 2014; ROCK et al., 2020).

A dieta saudavel parece exercer um papel importante no cancer de mama. Shaiikh e
colaboradores (2019) propuseram-se a revisar 147 artigos da literatura para investigar a
associacdo da dieta mediterrnea no risco e progressdo da doenca. A alimentagdo
mediterranea é caracterizada pelo consumo de alimentos frescos e naturais como azeite,
frutas, legumes, cereais, leite e queijo e segundo os autores, esse padrdo alimentar pode ser
benéfico tanto para a salde em geral, quanto para protecdo contra o risco e a recorréncia do
cancer de mama. Esse efeito foi atribuido a compostos presentes nessa dieta, com impacto
positivo em biomarcadores inflamatorios, mecanismos de reparo e protecdo do DNA e
controle do estresse oxidativo. Dentre esses compostos, estdo acidos graxos, zinco, selénio e
polifendis como catequinas, resveratrol, compostos organosulfurados, quercetina,
kaempeferol e apigenina (SHAIKH; BRAAKHUIS; BISHOP, 2019).

O Instituto Nacional do Cancer Americano (NCI) ja identificou mais de mil compostos
bioativos em alimentos e estima que pode haver pelo menos uma centena de compostos
diferentes com capacidade protetora em apenas uma porcdo de vegetais (BERNARD W.
STEWART; WILD, 2014).

Os compostos fenolicos, por exemplo, integram uma classe de mais de 8.000
metabolitos secundarios presentes em alimentos de origem vegetal como frutas, vegetais,
pimentas, café, cha, chocolate e vinho (KOCH, 2019). A ocorréncia dos compostos fendlicos
em alimentos pode ser consultada online na base de dados Phenol Explorer e no banco de
dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) (NEVEU et al., 2010).
Harborne (1991) classificou esses compostos de acordo com sua estrutura quimica em dois
grandes grupos: os flavonoides - grupo mais representativo e que responde por 60% da classe
(no qual incluem-se flavonois, flavonas, flavanonas, antocianinas, isoflavonas, catequinas,
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entre outros) e os nao flavonoides (&cidos fendlicos, taninos, curcumina, estilbenos, gingerol,
entre outros) (HARBORNE, 1991).

Recentemente, uma nova classificacdo foi proposta na tentativa de incluir compostos
recém-descobertos que ndo correspondiam aos critérios pré-existentes, com a pretensdo de
hierarquiza-los em seis novas classes. As cinco primeiras sdo caracterizadas pela
complexidade da estrutura molecular em funcdo do nimero de anéis benzeno e do nimero de
carbonos associados a ele, e a sexta classe contempla os chamados fenolicos hibridos e inclui
compostos fendlicos com base estrutural distinta dos outros grupos (TSIMOGIANNIS;
OREOPOULOU, 2019).

A esses compostos ja foram atribuidos efeitos antioxidantes, antitumorais,
antibacterianos, cardioprotetores, anti-inflamatorios, moduladores do sistema imunoldgico,
protetores da pele contra a radiacdo UV, entre outros (TUNGMUNNITHUM et al., 2018).
Dentre os alimentos fonte de compostos bioativos, o cha verde tem despertado interesse de
grupos de pesquisa (LUO et al., 2021; SAFARI et al., 2021; SANTOS et al., 2021).

Os chés sdo as bebidas mais largamente consumidas no mundo, em proporcdes
menores apenas que a agua e, dentre todos, os chas obtidos da Camellia sinensis tém destaque
nas esferas econdémica e medicinal. A Camellia sinensis é uma planta que teve origem no do
sudoeste da China e esta presente na cultura oriental hd cerca de 3.000-5.000 anos.
Atualmente é cultivada para fins comerciais no mundo todo, mas alguns paises detém uma
fatia maior da producdo como a China (40%), a india (21%), o Quénia (7%) e o Sri Lanka
(6%) (ZHANG et al., 2019). No Brasil, a producdo encontra-se em Sao Paulo e no Parang, em
localidades situadas em regides serranas do litoral, com altitude aproximada de 700m do nivel
do mar, onde o clima é similar ao do Japdo e caracteristicas do solo, pluviosidade e
temperatura favorecem o cultivo da planta (YAMAMOTOYAMA, 2022).

O mercado mundial de chas esté avaliado em 15 bilhdes de délares (KUMARI et al.,
2021). Apesar da sua popularidade centenaria na Asia, a bebida é hoje consumida
mundialmente em mais de 160 paises (CHENG, 2019; NISHIYAMA et al., 2010). O mundo
consumiu 2,9 milhdes de toneladas de cha em 2016 e a expectativa para 2021 era de 3,3
milhdes de toneladas (BALAPPANAVAR, 2019).

O beneficiamento da Camellia sinensis da origem a uma grande variedade de chas
como, por exemplo, cha verde, cha branco, chad amarelo, oolong e cha preto. Resumidamente,
0S principais passos do processamento podem incluir secagem natural ou artificial,
desidratacdo, enrolamento das folhas, fixacdo, fermentacdo e torra. Na China, a proporgéo
entre os principais tipos de chas produzidos em 2017 para cha verde, preto, oolong, branco e
amarelo foi de, respectivamente, 67,3%, 20,7%, 10,9%, 1,0% e 0,2%. Como visto, o cha
verde tem predominéncia na producgdo (ZHANG et al., 2019).
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Para a producdo do ché verde, as folhas recém-colhidas séo submetidas a uma etapa
de fixacdo em calor, que pode ser realizada por cozimento a vapor, direto ao fogo em toneis
de metal ou ao forno. As folhas precisam ser submetidas ao calor antes do inicio do processo
natural de oxidagdo pos-colheita, a fim de inativar enzimas oxidantes, processo que conserva
tanto a cor da clorofila, como também os componentes ativos contidos no chd. Apds a
fixacdo, as folhas podem ser enroladas sobre si mesmas e, por fim, secas (ZHANG et al.,
2019).

A composicdo quimica das folhas de ch& verde sofre influéncia de fatores
geograficos e de condi¢bes climaticas de cultivo e o interesse por sua caracterizacao € visto
desde o comeco do século 20 (BRADFIELD; BATE-SMITH, 1950; BRADFIELD, 1947).
Em 1992, o livro publicado por Graham e colaboradores demostrou a predominancia dos
compostos fendlicos na sua composicdo, com cerca de 30 a 42% do extrato seco da planta
composto pelas catequinas. Dentre elas, a galato de 3-epigalocatequina (EGCG) consolidou-
se como a catequina majoritaria, representando aproximadamente 10% do peso seco das
folhas (GRAHAM, 1992) (Figura 5).

Figura 5 - Principais catequinas do cha verde.

preclin e codlin ooy

EC 3 -EC

T | UJLJY

P S )
oo ™ T

O-C

(«»Catequna galatc

[-FEpatoquing galsto
ECG } cG
'
X A OO
- N
Voo oy e « =
{*)Epigafocatequnn («}-Cakcaeasing "
EGC GC

2o @

Galocatogquna galato
aca

Legenda: O cha verde tem muitas isoformas de catequinas,
sendo as mais prevalentes o galato de 3--epigalocatequina
(EGCQG), epigalocatequina (EGC) e epicatequina galato
(ECG). Adaptado de Yong Feng (2006a).



26

Anos mais tarde, com o desenvolvimento de técnicas analiticas, novos compostos do
ché verde puderam ser isolados e identificados e deram énfase a complexidade e riqueza dessa
matriz alimentar. Até mesmo flavondis como kaempeferol, quercetina e miricetina, apesar de
ndo serem o0s principais compostos em chas com pouca fermentacdo, puderam ser
identificados. Centenas de formas de compostos bioativos vém sendo descritos nas variedades
da C. sinensis e a Tabela 1, extraida da revisdo de Zhang e colaboradores (2019), resume 0

perfil quimico do cha verde com alguns dos principais compostos identificados até entéo.

Tabela 1 - Composi¢do quimica do cha verde.

Composto quimico Concentragao Referéncia
(mg/g)
Cafeina 34.86 + 4.32 Yietal., 2015
Teobromina 1.29 £ 0.60 Yietal., 2015
Acido Galico 2.01+0.92 Yietal., 2015
S catequinas 105.85 + 35.69 Wapg etal., 2011
112.72 Yietal., 2015
18.10 Lee & Ong, 2000
Galato o de 3 54.06 +6.83 Vietal 2015
epigalocatequina(EGCG) 50.29 +13.88 Wang et al., 2011
. . 21.06-36.53 Lee & Ong, 2000
Epigalocatequina (EGC) 13.44+10.58 Wang et al., 2011
Epicatequina (EC) 4.90-7.27 Lee & Ong, 2000
7.25+2.26 Yietal., 2015
Galato de epicatequina (ECG) 5.78 +4.18 Wang et al., 2011
5.34-9.97 Lee & Ong, 2000
17.10=+ 3.34 Yietal., 2015
Galato de galatocatequina (GCG) 12.67=+15.14 Wang et al., 2011
17.16=+ 6.73 Wang et al., 2011
. 9.44 +1.97 Yietal., 2015
Galocatequina (GC) 4.02+2.19 Yietal., 2015
. 6.51 +4.47 Wang et al., 2011
Catequina (C) 5.37 +1.73 Yietal., 2015
> Teaflavinas 0.88-5.56 Lee & Ong, 2000
L-teanina* 0.91-1.57 Ning et al., 2016
Quercetina 1.79-4.05 Wang & Helliwell, 2001
Kaempferol 1.56-3.31 Wang & Helliwell, 2001
Miricetina 0.93-1.59 Wang & Helliwell, 2001

Legenda: *Todos os dados foram apresentados com unidade de mg/g, exceto a unidade de L-teanina,
que esta representada em % em peso. Adaptada de Zhang, 2019.

A base Phenol Explorer estima que uma xicara de cha verde (240 mL) ofereca, em
média, 158 mg de catequinas totais e 65 mg de EGCG (ROTHWELL; KNAZE; ZAMORA-
ROS, 2017). No entanto, como o cha é preparado de forma diferente entre as culturas,
variagdes nessa concentracdo sao esperadas. No Japdo e na China, por exemplo, é comum a
infusdo de 2-3 g do chéa verde para cada 100-150 mL de &gua quente, em infusdes que podem

ser repetidas de 4 a 7 vezes. Ja& nas culturas ocidentais, o cha € consumido na forma de sachés
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em infusbes com maiores volumes de agua, como ja foi descrito entre os britanicos (3 g: 235
mL) e americanos (2,25 g: 180-240 mL) (PETERSON et al., 2004). A forma como o cha é
preparado influencia ndo somente no sabor e na aceitacdo da bebida, como também na
quantidade de compostos bioativos extraidos, uma vez que o tempo e a temperatura de
extracdo tém potencial efeito na degradacdo dessas substancias (BANCIROVA, 2010).
Ensaios anteriores do nosso grupo mostraram que o bindmio 80 °C/5min foi suficiente para a
obtencdo de uma infuséo de cha verde rica em compostos fendlicos (SANTOS et al., 2021).

Ap0s a ingestdo, os compostos fendlicos do cha verde s&o rapidamente absorvidos na
porcdo superior do intestino delgado (GAN et al., 2018). Ja foi demonstrado que a
biodisponibilidade das catequinas é inversamente proporcional a sua massa molecular. De
fato, embora o contetido de EGCG (458 Da) presente no ché verde seja 60-80% maior do que
as outras catequinas, seus niveis plasmaticos maximos detectados ap6s o consumo de 200 mg
de EGCG isolada séo da ordem de 0,26 uM. Em contrapartida, a partir da ingestdo da mesma
dose de catequinas menos abundantes e com menor peso molecular, puderam ser detectados
maiores niveis plasméaticos para EGC (306 Da) e EC (290 Da): 0,48 e 0,19 uM,
respectivamente (MENG et al., 2002). O nivel maximo das concentragbes plasmaticas das
catequinas parece ser atingido apds 1-2,5h da sua ingestdo, e em contrapartida a baixa
biodisponibilidade, o EGCG apresenta uma vantagem em relacdo a sua meia-vida (~5h)
quando comparada & EGC e EC (ambas ~3h) (LEE et al., 2002).

A biotransformacado das catequinas acontece diretamente na fase Il do metabolismo,
uma vez que a estrutura dos compostos fenolicos fazem deles substratos desfavoraveis as
enzimas do complexo do citocromo P450. J& foram identificadas versfes metiladas,
glucoronidadas e sulfatadas das catequinas no plasma, produtos das enzimas catecol-O-
metiltransferase, UDP-glucuronoriailtransferase e sulfotransferase, respectivamente (YANG
et al., 2008). Esses metabolitos podem retornar ao trato gastrointestinal através da bile ou,
uma vez ganhando a circula¢do sanguinea, atingir diferentes 6rgaos-alvo. [4-3H] EGCG pode
ser detectado no cérebro, olho, timo, pulméo, coracéo, baco, figado, pancreas, rim, testiculo,
préstata e adrenal de ratos alimentados com essa catequina radioativa, porém a nao
preservacao da radioatividade nos tecidos parece sugerir que os metabdlitos ndo se acumulam
no organismo (KOHRI et al., 2001). Finalmente, as catequinas podem ser secretadas na urina,
ao passo que aquelas ndo absorvidas s@o eliminadas nas fezes (YONG FENG, 2006b).

Além da deteccdo das catequinas no plasma, ja se sabe que a microbiota intestinal
desempenha um importante papel para a biodisponibilidade desses compostos, principalmente
para as catequinas de maior peso molecular, através da fermentagdo e producgdo dos
metabolitos M4, M6 ¢ M6’ (GUO et al.,, 2019). Além disso, os compostos fenolicos
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contribuem para o equilibrio da microbiota intestinal por meio da estimulacdo do crescimento
de bactérias benéficas e inibicdo de bactérias patogénicas, exercendo efeitos semelhantes aos
prebidticos e modulando, assim, todo o ecossistema intestinal (CARDONA et al., 2013).

Uma vez entregues aos tecidos, essas substancias podem exercer fungdes biologicas
com potencial efeito benéfico para a salde, o que fomenta o interesse e a busca por um meio
terapéutico que envolva o cha verde. A literatura coleciona uma variedade artigos originais
gue emergem na tentativa de investigar e demonstrar 0s mecanismos pelos quais 0s
compostos bioativos do ché verde impactam na fisiopatologia do cancer, em especial o cancer
mama (MHATRE et al., 2021; SCHULZE et al., 2017).

1.3 O papel dos compostos bioativos do cha verde no cancer de mama

A comunidade cientifica se dedica a caracterizar os principais alvos bioldgicos do
ché verde de forma a dar suporte ao seu uso como agente terapéutico no futuro (MOCANU et
al., 2015). As atividades bioldgicas dos compostos fendlicos do cha verde, que exercem efeito
sobre o cancer de mama, foram demonstradas em uma variedade de trabalhos na literatura,
incluindo estudos in vitro e in vivo e parecem estar envolvidos na modulacdo de etapas
importantes ao desenvolvimento, manutencdo e progressdo tumoral. Estdo disponiveis ensaios
com as catequinas isoladas, combinadas ou ndo, extratos do cha verde de origem comercial ou
obtidos em laboratério e um apanhado das principais vias de modulacdo da carcinogénese
desses compostos estdo descritos na Figura 6 (SHIRAKAMI; SHIMIZU, 2018).

Figura 6 - Efeitos celulares das catequinas do cha verde na carcinogénese.
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Legenda: Possiveis mecanismos de agdo do cha verde contra o cancer. Adaptado de Shirakami, 2018.
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Um dos mecanismos de acdo mais descritos dos compostos fenolicos do ché verde
esta relacionado a sua capacidade antioxidante, que protege 0 DNA de danos causados por
espécies reativas de oxigénio (ROS) (SANDOVAL-ACUNA; FERREIRA & SPEISKY,
2014). Para promover tal efeito, as catequinas aumentam a atividade de enzimas antioxidantes
como a catalase, a superdxido dismutase e a glutationa peroxidase, que eliminam os ROS
diretamente e, ainda, previnem a formacgdo de radicais livres de hidroxila (XIANG et al.,
2016). Por outro lado, ja foi descrito que o extrato alcoolico de polifendis obtidos do cha
verde foi capaz de aumentar a producdo de ROS em células tumorais MCF-7, um mecanismo
que pode estar associado a inducdo de apoptose (LI et al., 2016b).

As catequinas do ch& verde estdo envolvidas ainda em processos de diferenciacéo,
parada do ciclo celular e apoptose. A exposicdo a 80 uM de EGCG foi suficiente para reduzir
a viabilidade de células tumorais de mama T47D, um processo que parece envolver tanto o
aumento da expressdo de genes pro-apoptéticos como p21, p53, caspase-3 e caspase-9, quanto
a modulacgdo da fungdo mitocondrial que regula a morte celular vista pelo aumento da razéo
Bax/Bcl-2 (MORADZADEH et al., 2017). O EGCG isolado também foi capaz de induzir
apoptose em células MCF-7 por um processo provavelmente mediado pela sinalizacdo de
p53/Bcl-2 (HUANG et al., 2017). Em nivel molecular, a ativacdo da p53 é regulada por
multiplas ligagBes covalentes, como metilacdo, acetilacdo, fosforilacdo e ubiquitinagcdo. A
estabilizacdo da p53 por fosforilacdo é um alvo interessante para terapia anticancer e diversas
evidéncias mostraram que o0s compostos fenolicos podem exercer essa funcdo. Foi
demonstrado em células de cancer de prostata LNCaP que o tratamento com GTP (2,5-10
pg/mL) e EGCG (5-20 uM) ativam a p53 através da acetilacdo de residuos de lisina (Lys373
e Lys382). Esse mecanismo foi associado a inibicdo dose-dependente de enzimas da familia
histona deacetilases da classe I. Esse fendmeno foi dependente da exposicao constante ao cha
verde, uma vez que a descontinuacao do tratamento resultou na perda de acetilacdo da p53 em
ambos os residuos nessas celulas (THAKUR; GUPTA & GUPTA, 2012). Em células
humanas de fibrossarcoma HT-1080, o EGCG (40 e 80 uM) levou a apoptose mediada por
inducdo de p53 e caspases 7 e 9, bem como pelo aumento da razédo Bax/Bcl-2 e inibigdo do
fator de transcricdo NF-kB (LEE et al., 2011). Em celulas de hepatocarcinoma HepG2 (p53
funcional), o EGCG (80 uM) levou a parada do ciclo celular na fase G1, com aumento da
expressao p21 (HUANG et al., 2009).

Outro desafio ao prognostico e tratamento dos tumores envolve 0 processo
metastatico do cancer que engloba etapas como migracdo, adesdo e invasdo de células

transformadas. O remodelamento da matriz extracelular influenciado pela expressdo de
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metaloproteinases (MMPs) é uma etapa critica nesse processo e seu controle parece um alvo
promissor. EGCG e GTP (do inglés Green tea powder) foram associados & indu¢do do mRNA
do inibidor de metaloproteinase-3 (TIMP-3) em células MCF-7 e MDA-MB-231. A indugéo
epigenética de TIMP-3 pode ser um dos principais mecanismos pelos quais as catequinas do
ché verde inibem a expressdo de MMPs (DEB et al., 2015).

Os compostos fenolicos do cha verde interferem também na sinalizagdo hormonal
esteroide, uma etapa importante ao controle do tumor nas células positivas para os receptores
de estrogénio (ER) e progesterona (PR) que tém neles, estimulo ao crescimento. Um grupo de
pesquisadores associados a Damianaki (2000) descreveu a competicdo da catequina e
epicatequina pelos sitios de ligacdo desses esteroides, o que pode explicar a inibicdo da
proliferacdo celular nas duas linhagens de cancer de mama sensiveis a horménios (MCF-7 e
T47D).

Estratégias com vistas a reducdo da toxicidade e resisténcia a quimioterapicos
utilizados para o tratamento do céncer de mama tém sido abordadas através do uso de
compostos fendlicos do cha verde como adjuvante terapéutico. Ja foi demonstrado que
concentragOes fisiologicas do EGCG (1 uM) aumentam a expressao de ERa em células
tumorais de mama MDA-MB-231, tornando-as mais sensiveis ao tamoxifeno (ZENG;
HOLLY & PERKS, 2014). Dados como esse podem suportar, no futuro, a aplicacdo de doses
menores de farmacos, contribuindo para o sucesso do tratamento com reducdo de efeitos
adversos indesejaveis.

Em animais, a acdo quimiopreventiva dos compostos fenélicos do cha verde também
esta descrita. Baliga e seu grupo (2005) mostraram um aumento na razdo Bax/Bcl2, proteinas
apoptéticas envolvidas na via mitocondrial, apds o consumo de 0,2-0,5% de GTP por animais
com cancer de mama (células 4T1). O EGCG também reduziu a angiogénese em modelo
murino de camundongos C57BL/6J enxertados com células tumorais de mama EQ771 através
da diminuicdo da expresséo do fator endotelial de crescimento vascular (VEGF) no tumor. A
inibicdo da angiogénese nesse modelo pareceu especifico uma vez que 0 EGCG ndo exerceu
esses efeitos no tecido muscular ou cardiaco dos animais (GU et al., 2013).

Em humanos, ensaios clinicos foram conduzidos com o objetivo de confirmar os
achados na pesquisa basica. Um estudo com 12 mulheres com biopsia positiva para cancer de
mama elegiveis a mastectomia investigou os efeitos do consumo de 300 mg do ECV (13% de
EGCG) em saché. Apds quatro semanas, uma correlacdo positiva entre 0 EGCG livre no
plasma e a reducdo da expressdo de Ki-67 foi notada (LAZZERONI et al., 2017). Li e

colaboradores (2016) destacaram a necessidade de considerar a influéncia de fatores
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individuais como o status menopausal na avaliacdo dos efeitos do ché verde. O consumo de
ch& parece estar associado a reducdo do risco de cancer de mama em mulheres na pré-
menopausa e aumento de risco na pos-menopausa. Esse achado parece estar relacionado ao
tempo de inicio da exposicdo ao cha, sendo o risco menor em mulheres que iniciaram o
consumo aos 20 anos e maior para aquelas que comecaram ap6s os 50 anos. Os autores
hipotetizam que os efeitos j& descritos para o cha verde na redugdo da proliferacdo celular
podem ser importantes na juventude, quando as células epiteliais experimentam esse
fendmeno de forma mais ativa. Samavat e seu grupo (2017) investigaram o efeito de 12 meses
de suplementacdo diaria com ECV em céapsula (800 mg de EGCG) em 1075 mulheres pés-
menopausadas com alto risco para cancer de mama vista pela avaliagdo da heterogeneidade e
densidade dos tecidos mamarios. Ap6s um ano de suplementagédo, ndo foi detectada diferenca
na densidade mamaéria do grupo de mulheres tratadas em relacdo ao placebo. Efeitos
significativos s6 puderam ser vistos quando a amostra foi estratificada por idade, em mulheres
consideradas jovens (50-55 anos).

Conforme exposto, é grande o conjunto de mecanismos de acdo dos polifendis do
cha verde no contexto do efeito terapéutico no cancer de mama. Contudo, a maioria dos
trabalhos que se debrucaram em estudar os efeitos biolégicos dos compostos do cha verde
parte de extratos padronizados ou de compostos isolados. No entanto, no alimento esses
compostos ndo sdo encontrados homogeneamente dispersos de forma livre, mas como parte
de microestruturas complexas que interferem nos processos de digestdo, absorcdo e
biodisponibilidade (AGUILERA, 2019). Por isso, a atividade bioldgica dos compostos
fendlicos do ché verde requer estudos adicionais, principalmente a partir do uso de matrizes

alimentares.

1.4 O papel da matriz alimentar na atividade biolégica dos compostos bioativos

O interesse recente em explorar as caracteristicas da matriz alimentar deriva do fato
de que as interagdes entre os componentes presentes nos alimentos modificam as propriedades
dos compostos que se comportam de forma diferente da forma isolada (em solucdo, por
exemplo) (PARADA; AGUILERA, 2007).

O termo “matriz alimentar” tem sido descrito como um conjunto complexo de
nutrientes e ndo nutrientes interagindo fisica e quimicamente, que influenciam na liberacéo,
digestibilidade e estabilidade de muitos compostos alimentares (OLIVEIRA; AMARO,;

PINTADO, 2018). A matriz alimentar também tem impacto na digestdo e absorcdo de
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compostos, e por isso, a bioacessibilidade de nutrientes (fracdo liberada durante a digestéo) e
a biodisponibilidade (fracdo efetivamente absorvida) séo diretamente influenciadas por ela
(MELSE-BOONSTRA, 2020). Por exemplo, a composicado da matriz alimentar e a interacao
entre compostos fenolicos e outros componentes da propria dieta (proteinas, gorduras,
carboidrato e fibra), bem como a tendéncia dos compostos fenolicos em construir complexos
com proteinas, interferem em sua biodisponibilidade (ARFAQOUI, 2021).

A literatura da ciéncia de alimentos e nutricdo vem tentando classificar as matrizes
alimentares e descrever suas principais caracteristicas. Alguns exemplos incluem as matizes
liquidas, matrizes de emulsdo, em gel, matrizes celulares, viscoelésticas, densas, porosas,
entre outras. As diferencas entre as matrizes alimentares sdo as grandes responsaveis pelo
desempenho e potencial de salde de produtos alimenticios com composicdo quimica
semelhante. Esse fenomeno foi genericamente chamado de “efeito da matriz alimentar”
(AGUILERA, 2019).

S&o essas evidéncias que explicam porque nenhum composto isolado pode substituir
a combinacdo de fitoquimicos naturais em frutas e vegetais para alcancar os beneficios para a
salde e propbem que os compostos bioativos sdo mais bem adquiridos através do consumo de
alimentos (KAPINOVA et al., 2017a; LIU, 2004; WANG et al., 2011).

Por outro lado, o processamento a que o alimento é submetido promove mudancas
importantes nas estruturas das matrizes alimentares, particularmente em seu estado fisico,
quimico, estado de agregacdo ou dispersdo, entre outros. Quanto mais o alimento in natura é
processado, mais ele perde sua coesdo com a matriz original e a0 mesmo tempo, seu potencial
terapéutico (FARDET, 2015; IFIE; MARSHALL, 2018).

Um estudo anterior do nosso grupo pretendeu estudar a atividade antitumoral do cha
verde a partir da sua matriz alimentar, através da exposicdo de duas linhagens de cancer de
mama a um extrato produzido em nosso laboratério. O ECV demonstrou eficiéncia seletiva na
reducdo da migracéo e viabilidade celular de células tumorais de mama MCF-7 e MDA-MB-
231. Especula-se que um dos mecanismos pelos quais 0 ECV exerce os efeitos nessas células
seja por meio da modulacdo da p53, tendo em vista 0 aumento na expressdo dessa proteina e
de em um de seus alvos, a p21, na linhagem MCF-7. De forma interessante, um efeito oposto
foi provocado nas células MDA-MB-231 tratadas, nas quais 0s niveis de p53, neste caso em
sua forma mutante, estavam reduzidos (SANTOS et al., 2021).

Todavia, é necessaria uma investigacdo criteriosa dos mecanismos pelos quais o
ECV influencia no processo tumoral do cancer de mama em modelos mais robustos. Na

cultura de monocamada ou cultura de células bidimensional (2D), as interacGes célula-célula e
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celula-matriz extracelular sdo limitadas. Por outro lado, os modelos in vivo que tém uma clara
vantagem sobre os modelos in vitro, podem ndo representar as condi¢fes encontradas em
humanos. A lacuna deixada por esses dois modelos experimentais levou ao desenvolvimento
da cultura de células tridimensionais (3D), que integra a reprodutibilidade dos modelos 2D

com parte das condigBes encontradas nos tumores in vivo (HOARAU-VECHOT et al., 2018)

1.5 Cultura tridimensional de células como modelo para o estudo do cancer de mama

Desde sua descoberta, no inicio do século XX, quando Harrisson (1906)
demonstrou sucesso em estabelecer uma cultura de nervos a partir do isolamento de
fragmentos de tecidos de embrides de sapos, a cultura de células em monocamada (modelo
bidimensional, 2D) sustenta a pesquisa basica em oncologia.

Todavia, tecidos e 6rgdos sdo tridimensionais, e por isso, as desvantagens em relacao
ao uso de culturas 2D comecaram a ser questionadas. As células cultivadas dessa forma
perdem sua polaridade, fenbmeno que altera a resposta de processos biolégicos como a
apoptose, por exemplo. Outras desvantagens incluem o acesso ilimitado a oxigénio,
nutrientes, metabdlitos e moléculas de sinalizacdo celular e alteracBes na expressao génica nas
celulas. O ambiente 2D ndo representa a estrutura nativa dos tumores, em especial as
interacOes célula-célula e célula-ambiente extracelular. H& que ser levada em consideragdo
gue essas interacdes SA0 necessarias em processos importantes a carcinogénese, em especial a
diferenciacdo, proliferacdo, expressdo de genes e resposta a compostos com finalidade
terapéutica (KAPAELCZYNSKA et al.,, 2018). Todos esses achados incentivaram nosso
interesse pelo estudo do cultivo tridimensional (3D).

Atualmente, a cultura 3D tem sido utilizada principalmente em pesquisas para
triagem de compostos com potencial anticancer e diferentes abordagens podem ser
empregadas para a geracdo de culturas 3D a partir de uma suspensdo de células tumorais
(MILLARD et al., 2017). Métodos que envolvem a agregacao de células em superficies ndo
aderentes, como acontece, por exemplo, com revestimento de metacrilato de poli-hidroxietila
(poli-HEMA) ou agarose séo consideradas opcdes de baixo custo e fécil estabelecimento em
laboratdrio. Outra abordagem utilizada é o método de hanging drop, no qual as células séo
dispensadas em uma gota de meio suspensa e a formacdo das interacdes celula—célula ¢
favorecida pela acdo gravitacional. As culturas 3D também podem ser geradas pela cultura de
células com agar, com Kkits comerciais com base em esferas magnéticas, com base em

materiais porosos para suportar o crescimento de estruturas 3D, ou ainda, como resultado de
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procedimentos de agitacdo em meio especifico. De acordo com a caracteristica morfoldgica
da célula, pode ser necessaria adicdo de proteinas da matriz extracelular para a iniciacdo da
cultura (LOVITT; SHELPER & AVERY, 2014).

Grande parte dos modelos de cultura de células 3D tem forma esférica e a palavra
"esferoide™ é comumente usada para nomear o agregado celular. Sua conformacdo espacial
permite a reproducdo mais adequada de processos fisicos e bioquimicos ocorridos no
ambiente tumoral in vivo, quando comparado ao cultivo celular em monocamada (KAUSHIK;
PONNUSAMY & BATRA, 2018).

A cultura 3D exibe trés caracteristicas fundamentais dos tumores in vivo: 1) um
crescimento celular heterogéneo com a presenca de células em proliferacdo na periferia, em
torno de um anel de células quiescentes e um nucleo de necrose (core necrético); 2) gradientes
de pH, nutrientes, metabdlitos e de oxigénio da periferia para o centro e 3) a presenca de uma
matriz extracelular (que pode ser mais ou menos complexa de acordo com a técnica utilizada
para a producéo da cultura) (Figura 8) (COSTA et al., 2016; MILLARD et al., 2017; NYGA,
CHEEMA & LOIZIDOU, 2011).

Figura 7 - Representacdo esquematica da cultura tridimensional.
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Legenda: A camada mais superficial é marcada por células em alta proliferacdo celular (zona proliferativa),
enquanto a camada média apresenta células em estado de quiescéncia. Na camada central do esferoide, também
denominada core necrético, encontramos células mortas por hipéxia. Adaptado de Millard, 2017.

Além disso, em culturas tridimensionais, caracteristicas da morfologia e a
polaridade celular de células previamente cultivadas em 2D podem ser restauradas. Outro
atributo importante da cultura 3D € a sua semelhanga com celulas que crescem in vivo em
termos de topologia celular, expressdo génica, sinalizacdo e metabolismo. Sendo assim, 0s

modelos tridimensionais sdo ferramentas eficientes na predigdo de respostas in vivo, na
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possibilidade de rastreio simultdneo de pardmetros muitas vezes inaplicavel in vivo e na
investigacdo do papel da matriz na carcinogénese. O aumento da pesquisa em ambiente
tridimensional deve promover avancos na engenharia de tecidos, além de facilitar o
desenvolvimento e a triagem de novas terapias anticancer (YAMADA & CUKIERMAN,
2007).
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2 JUSTIFICATIVA

As neoplasias, incluindo o cancer de mama, sdo um desafio a satde publica em escala
global. As estatisticas epidemioldgicas para cancer traduzem a dimensdo da doenca: a
Organizagdo Mundial da Saude, em seu ultimo levantamento apontou para a ocorréncia de 2,3
milhGes de novos casos em todo o mundo em 2020. De forma surpreendente, o cancer de
mama ja ocupa o primeiro lugar no ranking de mortalidade em mulheres apesar dos avangos
no tratamento e diagnostico da doenca.

Em paralelo, ja esté claro que o consumo regular de alimentos de origem vegetal como
o chd verde, fonte de compostos fendlicos, estd associado a redugdo do risco de
desenvolvimento da doenca. Contudo, ha ainda a necessidade de estabelecer um consenso
cientifico que dé suporte a utilizacdo desses compostos, ndo somente de maneira isolada, mas
também na forma como se apresentam na matriz alimentar uma vez que nesse estado seus
componentes experimentam interacdes aditivas, sinérgicas ou antagdnicas que podem alterar
suas propriedades fisiologicas.

Nesse cenario, € necessaria a investigacdo do papel da matriz do cha verde na
carcinogénese em modelos que melhor mimetizem a arquitetura tumoral em termos de
topologia celular, expressdo génica, sinalizacdo e metabolismo como é o caso das culturas
tridimensionais.

O cha € uma bebida largamente consumida no mundo, possui baixo custo de producédo
e é de facil acesso. Portanto, a investigacdo do potencial antitumoral do cha verde em modelo
tridimensioanl de cancer de mama permitira uma ampliacdo do conhecimento acerca dos
mecanismos moleculares envolvidos e possivelmente trard expectativas para as terapias

anticancer.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a atividade antitumoral do extrato de cha verde (ECV) sobre células

tumorais de mama humana MCF-7 cultivadas em modelo tridimensional.

3.2 Objetivos especificos

= Avaliar os efeitos do ECV sobre os pardmetros de morfologia, crescimento,
viabilidade e migracéo celular dos esferoides de MCF-7;

= Avaliar efeitos do galato de 3-epigalocatequina (EGCG) sobre os esferoides e
compara-los aos efeitos do ECV;

= Explorar os possiveis mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos promovidos
pelo ECV, com foco na proteina p21;

= Verificar a citotoxicidade do ECV em esferoides de uma linhagem ndo-tumoral de
mama (MCF-10A);

= Estabelecer um xenoenxerto das células MCF-7 em modelo in vivo para investigacdo
futura dos efeitos do ECV no cancer de mama.

= Avaliar os efeitos do ECV na progressao de tumores de xenoenxerto de células MCF-7

em modelo murino.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico e a agua foi obtida com um sistema
Milli-Q Millipore (Bedford, MA, EUA). O reagente de Alamar Blue® foi adquirido da
Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). Da Thermo-Fisher Cientific (Saint Louis, MO, EUA) foram
adquiridos a tripsina, antibidticos (penicilina e estreptomicina), soro fetal bovino, suplemento
de crescimento epitelial mamario (MEGS), meio Dulbecco’s Modified Eagle's Medium
(DMEM) e Prolong Diamond. Os anticorpos anti-p21 (12D1), e os conjugados Alexa Fluor®
488 e Alexa Fluor® 647 foram adquirido da Cell Signaling Technology (Danvers, MA, EUA).
Os padrbes de catequinas foram adquiridos da Indofine Chemical Co (Hillsborough, NJ,
EUA). A agarose foi adquirida da KASVI (Sdo José dos Pinhais, PR, BR). O meio de
montagem Ver-Mount foi adquirido da EasyPath Diagndsticos (Indaiatuba, SP, BR). O kit de
imunocitoquimica Novolink foi adquirido da Leica Biosystems™ (Buffalo Grove, IL, USA).
A solucéo Trilogy™ foi adquirida da Cell Marque Tissue Diagnostics, Merk (Rocklin, CA,
USA). O Matrigel Matrix® e a Mitomicina C foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical
Co (Saint Louis, MO, EUA).

4.2 Obtencao do extrato de cha verde

Uma marca comercial de cha verde (Camellia sinensis) torrado no forno, cultivado em
duas regides montanhosas da costa brasileira, onde o clima é semelhante ao do Japdo e cujo
processamento emprega tecnologia japonesa foi adquirida no mercado local do Rio de
Janeiro. Para a obtencdo do extrato aquoso, as folhas secas foram submetidas a infusdo em
agua destilada em recipiente de vidro, na propor¢do de 1 g:40 mL, a 80 °C £ 2 °C durante 5
minutos. A temperatura foi aferida com termdmetro (Incoterm®) posicionado na parte
mediana do recipiente. A mistura foi mantida sob agitacdo constante com vista a0 aumento da
eficiéncia de extracdo dos compostos fendlicos (NISHIYAMA et al., 2010). O extrato foi
resfriado a temperatura ambiente, filtrado em papel de filtro, centrifugado e o sobrenadante
armazenado a -80 °C. Em seguida, foi procedida liofilizacdo no liofilizador de bancada

Terroni LD 3000. O extrato seco obtido foi triturado e armazenado a -20 °C ao abrigo da luz.
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4.3 Caracterizacao das catequinas do ECV

A determinacdo dos teores das catequinas no extrato de cha verde foi realizada
através de analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Foi usada uma
coluna C18 (Kromasil). A fase movel adotada para este estudo foi acido formico 0,3%,
acetonitrila 1% em 4gua e o fluxo foi de 0,3 mL/min. Foram utilizados como padrfes
amostras de catequina (C), epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), galato de 3-
epigalocatequina (EGCG) e epicatequina galato (ECG). O comprimento de onda de absorcéo
foi 280 nm e o volume de injecdo da amostra foi de 10 pL. Os picos na amostra foram
identificados comparando seu tempo de retencdo e espectro ultravioleta com aqueles dos
padrdes de referéncia. A quantificacdo das catequinas foi realizada a partir da area sob a curva

do pico.

4.4 Cultura de células

As linhagens tumorais de mama MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas em meio
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) contendo 4,5 g/L de glicose, suplementado com
2,0 g/L de HEPES, 3,7 g/L de bicarbonato de sodio, 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
antibidtico (penicilina/estreptomicina). A cultura foi submetida a no maximo, 20 passagens. O
cultivo da linhagem ndo tumoral MCF-10A foi realizado no meio previamente descrito
adicionado de 1% do suplemento Mammarian Epithelial Growth Supplement (MEGS)
Gibco®. As culturas foram mantidas a 37 °C em uma atmosfera umidificada contendo 5% de
CO..

4.5 Cultura tridimensional de células

As linhagens MCF-7 e MCF-10A produzem esferoides espontaneamente quando
cultivadas em ambiente adequado. Para a formagéo desses esferoides, foi adotado o protocolo
descrito por Friedrich e colaboradores (2009) com pequenas adaptacdes. As células cultivadas
em monocamada foram enzimaticamente destacadas com tripsina e plaqueadas em uma
concentracdo de 5,0 x 10% e 1,0 x 10° células/mL respectivamente, para MCF-7 e MCF-10A.
Para impedir a adesdo das células, as placas foram previamente revestidas com 1% de agarose
em no maximo 24h antes do uso. Em seguida, as células foram sedimentadas no fundo dos

pocos por centrifugacdo a temperatura ambiente por 10 minutos a 1.000 RPM. As placas
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foram incubadas em condicdo padrdo de cultura de células (37 °C, 5% de CO, em ambiente
umidificado) durante 72h. Para os experimentos, esferoides com diametro médio de

aproximadamente 300 a 450 um foram utilizados.

4.6 Curvas de crescimento dos esferoides

Os esferoides obtidos foram acompanhados durante quinze diasa partir do dia do
plagueamento. Metade do meio de cultura era substituido a cada 3 ou 4 dias. As imagens
foram capturadas a cada 24h com ampliagdo de 10x, utilizando o software Lumenera®. As
éreas das imagens foram quantificadas pelo software ImageJ® versao 1.43p. As anélises foram

feitas em triplicata.

4.7 Tratamento dos esferoides com o ECV ou EGCG

Os esferoides das linhagens MCF-7 e MFC-10A foram expostos ao ECV no quarto dia
da iniciacdo, substituindo metade do volume final de cada poco. A solucdo de ECV foi
preparada no préprio meio de cultura e filtrada em filtro 0,22 um para garantir a esterilidade.
As concentracdes de escolha partiram de ensaios prévios do grupo em cultura 2D, nos quais
foram determinados os valores 1Cso24n do ECV. Foram adotados os valores que representam o
ICso £ 2 desvios padrdes do ECV para linhagem MCF-7, a saber: 162 pg/mL, 324 pg/mL, 648
pg/mL, 1296 pg/mL e 2592 pg/mL. Os esferoides foram expostos a estas concentracfes
durante 24h e 48h. Para o tratamento com a EGCG, uma solucdo estoque de EGCG
(10mg/mL) foi preparada em agua deionizada e esterilizada por filtracdo em filtro 0.22 pum.
Para as concentracGes do estudo (62,5 pg/mL, 31,2 pg/mL, 16,6 pg/mL e 7,8 pg/mL), o
ECGC estoque foi diluido no préprio meio de cultura.

Para o pre-tratamento, os esferoides foram expostos as concentracdes do ECV desde o

primeiro dia de iniciag&o.

4.8 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade por reducdo de Alamar Blue® baseia-se na capacidade
metabolica das enzimas mitocondriais das células vidveis de reduzir a resazurina, principal
componente do reagente, a resorufina, um composto de alta fluorescéncia que pode ser

quantificado (BONNIER et al., 2015). Para as analises em cultura 3D, o protocolo foi
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adaptado de EILENBERGER et al., (2018). Assim que decorrido o tempo de tratamento com
ECV ou EGCG, os esferoides foram transferidos para uma nova placa néo revestida que foi
centrifugada a 400 RCF durante 10 minutos a 24 °C. O meio foi entdo descartado e 0s
esferoides, agora aderidos ao fundo do poco, lavados com Tampéo Fosfato-Salino (PBS). Os
esferoides foram entéo expostos a uma solucao de 10% do reagente de alamar diluido no meio
DMEM suplementado com 2% de SFB pelo periodo de 24h a 37 °C em uma atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,. Posteriormente, transferiu-se 200 uL do sobrenadante para
uma nova placa e procedeu-se & leitura no equipamento Biochrom® Asys UVM340 a 570 nm

e 600 nm, sendo os dados expressos em percentual de viabilidade em relagdo ao controle.

4.9 Ensaio de migracao celular

Os esferoides foram obtidos conforme descrito previamente. Para o ensaio de
migracdo foi adotado o protocolo descrito por Vinci e colaboradores (2013) com adaptacdes.
Com 4 dias de idade, as esferas foram individualmente transferidas para uma placa de 24
pocos contendo diferentes concentracbes de ECV (162 pg/mL, 324 pg/mL, 648 pg/mL).
Como medida para conter a proliferacdo celular, a propor¢do de SFB foi reduzida a 2% e o
meio foi adicionado de 0,5 ug/mL de mitomicina C. Foi feita captura de imagens nos tempos
(t) 0 h, 24h, 48h e 72 h com ampliagdo de 10x, utilizando o software Lumenera®.

4.10 Inclusédo dos esferoides em agarose e parafina

Os esferoides integros foram corados com azul de toluidina 1% diluido em PBS
durante 5 minutos. Em seguida, foi feita fixacdo em solucdo de paraformaldeido a 10% em
PBS por 1 h.

A inclusdo desses esferoides em agarose foi feita de acordo com o protocolo
estabelecido por Ivanov e colaoradores (2017). O processo esta ilustrado na Figura 8. Um
molde foi construido em impressora 3D com filamento do tipo PLA (&cido poliatico) a partir
do arquivo Mold-maker disponibilizado pelos autores. Inicialmente uma solucdo de agarose a
2% foi acomodada em um molde de incluséo de aco inox de 30x25x5 mm. O molde 3D
embebido em 06leo mineral foi encaixado sobre a agarose. Apos solidificacdo completa da
agarose, o molde foi retirado e os esferoides acomodados na forma de acordo com a
orientacdo dos pocos. Para selar a estrutura, uma camada de agarose liquida foi adicionada e

mantida por 2 minutos a temperatura ambiente para solidificacdo. As placas obtidas foram
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recortadas com bisturi para melhor acomodagdo no cassete histologico e mantidas

completamente imersas agua destilada até a inclusdo em parafina.

Figura 8 - Esquema de incluséo de esferoides em agarose.

Encaixe do molde Remogdo do molde Transferéncia Adicdo de agarose
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posicionados

Legenda: A inclusdo dos esferoides em agarose € feita a partir da deposicéo de agarose liquida em formas de ago
para histologia e encaixe do molde 3D. Uma vez que a agarose esfria e gelifica, o0 molde é removido e os
esferoides sdo carregados nos po¢os formados na agarose. O molde é selado com agarose semiliquida. Adaptado
de IVANOV, 2016.

A inclusdo em parafina foi realizada em colaboracdo com a equipe de suporte a
pesquisa basica e clinica da divisdo de patologia (DIPAT) do Instituto Nacional do Céancer
(INCA). Os cassetes contendo as placas de agarose com os esferoides foram submetidos a
desidratacdo, ficando submersos por 2 horas em uma bateria de alcool em diferentes
concentragdes (30%, 50%, 70%, 80%, 90% e 100%). Em seguida, foram feitos dois banhos de
1 h em xilol para remogdo do alcool.. A inclusdo em parafina foi feita em trés banhos de 6
horas a 60°C. Os cassetes foram entdo deixados a temperatura ambiente para solidificacdo da
parafina. Todo o processamento de inclusdo em parafina foi automatizado. Ap6s o
emblocamento, cortes de 3 micras de espessura foram montados sobre uma gota de balsamo

em laminas de vidro silanizadas.

4.11 Hematoxilina-eosina

Para visualizacdo das caracteristicas estruturais gerais do tecido a coloragcdo de
hematoxilina-eosina foi realizada em colaboracdo com a equipe de suporte a pesquisa basica e
clinica da divisdo de patologia (DIPAT) do Instituto Nacional do Cancer (INCA).

As laminas foram desparafinadas e hidratadas em submetidas a quatro banhos em
xilol e alcool por 3 minutos cada. Apds uma lavagem em &gua destilada, as laminas foram
expostas ao corante hematoxilina por 4 minutos. Uma lavagem de 10 minutos em agua
destilada foi realizada para retirada do primeiro corante e em seguida foi feita exposigéo a
eosina alcodlica por 3 minutos. Apos lavagem em agua corrente, os cortes foram submetidos a
um novo ciclo de desidratacdo (seis banhos em alcool etilico) e clarificacdo (seis banhos em

xilol) e montados em Iamina com balsamo do Canada.
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4.12 Investigacao de proteinas de interesse

4.12.1 Imunofluorescéncia

As laminas previamente desparafinadas foram reidratadas em &gua destilada por 10
min e em seguida foi executado o protocolo adaptado de Ghosh et al., 2017. A exposicao
antigénica foi feita em estufa a 37°C por 2 min com tripsina (0,05%). Apos lavagem com
TBS-T (TBS + 0,1% de tween-20 pH 7,4), as laminas foram tratadas com triton x-100 (0,2%)
por 10 min. O bloqueio de ligagdes inespecificas foi realizado por 20 min em solucéo a 2% de
albumina. Seguiu-se a marcacdo com o anticorpo primario anti-p21 em solucdo de bloqueio
por 1h, a 37°C. Apos trés lavagens de 5 min com TBS-T foi feita incubacdo com os anticorpos
secundarios Alexa Fluor® 647 em solugéo de blogueio por 30 min, a 37 °C, sob protecdo da
luz. Um novo ciclo de 3 lavagens foi feito e as laminas foram incubadas com marcador
Hoechst 1 mg/mL (1:1000) por 10 minutos a temperatura ambiente sob protecdo da luz. As
laminas foram novamente lavadas e montadas sobre uma gota de Prolong Diamond para
analise. Para aquisicdo das imagens, foi utilizado microscépio de fluorescéncia EVOS® FI

com um aumento de 20x.

4.12.2 Imunohistogquimica

A investigacdo da expressdo da proteina Ki-67 por imunohistoquimica foi realizada
em colaboracdo com a equipe de suporte a pesquisa basica e clinica da divisdo de patologia
(DIPAT) do Instituto Nacional do Céancer (INCA).

Os cortes foram desparafinados em uma sequéncia de seis banhos de xilol e alcool
etilico e reidratados em agua corrente por 5 minutos. A recuperacao antigénica foi realizada
através da imersdo dos cortes em Solucdo de Trilogy™ 1% por 30 minutos a 98°C. Apds o
resfriamento, as laminas foram submetidas a trés ciclos de lavagem com TBS por 5 minutos.
Foi feito bloqueio da peroxidase enddgena, seguida do bloqueio de liga¢bes inespecificas

utilizando os reagentes do kit Novolink™

de acordo com as recomendag0es do fabricante. Os
cortes foram entdo incubados com o anticorpo primario ki-67 overnight a 4°C, seguido de
incubacdo com as solugdes pos-priméario e polimero do mesmo fabricante. A reacdo foi
revelada com a solucdo 3-3-diaminobenzidina (DAB) e contracoradas com coloragdo de

hematoxilina-eosina seguindo 0s protocolos convencionais. Apos lavagem em agua corrente,
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os cortes foram submetidos a um novo ciclo de desidratacdo (seis banhos em alcool etilico) e

clarificagdo (seis banhos em xilol) e montados em I&mina com balsamo do Canada.

4.13 Investigacao dos efeitos do ECV in vivo

Os efeitos do ECV foram testados em fémeas de camundongos Balc/c nude mantidas
no biotério do INCA. A escolha desses animais foi baseada na sua capacidade de desenvolver
tumores enxertados, dada sua supressao imunologica. Ap6s ambientacdo, 10 animais foram
divididos em dois grupos: (1) grupo quimioprevencdo (receberam 0,5% de ECV ofertado na
agua de beber 15 dias antes da iniciacdo do tumor) (n=5) e grupo controle (receberam agua

durante todo o tempo do experimento) (n=5) conforme indica a Figura 9.

Figura 9 - Desenho experimental
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Para estabelecimento dos xenotransplantes, os animais receberam 200pL de uma
solucéo contendo 2,5 ou 5,0 x 10° células/mL (MDA-MB-231 ou MCF-7) em suspensio em
Matrigel® Matrix (1:1), através de injecdo subcutanea com seringa de 1 mL em um dos
flancos. O volume dos tumores foi medido semanalmente com paquimetro digital Digimess
(300 mm, escala de 0,01 mm). O peso dos animais foi monitorado semanalmente com balanga
digital (123Util, 10 kg, escala de 1 grama) e os animais foram acompanhados por 7-10

semanas. Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados. Os experimentos foram
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conduzidos de acordo com as normas brasileiras de protecdo e bem-estar dos animais e o0 pré-
projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais Comité do INCA tendo sido

aprovado conforme parecer n°® 04/2020 (Anexo A).

4.14 Analise estatistica

As diferentes condicGes experimentais foram comparadas usando a andlise de
variancia unidirecional (ANOVA) seguido do pos-teste de Tukey. Em todos os casos, o valor
de p<0,05 foi aceito como estatisticamente significativo e os dados foram analisados usando o
GraphPad Prism Software v6.01.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARTE I: Atividade antitumoral do ECV em cultura tridimensional de cancer de
mama

5.1.1 Estabelecimento e caracterizacdo da cultura tridimensional de cancer de mama

Para os ensaios em cultura 3D, a linhagem tumoral de mama MCF-7 foi selecionada
pela sua capacidade espontanea de geracdo de esferoides, facilitada pela presenca de fortes
interacdes célula-célula. Essa capacidade de crescer de forma independente de ancoragem €,
inclusive, considerada como um preditor classico de tumorigenicidade (SACHINIDIS et al.,
2000). A MCF-7 foi uma das primeiras linhagens estabelecidas de cancer de mama e nela a
proteina p53 é expressa em seu estado selvagem, possibilitando o estudo de suas funcdes e
alvos na célula. A MCF-7 foi inicialmente isolada de metéstase de derrame pleural que possui
caracteristica luminal, RE" e RP* (HOLLIDAY; SPEIRS, 2011; KENNY et al., 2007).

O método escolhido para estabelecimento da cultura 3D baseou-se no revestimento
das placas de cultivo com agarose, um polimero natural que impede a fixacdo celular a
superficie do material, incentivando assim, a aglomeracao e adesdo das células umas as outras
e a formacdo das estruturas esféricas (FRIEDRICH; EBNER; KUNZ-SCHUGHART, 2007).
Apesar de laborioso, € um método simples, de baixo custo e adaptdvel a maioria das
configuragdes de laboratérios. O estabelecimento dessa cultura em nosso laboratério foi
inicialmente desenvolvido em um estudo anterior do nosso grupo (THEMISTOCLES;
THOMAZ-SILVA, 2020).

A morfologia das células cultivadas usando esta técnica é substancialmente diferente
em comparacdo com o tradicional método de monocamada. Na cultura 2D, as células MCF-7
crescem em formato de cachos enquanto se espalham pela superficie até a confluéncia
completa. Ja no arranjo tridimensional, observa-se a agregacdo das células em forma de um
esferoide uniforme e homogéneo, firmemente compactado (Figura 10).

Figura 10 - Morfologia da célula MCF 7 em cultura 2D e 3D.

Legenda As |magens de microscopia Optica capturadas em nosso
laboratério mostram como a morfologia das células MCF-7 difere
substancialmente quando cultivadas em ambiente 2D (A) e 3D (B). As
imagens foram obtidas com um aumento de 20x (A) e 10x (B) e as barras
de escala estdo mostradas em cada figura.
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As células cultivadas em 2D normalmente crescem continuamente, conquanto haja
nutrientes e espacgo para fazé-lo, mas as culturas 3D ndo seguem o0 mesmo padrdo. Por esse
motivo, inicialmente foram conduzidos experimentos para caracterizar a cinética de
crescimento e a densidade ideal de células necessarias a iniciacdo de um esferoide compativel
com a literatura. A sedimentacéo de 5 x 10° células/mL foi suficiente para a obtencdo de
esferoides tipicos, observados ao terceiro dia de iniciagdo, como mostra a Figura 11.

Figura 11 - Perfil de crescimento dos esferoides de MCF-7.
D5

D13

Legenda: 5,0 x 108 células/mL foram sedimentadas por centrifugacdo em placas previamente revestidas
com 1% de agarose. As células foram mantidas a 37 °C, 5% de CO, em ambiente umidificado. Os
esferoides foram acompanhados durante 3 semanas a partir do dia de iniciagdo e as imagens foram
capturadas a cada 24h com ampliacdo de 10x, utilizando o software Lumenera®(n=3).

A anélise da figura acima mostra como a morfologia esférica mudou ao longo do
periodo de cultivo. Entre os dias 6 e 7 de idade, com diametro médio de 300um, os esferoides
comecaram a apresentar uma area central escurecida vista a microscopia Optica. Com 0
tempo, essa regido aumentou e, a partir do décimo dia de cultivo tornou-se estdvel em
tamanho. Simultaneamente, com 0 aumento da area escura da regido medular, a regido
cortical apresentou brotamento celular. A presenca dessas estruturas notada entre os dias 10 a

14 fizeram com que os esferoides assumissem um arranjo menos esférico, com bordas
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heterogéneas. Um fendmeno semelhante foi visto por com cultivo 3D de células MCF-7 em
placas hidrofobicas (DO AMARAL et al., 2011).

A classificacdo da morfologia das colonias de células mamarias em cultura 3D se
divide em quatro grupos distintos. A linhagem MCF-7 esta incluida na classe de massa, a qual
forma coldnias com nucleos desorganizados e fortes interaces célula-célula (KENNY et al.,
2007).

A analise da area dos esferoides estad exposta na Figura 12. Nota-se que durante 0s
primeiros 7 dias em cultura os esferoides exibiram caracteristicas de crescimento exponencial

atingindo um platd no dia 8 da iniciag&o.

Figura 12 - Cinética de crescimento dos esferoides da linhagem MCF-7.
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Legenda: As areas das imagens foram quantificadas pelo software ImageJ®. Os valores foram
expressos em média + desvio padrdo, comparando cada &rea em relagdo ao D3 (n=3). Foram
considerados estatisticamente diferentes (*) aqueles em que p< 0,05 segundo o teste One Way
ANOVA.

As culturas tridimensionais de células possuem caracteristicas que as tornam
semelhantes aos tumores in vivo e a idade ideal para inicio dos experimentos levou em conta o
momento em que esses esferoides passassem a exibi-las.

Com 4 dias de idade e um tamanho médio de 300 a 400um, ja foi possivel observar o
inicio de uma das primeiras caracteristicas da cultura 3D: a presenca de células com diferente
perfil proliferativo. Na Figura 13 esta caracterizada a expresséo de Ki-67, uma das principais
proteinas marcadoras de proliferacdo celular. Nota-se a presenca de uma area medular com
menor atividade proliferativa, cercada por células com maior expressdo de Ki-67. A formacéo
do core com células com menor atividade proliferativa fica mais evidente a medida que a

idade do esferoide avanca (dados ndo mostrados).
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Figura 13 - Expressédo de Ki-67 nos esferoides de MCF-7 com 4 dias de cultivo.
Ki-67 HE
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Legenda: A expressdo da proteina ki-67 foi investigada por iminohistoquimica nos esferoides com quatro
dias ap6s o inicio da cultura tridimensional (A). No destaque, a expressdo da mesma proteina em amigdalas
foi usada como controle positivo. Os esferoides também foram corados pela técnica de hematoxilina-eosina
para melhor visualizag8o das caracteristicas estruturais gerais do tecido (B) (n=1).

Devido a logistica de crescimento em uma conformacéo tridimensional, as células do
centro do esferoide ndo recebem oxigénio e nutrientes na mesma extenséo que as da periferia
e por isso morrem como consequiéncia da hipdxia e subnutricdo, o que culmina na formacao
de um core necrético, fenébmeno semelhante ao ambiente tumoral in vivo (DECARLI et al.,
2021). Estudos anteriores mostraram que em células de hepatdcitos a limitacdo de oxigénio ja
pode ser vista em esferoides a partir de 100um de tamanho (GLICKLIS; MERCHUK;
COHEN, 2004) A partir da medicdo do gradiente de oxigénio em cultura de esferoides de
células RTG-2 (células ndo malignas de uma espécie de peixe) notou-se inicio da morte
celular por aumento da hipoxia e reducgdo de nutrientes com esferoides de 300um de tamanho
(LANGAN et al., 2016). Sabe-se ainda que as células MCF-7 mantidas em condi¢bes de
cultura 3D por longos periodos de tempo (mais que duas semanas) e sem suplementacéo de
Matrigel podem produzir esferdides incomuns (DO AMARAL et al., 2011). Com base no
exposto, e nos protocolos estabelecidos por IVANOV e coladoradores (2017), optamos pelo
inicio da exposicdo ao ECV a partir do quarto dia de idade dos esferoides, quando entdo
atingem 300-400 um de tamanho.

5.1.2 Selecdo, obtencdo e caracterizacdo do ECV

Estdo documentados os efeitos benéficos das catequinas sobre o cancer em diferentes
modelos experimentais. J& se sabe que a exposi¢do a esses compostos conforme ocorrem
naturalmente no alimento é um fator importante para seu poder antioxidante,
biodisponibilidade e seguranca (KAPINOVA et al.,, 2017b; YOUNES et al., 2018). A

complexidade dos componentes da matriz influencia na liberacdo, digestibilidade e
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estabilidade de muitos compostos alimentares, incluindo os compostos fendlicos (IFIE;
MARSHALL, 2018). Por esse motivo, trabalhos que aplicam a matriz do alimento como
alternativa as catequinas isoladas sdo necessarios.

Para esse fim, foi necessaria a obtencéo e caracterizacdo de um ECV que pudesse ser
utilizado em cultura de células. As propriedades funcionais atribuidas ao cha verde estdo
associadas, principalmente, ao seu conteudo de compostos fendlicos (BERNATONIENE;
KOPUSTINSKIENE, 2018), dentre os quais estdo incluidos as catequinas. Tratam-se de
compostos incolores, adstringentes, sollveis em &gua e sensiveis a diferentes formas de
degradacdo (GRAHAM, 1992). Portanto, a forma como o ché é preparado tem influéncia ndo
somente sobre 0 sabor e aceitagdo da bebida, como também sobre a quantidade de compostos
bioativos que serdo extraidos da planta (BANCIROVA, 2010; PERVA-UZUNALIC et al.,
2006).

E correto supor que as condicbes de extracdo (tempo, temperatura, agitacio,
proporcédo erva: dgua) exercam influéncia na composicéo da infusdo. Achados de um estudo
prévio do nosso grupo mostraram que o bindmio 80 °C/5 min é suficiente para obtencdo de
um ECV rico em catequinas e por esse motivo, as mesmas condi¢cdes foram reproduzidas
(SANTOS et al., 2021).

Para 0s ensaios in vitro, a obtencdo de um extrato seco que viabilizasse sua aplicagéo
em cultura de células era fundamental e por isso a infusdo foi liofilizada e armazenada a -20
°C (Figura 14).

Figura 14 - Aspecto do extrato seco obtido.

E — A & e, &2 B

Legenda: Imagem da amostra liofilizada (A, B) e do extrato seco final apds trituracéo (C).

Além da técnica de infusdo é preciso considerar ainda a variacdo da composi¢édo
entre os cultivares do cha verde, fazendo-se necesséria a caracterizacdo dos componentes da

amostra. E comum observar que o contetido de fendlicos oscila de 2-3 vezes em diferentes
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chés da mesma variedade. Essa varidncia existe em funcdo de diversos fatores que alteram a
composi¢cdo da planta, como as diferentes regiGes geograficas e condicbes climéticas de
cultivo (VUONG et al., 2010). Com essa finalidade, o conteudo de catequinas do ECV
liofilizado foi submetido a analise por HPLC e as principais catequinas presentes na amostra

foram caracterizadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Composicdo quimica do ECV.

Composto Concentracgéo (mg/g)
Epigalocatequina (EGC) 28.6 + 0.02
Catequina (C) 4.7+0.08
Galato-de-3epigalocatequina (EGCG) 284+0.1
Epicatequina galato (ECG) 7.8+0.03
> catequinas 69.5+0.08

Legenda: Os valores foram expressos em média + desvio padréo (n=2).

A analise cromatogréafica revelou a presenca de 4 principais catequinas do cha verde,
com predominancia do EGCG (41%) e EGC (41%), seguido pela ECG (11%) e C (7%) em

quantidades compativeis com os dados da base Phenol Explorer.

5.1.3 O ECV promove mudancas na morfologia e padrio de crescimento dos esferoides

Com o estabelecimento da cultura 3D e a obtencdo do ECV, seus efeitos no
crescimento e viabilidade celular puderam ser experimentados. A escolha das concentracdes
de ECV utilizadas foi pautada em ensaios prévios do grupo, nos quais foram determinados os
valores 1Cs, para as células MCF-7 cultivadas em monocamada. Para a exposi¢do, o ECV foi
diluido no préprio meio de cultura e depois filtrado para garatir a esterilidade. Os esferoides
foram expostos a concentragdes seriadas de ECV (162 pg/mL, 324 pg/mL, 648 pg/mL, 1296
pg/mL, 2592 pug/mL) a partir do 4° dia da iniciagdo, durante 24h e 48h (Figura 15).
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Figura 15 - Efeitos do ECV sobre a morfologia
dos esferoides.

24h 48h

Controle

648 pg/mL 324 pgimL

1296 pg/mL

2592 pg/mL

Legenda: Os esferoides com quatro dias de plaqueamento
foram expostos as concentragdes de ECV durante 24h

(n=3) e 48h (n=3) e as imagens foram capturadas com
ampliacéo de 10x, utilizando o software Lumenera®.

A exposicdo ao ECV causou efeito notorio na estrutura do esferoide em
concentracfes a partir de 648 pg/mL. Apds 24h de exposicdo, ha diferencas na regido
proliferativa, que pareceu menos compactada, adquiriu aspecto granular e se expandiu em
direcdo a medula do esferoide conforme a concentracdo do ECV era aumentada (Figura 16).
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Figura 16 - Efeito do ECV na morfologia dos esferoides de MCF-7.
648 pg/mL 1296 pg/mL 2592 pg/mL

Legenda: HA mudanga no aspecto morfoldgico dos esferoides expostos & concentragdes iguais ou
superiores a 648 pg/mL de ECV. A regido cortical das esferas assumiu uma aparéncia granular e

fridvel j& em 24h de ensaio. As imagens foram capturadas com ampliacdo de 10x, utilizando o
software Lumenera® (n=3).

Mudancas na compactacao das esferas também foram notadas. Em concentracdoes
acima de 648 pg/mL de ECV, os esferoides tornaram-se mais fridveis. Durante a rotina de
experimentacdo percebemos que alguns esferoides tratados com essa concentragéo de ECV se
desfaziam com facilidade a simples acdo mecéanica da manipulacdo. Esse efeito foi visto com
mais frequéncia conforme a concentracdo do ECV era aumentada. A exposi¢do a 2592 pg/mL
mostrou efeito muito pronunciado na compactacdo do esferoide, e a simples manipulacdo
desfazia completamente a estrutura (dados ndo mostrados).

Com o objetivo de avaliar os efeitos de um ECV comercial (EFLA942) no
crescimento, viabilidade e metabolismo das células de cancer de célon WiDr, Mueller e
colaboradores (2002) encontraram efeito semelhante ao observado no nosso trabalho. Nas
maiores concentracOes testadas (100 pg/mL) o ECV fragilizou a estrutura dos esferoides
(100-200 um de tamanho), que puderam ser separados pela simples agitacdo do meio. O
mesmo autor também relatou mudancgas no comportamento de adesdo dessas células tratadas
em monocamada, com reducgdo da formacdo das coldnias caracteristicas desse tipo celular.

O tratamento com ECV também promoveu efeito no tamanho dos esferoides (Figura
17). Esse fendmeno foi notado em 24h de exposicdo a 648 pg/mL de ECV, tendo sido
observada uma reducdo de 18% da area total em relagdo ao grupo controle. Em 48h de
exposicdo na mesma concentracao, a reducdo obervada subiu para 24%.
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Figura 17 - Area dos esferoides tratados com diferentes concentracdes de ECV.

A B
150 150
A4n 48k
3 3
- = &
-é 'g 100 g % 100-
- 53
% ? s
sd 3
3 E " . :f % i
£ #
o n i -
206 2592 2592
ECV (ug/ml) ECV (ug/mL)

Legenda: Os esferoides foram tratados por 24h (A) e 48h (B) e as areas das imagens obtidas foram quantificadas
pelo software ImageJ®. Os dados foram expressos em percentual de tamanho em relacdo ao controle (n=3).
Foram considerados estatisticamente diferentes (*) aqueles em que p< 0,05 segundo o teste One Way ANOVA.
Na literatura, o efeito do ch& verde na reducdo do crescimento de esferoides foi
demostrado em culturas 3D de células de carcinoma mamario murino 4T1 (GUNTHER et al.,
2007), colon WiDr (MUELLER-KLIESER et al., 2002) e prostata LNCaP (SAFARI et al.,
2021). Em ensaios futuros, pretendemos quantificar a expressdo do marcador de proliferacao

Ki-67 como medida para explorar uma das vias principais de inibi¢cdo do crescimento tumoral.

5.1.4 Sa3o necessarias concentracfes maiores de ECV para reducdo na viabilidade dos
esferoides

Os ensaios de viabilidade celular mostraram pouca sensibilidade ao ECV nas
concentraces experimentadas. Apesar da tendéncia a reducdo da viabilidade celular,
diferencas significativas na atividade enzimatica das células s6 foram significativas apos 48h
de exposicéo e em concentragcdoes muito altas do extrato (Figura 18).

Figura 18 - Viabilidade celular dos esferoides expostos ao ECV.
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Legenda: A viabilidade celular foi mensurada por reducéo de Alamar Blue® em 24h (A) e 48h (B) apds
exposicdo ao ECV. Os dados foram expressos em percentual de viabilidade em relagdo ao controle (n=3). Foram
considerados estatisticamente diferentes (*) aqueles em que p< 0,05 segundo o teste One Way ANOVA.

Em conjunto, os achados do tamanho e morfologia dos esferoides mostraram um
efeito significativo do ECV nessas células, fendmeno que ndo é reforcado pelas analises de
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viabilidade celular. Esses dados diferem de um estudo anterior do grupo em cultura 2D, no
qual os efeitos sobre a viabilidade da MCF-7 puderam ser vistos em concentragdes a partir de
250 pg/mL em 24h de exposicdo (SANTOS et al., 2021). Tradicionalmente, culturas 3D
demonstram resisténcia a acdo de compostos em comparagdo a culturas em monocamada, 0
que pode explicar os resultados obtidos. Grantab e colaboradores (2006) descreveram que a
densidade de empacotamento representa uma barreira para a penetragdo de compostos ao
testar os efeitos da doxorubicina em cultura de camadas multicelulares de cancer de cdlon, o
que, por sua vez, diminui a acdo do farmaco. Nesse contexto, 0 tempo seria um fator
importante para a penetracdo do ECV nos esferoides. Esse efeito esta associado, em parte, as
interacOes célula-célula e célula-matriz extracelular no esferoide que dificultam a penetracdo
das substancias, o que ndo ocorre no modelo bidimensional no qual a exposicdo uniforme
pode refletir uma maior eficacia (IMAMURA et al., 2015).

Além disso, as diferencas inerentes a expressdo génica em cultura 3D/2D também
ajudam a entender esse fendmeno. Esferoides de cancer de mama (BT474, HCC1954,
EFM192A) foram mais resistentes as drogas neratinib e docetaxel, em face ao aumento tanto
da atividade de CYP3A4 quanto da expressdo de dois transportadores de membrana
associados a resisténcia (PGP e BCRP). Entende-se que as respostas aos compostos no
modelo 3D sdo menos sensiveis, tal como acontece no tumor in vivo (BRESLIN;
O’DRISCOLL, 2016).

Outra consideracdo importante é o método utilizado. Apesar do método de Alamar
Blue® ter sido validado em culturas tridimensionais para avaliacdo da viabilidade celular
(EILENBERGER et al., 2018), a arquitetura tridimensional dos esferoides ja foi associada a
dificuldade de acesso a propria resazurina (WALZL et al., 2014). Nesse contexto, a adi¢do de
um novo método de analise de viabilidade ou ainda, o uso de substancias que levem ao
afrouxamento (EDTA) ou disruptura (tripsina) das interacfes célula-célula e célula-matriz
pode ser uma forma de confirmar os resultados encontrados.

5.1.5 O ECV inibe a migracdo das células tumorais em ambiente 3D

O prognostico do cancer é agravado pelo escape de células do tumor primario para
corrente sanguinea, que semeiam metastases em locais distantes no corpo. A inibi¢do ou
controle desse processo poderiam ser explorados com o objetivo de retardar a progresséo da
doenca (VINCI et al., 2013). Por esse motivo, decidimos investigar os efeitos do ECV na
migracdo das células dos esferoides de MCF-7.

Ao quarto dia de cultivo, os esferoides foram individualmente transferidos para uma
placa de 24 pocos e expostos a diferentes concentracbes de ECV (162 pg/mL, 324 pg/mL,
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648 pg/mL). Para conter a proliferacdo, o percentual de SFB foi reduzido a 2% na presenca de
mitomicina C.

Como pode ser observado na Figura 19, o ECV inibiu a migracdo das células nas
concentragfes experimentadas. De forma interessante, notamos que apesar da exposi¢ao a
concentracdo de 162 pug/mL de ECV n&o influenciar na morfologia ou crescimento do
esferoide, é suficiente para inibir completamente a migracdo. Notamos ainda que 0s
esferoides perderam a capacidade de aderir a placa para iniciar a migracdo, como acontece
com o grupo controle.

Figura 19 - Efeitos do ECV sobre a migracéo das células dos esferoides.
oh 24h 48h 72h

324 pg/mL 162 pg/mL Controle

648 pg/mL

Legenda: Os esferoides foram obtidos conforme descrito previamente. Com 4 dias de idade, as esferas
foram individualmente transferidas para uma placa de 24 pocos contendo diferentes concentracdes de
ECV diluido em meio com 2% de SFB e 0,5 ug/mL de mitomicina C (n=2). Foi feita captura de
imagens nos tempos Oh, 24h, 48h e 72h com ampliagéo de 10x, utilizando o software Lumenera®.

Um dos processos bioldgicos que controla a migracdo celular é a transicao epitelial-
mesenquimal (TEM). A marca registrada da TEM é a regulacdo positiva da N-caderina
seguida pela regulacdo negativa da E-caderina, um processo mediado por uma rede complexa
de vias de sinalizacdo e fatores de transcricdo. A perda de E-caderina em células tumorais
leva a disseminacdo metastatica e ativacao de varios fatores de transcricdo paraa TEM e essas
alteracOes parecem favorecer a inicia¢éo e progressdo do tumor (LOH et al., 2019).

A regulacdo negativa da E-caderina é frequentemente encontrada em canceres
epiteliais (ROSSO et al., 2017). Ja foi demonstrado em diferentes células tumorais de mama,
incluindo a MCF-7, que a E-caderina é a principal molécula de adesdo célula-célula, tendo



57

sido relatado o aumento de quase duas vezes da expressdo de E-caderina em esferoides de
MCF-7 em comparacdo a cultura em monocamada (IVASCU; KUBBIES, 2007).

Nesse contexto, o cha verde e seus compostos fendlicos sdo alvo de estudo como
promissor alvo terapéutico. O tratamento com EGCG (10-50pg/mL) resultou em uma
diminuicdo dose-dependente de até 66.5% na migracdo de células SW480 (cancer colorretal)
e esse efeito estava associado a reducéo significativa de vimentina e aumento de E-caderina
(LUO et al., 2021). Panji e colaboradores (2021) investigaram os efeitos do ECV e EGCG na
TEM induzida por TGF-f em células Hela e SiHa e demonstraram que a pré-incubagdo com
ECV (80 pg/mL) ¢ EGCG (60 umol/L) reverteram significativamente os impactos de TGF-§,
diminuindo a express&o de vimentina e aumentando a expresso da E-caderina. E possivel que
a modulacdo da expressdo de E-caderina pelo ECV explique, pelo menos em parte, o
fendmeno de inibicdo da migragéo vista nos esferoides de MCF-7 desse estudo.

Outra hipbtese na literatura sugere o envolvimento do ECV e seus compostos
fendlicos na expressdo de metaloproteinases (MMPs). As MMPs estdo envolvidas na
degradacdo de membranas basais intratumorais, afrouxando assim o contato célula-célula que
facilita a migracéo para o sangue ou sistema linfatico. A concentracdo plasmatica e atividade
elevada de MMP-2 e -9, por exemplo, ja foi vista em pacientes com cancer de mama e esta
associada ao maior risco de desenvolvimento da doenca (SOMIARI et al., 2006).

A entrada de um tumor primario em um estado metastatico pode também ser
regulada pela producdo de ROS, que em células tumorais em crescimento acelerado sdo
gerados de forma robusta. Uma correlagdo positiva entre a produgdo de ROS e aumento de
expressao MMPs ja foi relatada (SPALLAROSSA et al., 2006). A regulacdo da producédo de
ROS pelos compostos fendlicos do cha verde € uma capacidade conhecida (BAG et al., 2022).
Gunther e colaboradores (2007) investigaram os efeitos de 10uM de alguns polifendis
(resveratrol, baicaleina, EC, EGC) ou de um mix de polifendis do cha verde sobre esferoides
de carcinoma de mama murino 4T1. A incubacdo com os polifendis promoveu, além da
reducdo do crescimento, a inibicao significativa da migragéo celular. Esse efeito foi associado
a capacidade antioxidante dos polifendis vista pela reducdo da geracdo de ROS e da reducao
da expressé@do de MMP-9. O efeito do ECV (20 pg/mL) e do EGCGC (7,8 - 125ug/mL) na
reducdo de MMP-3, -8 e -9 também foi visto em uma co-cultura tridimensional de
fibroblastos e mondcitos U937 e nesse trabalho os autores destacaram efeito superior ECV em
relacdo ao EGCG (MORIN; GRENIER, 2017). A acdo do cha verde em MMPs também pode
ser vista através do controle da sua traducdo e nesse campo a modulagdo de microRNAs pode
ser uma alternativa terapéutica. A exposi¢do de esferoides de cancer de prostata LNCcaP a
100-1000 ug/mL de ECV por 48h promoveu, entre outros desfechos, o aumento da expressao
do miR-181a (SAFARI et al., 2021). As isoformas desse microRNA sdo conhecidas por inibir
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a migracdo e angiogénese através da regulacdo de MMP-14 em células de cancer de mama
SK-3 (LI etal., 2016c).

Nesse contexto, o estudo de proteinas associadas aos processos de adesédo celular e de
transicdo epitelio-mesenquimal (ex. E-caderina, N-caderina e vimentina) estdo previstos e
poderdo trazer pistas sobre os mecanismos de acao do cha verde nesses esferoides.

5.1.6 O ECV modula a expressdo da proteina p21

Tendo sido demostrados os efeitos do ECV sobre o crescimento, compactacdo e
migracdo dos esferoides de cancer de mama, investigamos um dos mecanismos moleculares
que possivelmente estariam envolvidos. O controle da carcinogénese passa por vias de
regulacdo do ciclo e morte celular no qual ha o envolvimento de uma familia de proteinas
reguladas pela proteina supressora de tumores p53, incluindo a p21 (VOGELSTEIN; LANE;
LEVINE, 2000).

Para investigar a expressdo da p21, os esferoides foram expostos ao ECV durante 24-
48h e um ensaio de imunofluorescéncia foi executado. Apesar de preliminares, os dados
sugeriram aumento da expressao de p21 nos esferoides tratados com 234 pg/mL com ECV ja
nas primeiras 24h de exposi¢do, como pode ser visto na Figura 20.

Figura 20 - Expressdo de p21 nos esferoides de MCF-7 ap06s 24h de exposi¢do ao ECV.

Hoechst 2 Hoechst + 1

Legenda: Os esferoides tratados com diferentes concentragdes de ECV por 24h foram incluidos em agarose e
parafina. Cortes de 3 micras foram montados em lamina prépria. Apds a exposicdo antigénica, foi realizado
bloqueio de ligacdes inespecificas e a marcagdo com o anticorpo primario (p21), secundério (Alexa Fluor® 647)
e de nacleo (Hoechst). As laminas foram preservadas sobre uma gota de Prolong Diamond para andlise. Para
aquisicdo das imagens, foi utilizado microscopio de fluorescéncia EVOS® FI com um aumento de 20x (n = 1).
As barras de escala mostradas na figura correspondem a 10 pm.

Controle

324 pg/mL
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O mesmo fendbmeno parece ocorrer em maior escala quando os esferoides séo

expostos por tempo prolongado (48h) como mostra a Figura 21.

Figura 21 - Expresséo de p21 nos esferoides de MCF 7 apos 48h de exposicdo ao ECV.
Hoechst Hoechst + p21

Legenda: Os esferoides tratados com diferentes concentracfes de ECV por 48h foram incluidos em agarose e
parafina. Cortes de 3 micras foram montados em lamina propria. Apds a exposi¢do antigénica, foi realizado
blogueio de ligacGes inespecificas e a marcagdo com o anticorpo primario (p21), secundario (Alexa Fluor® 647)
e de nucleo (Hoechst) As laminas foram preservadas sobre uma gota de Prolong Diamond para analise. Para
aquisicdo das imagens, foi utilizado microscopio de fluorescéncia EVOS® FI com um aumento de 20x (n = 1).
As barras de escala mostradas na figura correspondem a 10 pum.

Controle

324 pg/mL

648 ng/mL

A p21 é uma proteina inibidora de quinases dependentes de ciclina (CDK’s) que atua
na regulacdo do ciclo celular. Seu gene apresenta sitios de ligagdo para a proteina p53,
indicando que a transcricdo de p21 é diretamente regulada por p53. Em resposta a um dano
no DNA, a p53 induz a expressdo de p2l que interrompe o avanco do ciclo celular na
transicdo da fase G1 para a fase S, através da inibi¢do das CDK’s (EL-DEIRY et al., 1993;
WADE HARPER et al., 1993).

Ja esta descrito que compostos fenolicos tém como alvo proteinas que controlam o

ciclo celular e apoptose e a investigagdo dessas vias € um estratégia promissora para 0O
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controle do tumor, fornecendo pistas sobre seus mecanismos de a¢do (KHAN et al., 2020;
QIN et al., 2018). Apesar de preliminares, nossos achados mostram uma tendéncia o aumento
da expressdo da proteina p21 ap6s o tratamento dos esferoides com o ECV, muito embora
novas replicatas precisem ser realizadas de modo a confirmar esse fendbmeno de forma
significativa.

Os efeitos das catequinas do cha verde sobre proteinas envolvidas no ciclo celular e
apoptose ja foram demonstrados em culturas de células 2D. O ECV (324 pg/ml) parece capaz
de aumentar a expressdo de p21 e p53 em células MCF-7 cultivadas em monocamada
(SANTOS et al., 2021), no entanto em culturas tridimensionais, ha poucos trabalhos com esse
alvo na literatura dos polifendis.

Parece haver uma dificuldade no estudo da expressdo proteica em modelo
tridimensional. E comum que, ao encontrar efeitos de compostos em culturas 3D, os autores
investiguem as vias envolvidas a partir da expressdo de proteinas obtidas das células em
cultura 2D através de Western Blotting, por exemplo (ZHANG; YAN; CHEN, 2011). Apesar
da utilidade desses achados na formulacéo de hipdteses sobre a acdo dos compostos, sabemos
gue a expressdo génica em células cultivadas em 2D e 3D é distinta (BRESLIN;
O’DRISCOLL, 2016; KAPALCZYNSKA et al., 2018). Supomos que, na cultura 3D pode
haver dificuldade na producdo de material bioldgico suficiente para obtencdo de extratos
celulares.

Ensaios futuros pretendem confirmar os achados supracitados e incluirdo ainda

outras proteinas envolvidas no ciclo celular e apoptose.

5.1.7 A formacdo dos esferoides é prejudicada pelo tratamento com ECV

Tendo em vista os efeitos do ECV sobre os esferoides formados, nos perguntamos se
0 extrato seria capaz de inibir sua formagcdo. Como esse fim, um novo experimento foi
desenhado e novos esferoides foram iniciados na presencga de 162 pg/mL, 234 pg/mL ou 648
pg/mL do ECV. Como mostra a Figura 22, a exposicdo ao ECV produziu esferoides

andmalos.
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Figura 22 - Cinética de crescimento dos esferoides em meio enriquecido com ECV.
Controle 162 pg/mL 324 pg/mL 648 pg/mL

D3

D4

D5

Legenda: Um total de 5,0 x 10® células/mL foram sedimentadas por centrifugacdo em placas previamente
revestidas com 1% de agarose na presenca de diferentes concentragdes do ECV. As células foram mantidas a 37
°C, 5% de CO, em ambiente umidificado e acompanhadas durante 6 dias (D) (n=2). Foram capturadas a cada
24h com ampliagdo de 10x ou 20x, utilizando o software Lumenera®.

A formacdo de esferoides na presengca de ECV produziu agregados menos
compactados, com bordas irregulares e de menor tamanho em relagdo ao controle. Na
concentracdo de 648 pg/mL de ECV a formagdo do esferoide é 100% inibida, muito
provavelmente pelo efeito citotoxico do ECV nas células, como foi visto por estudos
anteriores do nosso grupo em 2D (SANTOS et al., 2021).

E possivel que o cha verde tenha acdo moduladora em proteinas quinases. A
formacdo de esferoides A172 (glioblastoma) em agar foi inibida na presenca de 50 uM de
cada uma das catequinas com o grupamento galato (CG, ECG, EGCG) e esse efeito foi
atribuido a supressdo da atividade da tirosina quinase de PDGF-Rp, receptor envolvido na
sinalizacdo de processos de angiogénese, proliferacdo e migracdo celular (SACHINIDIS et
al., 2000).
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5.1.8 O tratamento com EGCG ndo promove 0s mesmos efeitos do ECV

A luz dos estudos experimentais e clinicos envolvendo fitoquimicos, a forma de
administracdo de compostos bioativos com finalidade antitumoral vem sendo questionada por
pesquisadores. Especula-se que compostos naturalmente presentes em alimentos podem
aumentar a eficacia, a bioacessibilidade e a biodisponibilidade um do outro, ou ainda, que a
combinacéo das atividades bioldgicas desses compostos tenham efeitos aditivos ou sinérgicos
sobre um alvo especifico (AGUILERA, 2019; KAPINOVA et al., 2017b; WANG et al.,
2011).

Tendo sido demonstrados os impactos do ECV no crescimento, migragdo e expressao
de proteinas reguladoras do ciclo celular nos esferoides de MCF-7, indagamos se esses efeitos
seriam reproduzidos pelo uso das catequinas isoladas. Para tanto, ensaios com 0 EGCG foram
executados. Uma solugdo aquosa estéril de EGCG (10 mg/mL) foi duluida no proprio meio de
cultura em concentracdes seriadas (7,8 pg/mL, 15,6 pg/mL, pg/mL, 31,2 pg/mL, 62,5
png/mL). As concentracGes de EGCG sdo proporcionais a sua quantidade presente em cada
condicdo experimentada anteriormente com o extrato de cha verde. Os esferoides com 4 dias
de idade foram expostos durante 24h e 48h e os efeitos na morfologia dessa cultura estdo

representados na Figura 23.

Figura 23 — Efeitos do EGCG nos esferoides de MCF-7.
Controle 7.8 pg/mL 15,6 pg/mL 31,2 pg/mL 62,5 pg/mL
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Legenda: Os esferoides foram expostos as concentragdes de EGCG durante 24h (n=3) e 48h (n=3) e as
imagens foram capturadas com ampliacdo de 10x, utilizando o software Lumenera®.

As concentracfes de EGCG escolhidas foram fundamentadas em estudos em culturas

tridimensionais disponiveis na literatura (MORIN; GRENIER, 2017). Em comparagdo ao



63

ECV, o EGCG parece ndo exercer efeitos na morfologia dessas células e ndo foram
encontradas diferencas significativas na area dos esferoides tratados em relacdo ao controle
(Figura 24).

Figura 24 - Area dos esferoides tratados com diferentes concentracdes de EGCG.
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Legenda: Os esferoides foram expostos ao EGCG por 24h (A) e 48h (B) e as areas das imagens obtidas foram
quantificadas pelo software Imagel®. Os dados foram expressos em percentual de viabilidade em relagdo ao
controle (n=3). Foram considerados estatisticamente diferentes (*) aqueles em que p< 0,05 segundo o teste One
Way ANOVA.

Ensaios de viabilidade por Alamar Blue® também falharam em demostrar efeitos da

EGCG nas concentracOes experimentadas (Figura 25).

Figura 25 - Viabilidade celular dos esferoides expostos ao ECV.
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Legenda: A viabilidade celular foi mensurada por Alamar Blue® em 24h (A) e 48h (B) apds exposicdo ao
EGCG. Os dados foram expressos em percentual de viabilidade em relacdo ao controle (n=3). Foram
considerados estatisticamente diferentes (*) aqueles em que p< 0,05 segundo o teste One Way ANOVA.

Os componentes da matriz alimentar do cha verde sdo grandes coadjuvantes na
biodisponibilidade das catequinas. A cafeina, um componente natural do cha verde, por
exemplo, parece influenciar positivamente na absorcdo do EGCG em humanos quando
administrada em doses equivalentes as encontradas na bebida (NAKAGAWA et al., 2009).

A seguranca também é um fator importante a ser considerado. A literatura traz
evidencias de que o cha verde é bem tolerado, com poucos efeitos adversos descritos (0,6%).

Porém, os casos de toxicidade encontrados estdo diretamente relacionados a concentracdo
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total de catequinas oferecida, e nesse contexto, o uso da matriz traz mais seguranca. Estudos
em animais demonstraram que menos efeitos adversos (perda de peso, irritagdo da mucosa do
trato-gastrointestinal, ulceracdo, necrose) sdo observados em animais expostos ao ECV com
menor concentracdo de catequinas (<40% p/p) em comparagdo ao uso das catequinas isoladas
ou extratos com altas doses dessas substancias. Estudos em humanos sugerem que
preparagdes com o CV sdo melhor toleradas na forma de bebidas do que em céapsulas ou
bolus, ja que estes ultimos aumentam a dose de catequinas livres na circulacdo e figado (HU
etal., 2018).

Nossos dados mostraram que os efeitos do ECV nos esferoides de MCF-7 foram
mais pronunciados em relacdo a catequina isolada e estudos como esse reforcam a

importancia do uso do cha verde na sua matriz alimentar.

5.1.9 Estabelecimento e caracterizacdo da cultura 3D de MCF-10A

Tendo em vista a importancia de entender se os efeitos do ECV sdo especificos ou
citotoxicos, iniciamos a execucdo das mesmas condicdes de tratamento em esferoides nédo
tumorais de mama da linhagem MCF-10A. Assim como as células MCF-7, as células MCF-
10A tem igual capacidade para a formacéo espontéanea de esferoides. No entanto, por se tratar
de uma linhagem ndo tumoral, seu crescimento € mais lento e por isso a densidade de células
antes utilizada aplicada a MCF-10A ndo foi suficiente para gerar o esferoide (dados ndo
mostrados). Por isso, o nimero de células semeadas na iniciacdo foi ajustada para 1,0 x 10°
céls/mL. O aspecto da cultura 3D desta linhagem e seu contraste a cultura bidimensional estdo
ilustrada na Figura 26.

Figura 26 - Morfologia da linhagem celular MCF-10A em

Legenda: As imagens de microscopia Optica capturadas em nosso
laboratério mostram como a morfologia das células MCF-10A difere
substancialmente quando cultivadas em ambiente 2D (A) e 3D (B). As
imagens foram obtidas com um aumento de 20x (A) e 10x (B).
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A estrutura assumida pelos esferoides gerados a partir da MCF-10A, diferente da
MCF-7, forma agregados de células associadas menos compactadas, mas robustos o suficiente
para preservar sua forma durante a manipulacdo. Essa morfologia foi vista em outros
trabalhos da literatura (KELM et al., 2003; LIN & CHANG, 2008).

5.1.10 O ECV ndo tem efeitos citotoxicos em esferoides de células ndo tumorais

Para avaliacédo do efeito do ECV nesses esferoides, as mesmas concentracdes e testes
foram experimentados. Os dados sugerem que o ECV ndo exerce atividade citotoxica para

esses esferoides nas concentragdes utilizadas (Figuras 27 e 28).

Figura 27 - Efeitos do ECV sobre a morfologia dos esferoides ndo tumorais.
Controle 162 pg/imL 324 pg/mL 648 pg/mL
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Legenda: 1 x 10° células da linhagem MCF-10A foram sedimentadas por centrifugacio em placas
previamente revestidas com 1% de agarose. O ECV foi adicionado diluido no préprio meio de cultura 72h
apos da iniciacdo. Os esferoides foram expostos as concentragdes de ECV durante 24h e as imagens
foram capturadas com ampliacéo de 10x, utilizando o software Lumenera® (n=1).

Figura 28 - Efeitos do ECV sobre o crescimento e viabilidade dos esferoides nédo
tumorais.
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Legenda: 1 x 10° células da linhagem MCF-10A foram sedimentadas por centrifugagio em placas
previamente revestidas com 1% de agarose e tratados por 24h. As areas das imagens obtidas foram
quantificadas pelo software Image)® e os dados foram expressos em percentual de tamanho em
relacdo ao controle (n=1) (A). A viabilidade celular foi mensurada por Alamar Blue® e os dados foram
expressos em percentual de viabilidade em relagdo ao controle (n=2) (B). Foram considerados
estatisticamente diferentes (*) aqueles em que p< 0,05 segundo o teste One Way ANOVA.
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Os dados mostrados até entdo mostraram a relevancia do uso de culturas
tridimensionais e da matriz do alimento na pesquisa para possiveis fins terapéuticos para o
cancer. No entanto, apesar da utilidade dos modelos 3D para mimetizar determinadas
condicdes controladas in vitro, uma limitacdo desse estudo diz respeito a exclusdo de fatores
que ndo podem ser reproduzidos neste modelo e que sdo encontrados em tumores in vivo
como, por exemplo, a digestdo e absorcdo das catequinas, o papel da microbiota e a resposta
imunolodgica. Por esses motivos, estudos que investiguem a acdo do ECV em modelos in vivo
trariam mais informacdes sobre o impacto dos polifendis na progresséo e controle do cancer

de mama.

5.2 PARTE Il - Investigacéo do efeito quimiopreventivo do ECV in vivo

5.2.1 Estabelecimento dos xenoenxertos de células de cancer de mama em modelo animal

A prevencdo do cancer sem divida é uma estratégia mais eficaz que o tratamento e
especula-se em alguns estudos epidemioldgicos que o consumo de cha verde exerca efeito
quimiopreventivo (ROY; BALIGA; KATIYAR, 2005). O posicionamento da Academia de
Nutricdo e Dietética dos Estados Unidos ja postulava em 2004 com grau de evidéncia
moderado uma associacdo entre o consumo de 4-6 xicaras de cha verde e a reducédo de alguns
tipos de cancer (HASLER; BLOCH; THOMSON, 2004).

Um outro braco deste projeto pretende entender o impacto do ECV sobre o
desenvolvimento e progressdo de tumores de mama in vivo. Precisamos considerar que a
absorcdo de compostos bioativos depende da biotransformacdo realizada pelas bactérias da
microbiota intestinal (GUO et al., 2019; YONG FENG, 2006a). Ha registros de mais de 31
metabolitos das catequinas do cha verde, em especial os derivados de EGCG (denominadas
M4, M6 ¢ M6’) descritos para humanos, ratos e camundongos (MENG et al., 2002; YONG
FENG, 2006a). Desta forma, o melhor entendimento dos efeitos das catequinas a partir de
seus metabdlitos exige modelos experimentais que contemplem essa etapa e, nesse sentido, 0s
estudos em modelo animal podem complementar os achados in vitro.

Um estudo piloto foi conduzido com o objetivo de estabelecer a melhor densidade
celular do enxerto e o tempo médio de duracdo do experimento. Ap6s ambientacdo, 8 fémeas
de camundongos Balc/c nude foram divididas em quatro grupos. Nessa etapa, foram utilizadas
as linhagens de células tumorais MCF-7 e MDA-MB-231, que foram injetadas por via

subcutanea em um dos flancos de cada animal, nas densidades de 2,5 e 5 x 10° céls/mL.
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Os tumores obtidos da linhagem MDA-MB-231 apresentaram caracteristicas
heterogéneas em relagcdo a tamanho e formato. Foi possivel nota-los primeiramente no grupo
que recebeu maior densidade de células, na 42 semana p6s indculo e mediam 265 mm?® (+
306). No grupo inoculado com 2,5 x 10° céls/mL os tumores s6 puderam ser medidos duas

semanas depois. Neste, apenas um animal desenvolveu o tumor que tinha um volume de 289
mm? (Figura 29).

Figura 29 - Crescimento dos xenoenxertos de MDA-MB-231
MDA-MB-2312,5 x 10° céls/mL MDA-MB-2315 x 10° céls/mL
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Legenda: os tumores da linhagem MDA-MB-231 puderam ser observados em ambos 0s grupos
enxertados (A,B). Os graficos mostram a evolucdo do tamanho dos tumores (C, D) (n=2) e a
evolucdo do peso dos animais (E,F) (n=2).

Os tumores obtidos da linhagem MCF-7 possuiam caracteristicas mais homogéneas e

puderam ser observados ao fim da segunda semana pds indculo em ambos os grupos. Nos
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animais inoculados com 2,5 x 10° céls/mL os tumores atingiram em média 655 mm? (+ 177).
Nos animais que receberam uma densidade de 5 x 10° céls/mL, os tumores cresceram mais

rapidamente e na quinta semana ja mediam 385 mm? (+ 49) (Figura 30).

Figura 30 - Desenvolvimento dos xenoenxertos de MCF-7.
MCF-72,5 x 10° céls/mL MCF-75 x 10° céls/mL
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Legenda: os tumores da linhagem MCF-7 puderam ser observados em ambos 0s grupos
enxertados (A,B). Os gréaficos mostram a evolucéo do tamanho dos tumores (C, D) (n=2) e a
evolucdo do peso dos animais (E,F) (n=2).

Em virtude do perfil de crescimento das linhagens, uniformidade dos tumores e
tempo de acompanhamento ideal previsto para o tratamento com o cha verde, a linhagem

MCF-7 na densidade de 2,5 x 10° céls/mL foi escolhida para os préximos ensaios.
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5.2.2 O ECV parece atrasar 0 aparecimento dos tumores in vivo

Com a finalidade de estudar o efeito do ECV no crescimento dos tumores, um novo
ensaio foi executado. Para isso, 10 fémeas da mesma espécie foram aleatoriamente divididas
em dois grupos: (1) grupo quimioprevencdo (n=5) que recebeu 0.5% de ECV na &gua de
beber duas semanas antes do xenoenxerto até o fim do experimento e o (2) grupo controle
(n=5), que recebeu apenas agua.

Pelo fato de os tumores ndo terem se desenvolvido adequadamente, o experimento foi
encerrado na oitava semana pos-enxerto. Contudo, pudemos notar que os tumores do grupo

que recebeu ECV apareceram com 4 dias de atraso em relacdo ao grupo controle (Tabela 3).

Tabela 3 - Volume dos tumores de xenoenxerto de MCF-7

Volume dos tumores (mm°)

Data/ID  18/04 21/04 25/04 29/04 02/05 06/05 09/05 13/05 16/05 20/05 23/05 27/05 30/05

o0 00 0O 00 00 o00O 00O 00O 00O 0O 00 00 00
00 00 00 00 00 00 279 292 302 509 822 740 736
00 00 337 225 427 454 456 46.0 36.7 481 494 504 524
00 00 0O 0O OO 00 ©0O0O OO OO0 00 ©00 00 o000
00 00 471 576 413 451 415 378 726 881 80.6 857 629
60 00 00 00 00 00O 00O 0O 00 00 00 339 444
00 00 00 00 00 00 354 407 411 334 317 296 56.9
00 00 00 00 00 00 00 540 459 545 533 625 62.8
00 00 00 148 391 397 431 434 0601 568 542 511 66.3
00 00 00 265 391 391 358 368 365 328 278 256 327

Controle

A W DN P OB WODN P

Quimioprevenca
0

(8]

Legenda: ID = identificacdo do animal. Para o célculo do volume, foi utilizada a férmula v = 0,52 x
comprimento? x largura.

Achados na literatura mostraram que a oferta de 0,3% do ECV na &gua de beber de
ratos Sprague-Dawley prévia a inducdo de cancer de mama por 7,12- dimetilbenzantraceno
(DMBA) estava relacionada ao aumento da laténcia e reducdo da incidéncia e do tamanho dos
tumores (KAVANAGH et al., 2001). Baliga e seu grupo (2005), ao avaliar o efeito de 0,2-
0,5% de GTP no cancer de mama induzido por xenoenxerto de células de carcinoma mamario
murino 4T1, reportaram um atraso de 3 dias no aparecimento dos tumores nos grupos
tratados, além da reducdo da taxa de crescimento da ordem de 24% e 53% respectivamente
para as doses utilizadas, o que pode explicar 0 aumento de sobrevida dos animais. Com essa

expectativa, um novo ensaio devera ser conduzido para confirmar os achados preliminares.
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CONCLUSOES

As principais conclusGes deste trabalho, levantadas a partir da investigacdo da
atividade antitumoral do extrato do cha verde (Camellia sinensis) sobre células tumorais de
mama, podem ser pontuadas a seguir:

= O ECV obtido n&o foi capaz de reduzir a viabilidade celular dos esferoides
MCF-7, que parecem mais resistentes ao ECV em relacdo a estudos
anteriores em cultura 2D;

= O ECV inibiu a migracéo in vitro das células do esferoide;

= Parece haver aumento da expressdo de p2l nos esferoides de MCF-7
expostos ao ECV e é possivel que esse o0 resultado esteja associado ao
controle do ciclo celular;

= O padrdo de crescimento, tamanho e morfologia dos esferoides é alterado
pelo tratamento com ECV;

= A exposicdo prévia ao ECV produz estruturas andémalas de esferoides MCF-
7

= Os impactos do ECV no tamanho e morfologia dos esferoides foram
superiores aos do EGCG, demostrando a vantagem no uso da matriz
alimentar;

= Os dados do tratamento com ECV na linhagem MCF-10A ndo sugerem
efeito citotoxico nesses esferoides, o que reforca a seletividade do extrato
para a linhagem de cancer.

= Foi possivel estabelecer os xenoenxertos de células MCF-7 em modelo in
vivo e a oferta de ECV para os animais parece promover atraso no
aparecimento dos tumores em comparacao ao grupo controle.

Juntos, esses achados mostram o potencial do cha verde na modulacdo de fenémenos
importantes ao controle tumoral como a formacéo, o crescimento, a migracéo e a expressédo de
uma proteina envolvida no controle do ciclo celular. Em algumas analises, inclusive, o efeito
do extrato de cha verde ocorreu de forma mais eficiente que sua principal catequina isolada
(EGCG). Esses dados reforcam a importancia e a necessidade do estudo dos efeitos
antitumorais de compostos bioativos a partir do uso de matrizes alimentares. A investigacdo
de outras proteinas envolvidas no processo de apoptose, ciclo celular e transicdo epitélio-
mesenquimal ajudardo a explicar os mecanismos pelos quais o cha verde exerce seu 0

potencial quimiopreventivo.
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PERSPECTIVAS

Devido a crise sanitaria e ao isolamento social imposto pela pandemia da COVID-19,
com consequente limitacdo ao acesso as instalagdes da Universidade e de Laboratorios
parceiros como o INCA, tivemos uma redugdo expressiva das atividades presenciais de
pesquisa em nosso grupo, além de atrasos logisticos na aquisicdo de insumos durante 0s anos
de 2020 e 2021. Desta forma, alguns dos experimentos descritos ndo puderam ser realizados
em totalidade e precisam de replicatas adicionais, que estdo previstas. Outros que néo
puderam ser iniciados estdo incluidos nas perspectivas deste trabalho, como:

= Investigar os mecanismos envolvidos nos efeitos promovidos pelo ECV nos
esferoides com foco em proteinas envolvidas no controle do ciclo celular e
apoptose (ex. p53, caspases efetoras, como caspase-3 e caspase-7; PARP;
BAX; PUMA, entre outras) e proteinas associadas aos processos de adeséo
celular e de transi¢do epitélio-mesenquimal (ex. E-caderina, N-caderina e
vimentina);

= Avaliar a influéncia do consumo de ECV sobre o crescimento de tumores

xenogréficos de células MCF-7, estabelecidos em camundongos nude.
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ANEXO A - Parecer de avalia¢do do projeto submetido ao CEUA-INCA
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PARECER DE AVALIACAQ DE PROJETO SUBMETIDO A CEUA — INCA

Protocolo CEUA - INCA n® 00479 Parecer n® 004/20

_Pesquisador: Etel Rodrigues Pereira Gimba

1
Titulo do projeto: Investigacdo do potencial antitumoral do extrato de cha verde
(Camellia sinensis) em madelo murino

Data de entrada: 22/10/2015 Data da reunido: 04/12/201¢

| Situagao do Projeto; APROVADO | Validade: 28/02/2021
Namero de animais aprovado: §0 Linhagem: Balb/c Nude
Idade / Peso: 4 semanas ) | Sexo: fémea
Instituigao de origem dos animais INCA

Consideragdes e Parecer:
Ao analisar a reapresentacZo do proj=to de pesquisa “Investgacéo do potencial artitumoral do
extrato de chd verds (Camellia sinersis) em modelo munne®, tendo como pesquisagor
responsaveEte! Redrigues Ferzica Ginba, verficou-se que ¢ mesme enconira-se em
cenfermidade com o Regimenlo |n'zrmo desta Comissdo e os requisitos éticos na
expenmentagéo an'mal. Desta torma, ¢ zssifics ¢ protocolo como: APROVADO.

Infermo que o sclicitante possui v prezo de 180 dias a contar da data de heie para apresentar o
relatério parcial de atividades reiacionadas ao projeto aprovado e. apos o témino de
velidage do mesmo, o c-azo ce 30 dias para apresentar ¢ relatorio final, ambos em modelo
aprovado pela CEUA-INCA A réo apresentsgdo do reiatério pode resultar na suspensiio au
cancelamenic da aprovacio da projoto

Rio de Janeire, 223 de margo de 2020,

\Fbm(

Renala Batista da Siiva
Coorgenadora da CEUA-INCA
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ANEXO B - Resumo dos principais achados e contribui¢des da pesquisa para divulgacdo nos

meios de comunicacao

O presente estudo experimental foi desenvolvido no Laboratorio para Estudos de
Interacdo entre Nutricdo e Genética na Universidade do Estado do Rio de Janeiro e pretendeu
avaliar os impactos do tratamento com ch& verde em uma cultura tridimensional (3D) de
células de cancer de mama. Esse tipo de cultura é uma alternativa ao uso de animais na
pesquisa béasica e tem a caracteristica de representar de forma mais fidedigna o arranjo
espacial e as caracteristicas dos tumores in vivo quando comparado a tradicional forma de
cultivo de células em monocamada (2D).

A escolha do extrato de cha verde produzido em nosso laboratdrio, ao invés de um
extrato comercial, foi baseada na vantagem no uso da matriz do alimento no que se refere a
forma como os componentes nela presentes interagem uns com 0s outros e como alcangam
seus alvos no organismo.

O tratamento com o extrato de cha verde promoveu efeitos antitumorais como reducéo
do crescimento, interferéncia na formacao, alteragdes na morfologia das células e inibicdo da
migracdo celular. Além disso, quando os mesmos experimentos foram executados utilizando
apenas um dos compostos bioativos do cha verde (o epigalocatequina-3-galato) na forma
isolada, a eficacia foi inferior & obtida com o extrato completo. Em outras palavras, ndo foram
encontradas mudancas no padrdo de crescimento, viabilidade e morfologia da cultura 3D,
mostrando a vantagem no uso do alimento em relacdo aos seus compostos isolados. Vimos
ainda que doses maiores de extrato foram necessarias para promover os efeitos na cultura 3D
em comparacdo a cultura 2D, provavelmente pela dificuldade de penetracdo dos compostos
imposta pelo arranjo espacial da cultura. Nosso estudo também buscou investigar o impacto
do chéa verde sobre uma das proteinas envolvidas no controle do ciclo celular, a p21. Ela e
outras proteinas sao responsaveis, entre outras funcgdes, pela parada do ciclo que controla o
crescimento e a proliferacdo celular, contendo o desenvolvimento do tumor. Nosso trabalho
mostrou que o tratamento com o cha verde aumentou a producgéo intracelular dessa proteina, o
que pode ajudar a explicar um dos mecanismos requeridos para promover os efeitos
encontrados. Também investigamos se 0 cha verde possuia efeito toxico em uma cultura 3D
de celulas ndo tumorais e vimos que o tratamento ndo promoveu mudancas na sua morfologia
ou viabilidade, o que mostra sua seletividade para linhagens tumorais. Por fim, investigamos

0 impacto do mesmo extrato no crescimento de tumores da mesma célula tumoral em animais



83

e os resultados iniciais mostraram um atraso de 4 dias no aparecimento dos tumores no grupo
que consumiu cha verde na dgua de beber.

Concluimos que o chd verde possui a capacidade de promover mudangas no
crescimento, formacdo, migracdo e na expressao de proteinas envolvidas no controle do ciclo
celular em modelo de cultivo 3D de cancer de mama de forma mais eficiente que a
epigalocatequina-3-galato isolada e que promove ainda, atraso no crescimento desses tumores
em animais. Todos esses achados mostram a importancia do estudo dos efeitos antitumorais
de compostos a partir do uso de matrizes alimentares e ainda, como a resposta a eles pode ser

diferente partindo do modelo de cultura de células utilizado.



