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Resumo

Ha mais de uma década, muitos estudos concentraram-se no cha verde e seus beneficios
para a saude de longo prazo. Sdo muitos os relatos dos seus multiplos efeitos preventivos e
terapéuticos. O chi € muito rico em polifendis que t€m efeito anti-inflamatorio, antioxidante
e propriedades antimutagénicas em vérios sistemas bioldgicos. Dos vérios polifenéis do cha
verde, a (-) -epigalocatequina-3-galato (EGCG) € o mais abundante das catequinas. O EGCG
tem sido alvo de intimeras pesquisas principalmente pelo seu efeito anticancerigeno. Estudos
com animais, epidemioldgicos e com casos humanos controlados revelaram um papel axial
do cha verde e do EGCG na prevencao do cancro. Apesar de alguns estudos demonstrarem
que algumas linhas celulares cancerigenas apresentam graus varidveis de sensibilidade ao

EGCQG, ele ainda € visto como uma nova substancia quimica inibidora do cancro.

O objetivo deste projeto € verificar a citotoxicidade e a eficiéncia na inibicdo do
crescimento celular induzida pelo EGCG proveniente de diferentes fontes (extratos e
infusdes) numa linha celular do cancro da mama, as MCF-7 - recolhendo dados que
permitam compreender a interacdo entre o composto e as células. Avaliar o possivel efeito
adjuvante do EGCG para alguns agentes antineoplasicos usados na terapéutica do cancro da

mama.

Deste modo o estudo experimental estd dividido em duas partes: o estudo in vitro
utilizando a linha celular do cancro da mama, as MCF-7 e, o estudo in vivo utilizando
modelos animais imunodeficientes com inocula¢ao subcutianea da linha celular MCF-7. Nos
experimentos in vitro foi avaliada a acdo do EGCG de diferentes fontes sobre as células
MCF-7 e a acdo dos agentes quimioterapéuticos administrados isoladamente
comparativamente a sua acdo associada ao EGCG sobre a linha celular MCF-7. Foram

desenvolvidos modelos animais do cancro da mama para estudos imagioldgicos.

Os resultados destes estudos descritos neste trabalho, demonstram a citotoxicidade do
EGCG para estas células tumorais da mama e possivelmente auxiliar na terapéutica do

cancro da mama.

Os estudos in vitro demonstraram que, em doses fisioldgicas, o EGCG ¢€ seletivamente
citotoxico para as células MCF-7 e que o tempo de incubag@o necessario para que esse efeito
fosse mensuravel foi de 7 dias, ou seja ap0Os 6 aplicagdes diarias dos extratos ricos em EGCG;

o cha verde Lipton, quando utilizado como fonte de EGCG, mostrou ser citotoxico e inibiu
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o crescimento das células MCF-7 nas mesmas condi¢cdes. Além do efeito citotéxico, o
EGCG, em doses fisiologicas, pode potenciar o efeito de agentes quimioterapéuticos

utilizados na monoterapia do cancro da mama (CAP, PAX, DOT, 5-FU, EPI e DOX).

A realizagdo de estudos imagioldgicos utilizando a nova tecnologia do easyPET deu um
forte suporte aos estudos in vivo, sendo bastante esclarecedor. O equipamento desenvolvido
possui resolucdo e sensibilidade compativeis com a detecdo de tumor antes que este seja
visivel exteriormente, isto €, quando tem dimensdes muito reduzidas (cerca de 1 mm?).
Comprovou-se que esta tecnologia/equipamento permite efetuar o diagndstico precoce do
aparecimento de tumor em ratinhos Balb/C nude. Verificou-se ainda que a induc¢do de tumor,
por injecdo subcutinea de células MCF-7 num modelo ndo-ortotdpico, nio alterou a

morfologia normal dos tecidos dos animais e ndo se observaram metastases.

Palavras-chave: Cha verde, EGCG, cancro da mama, MCF-7



Abstract

For more than a decade, many studies have focused on green tea and its long-term health
benefits. There are many reports of its multiple preventive and therapeutic effects. Tea is
very rich in polyphenols that have anti-inflammatory, antioxidant and antimutagenic
properties in various biological systems. Of the various green tea polyphenols, (-) -
epigallocatechin-3-gallate (EGCG) is the most abundant catechins. EGCG has been the
subject of numerous researches mainly due to its anticancer effect. Animal, epidemiological
and controlled human cases studies have revealed an axial role of green tea and EGCG in
cancer prevention. Although some studies have shown that some cancer cell lines have

varying degrees of sensitivity to EGCG, it is still seen as a new cancer-inhibiting chemical.

The aim of this project is to verify the cytotoxicity and efficiency in inhibiting cell
growth induced by different EGCG sources (extracts and infusions) in a breast cancer cell
line, MCF-7 - collecting data to understand the interaction between compound and cells. To
evaluate the possible adjuvant effect of EGCG for some antineoplastic agents used in breast

cancer therapy.

Thus, the experimental study is divided into two parts: the in vitro study using the breast
cancer cell line MCF-7 and the in vivo study using immunocompromised animal models
with subcutaneous inoculation of the MCF-7 cell line. In the in vitro experiments the action
of EGCG from different sources on MCF-7 cells and the action of the chemotherapeutic
agents administered alone compared to their action associated with EGCG on the MCF-7
cell line was evaluated. Animal models of breast cancer have been developed for imaging

studies.

The results of these studies described in this work demonstrate EGCG cytotoxicity for

these breast tumor cells and possible assistance in breast cancer therapy.

In vitro studies have shown that, in physiological doses, EGCG is selectively cytotoxic
for MCF-7 cells. It was also found that the incubation time required for this effect to be
measurable, using EGCG from different extracts, is 7 days, i.e. after 6 daily EGCG
applications; Lipton green tea, when used as a source of EGCG and performing a similar
protocol, was shown to be cytotoxic and inhibited the growth of MCF-7 cells. In addition to
the cytotoxic effect, EGCG, in physiologic doses, may potentiate the effect of
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chemotherapeutic agents used in breast cancer monotherapy (CAP, PAX, DOT, 5-FU, EPI
and DOX).

The use of easyPET technology strongly supported the in vivo studies, being quite
enlightening. The developed equipment has both resolution and sensitivity compatible with
the detection of tumor prior to external detection, that is, of very small dimensions (£1 mm?).
Thus, it allows an early diagnosis of the tumor development in Balb/C nude mice. Tumor
induction, through subcutaneous injection of MCF-7 cells in an non-orthotopic model, did
not alter the normal tissue/organ morphology of the animals and no metastases were

observed.

Keywords: Green tea, EGCG, breast cancer, MCF-7
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo obter dados que ajudem a esclarecer o papel da

(-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG) como um agente natural na luta contra o cancro, quer

isoladamente, quer associado a agentes quimioterapéuticos. O estudo foi realizado utilizando

uma linha celular de cancro da mama: MCF-7 (ATCC® HTB — 22TM, Rockville, Md., EUA).

Para tentar alcancar este objetivo foram definidos objetivos secundarios:

1.

em primeiro lugar foi necessario determinar apds quanto tempo de incubagdo, com
aplicacdes diarias de EGCG de diferentes fontes, se verificou uma redu¢do de 30%
na viabilidade celular;

avaliar o melhor tipo de aplicacdo de EGCG de vérias fontes: crénica ou aguda;
escolher a melhor concentragdao de EGCG de varias fontes a ser aplicado nesta linha
celular;

avaliar a eficacia de ché verde Lipton comercial, como fonte de EGCG, nesta linha
celular;

avaliar a citotoxicidade, per si e em associacdo, de EGCG ( de diferentes fontes) e
farmacos utilizados em monoquimioterapias no cancro da mama;

avaliar o tipo de morte celular das células MCF-7 ap0s terap€utica com: aplicacdao
isolada de EGCG (de diferentes fontes), destes farmacos e acdo conjunta de farmacos

e destas fontes de EGCG.

Neste contexto, pretendeu avaliar-se a possivel citotoxicidade e eficacia do EGCG na

inibicdo do crescimento da linha celular MCF-7, utilizando diferentes concentracoes de

EGCQG, presentes nos extratos de cha verde e infusdes de cha verde selecionados.

Realizaram-se estudos in vitro com a linha celular MCF-7 incubada com EGCG, com

alguns farmacos instituidos para o tratamento do cancro da mama e com associacdo de

EGCG com estes farmacos, com vista a uma possivel combina¢cao de EGCG como adjuvante



terapéutico, amplificando/potenciando os efeitos anticancerigenos de firmacos usados em

quimioterapia.

Paralelamente, realizaram-se estudos in vivo em modelos animais de xenoenxertos em
estirpes imunocomprometidos (ratinhos Balb/C nude e ratos RNU), induzidos pela linha
celular MCF-7. Como terap€utica usaram-se extratos de chi verde ricos em EGCG e

infusdes concentradas de cha verde.

1.2 Motivacao

Ha muito que o cancro tem sido uma preocupacao global crescente para a satide. Por ano
mais de 5 milhdes de pessoas sdo diagnosticadas com cancro e mais de 3,5 milhdes de
pessoas morrem devido a esta patologia [1]. Varios métodos modernos de tratamento, tais
como terapias direcionadas, t€ém as suas limitagcdes, inclusive o desenvolvimento de
resisténcia a farmacos antineoplasicos (usados na quimioterapia) por parte das células
cancerigenas e até a recorréncia do tumor ap0s tratamento. Por outro lado, alguns cancros
nio podem ser completamente removidos por cirurgia ou por radia¢do, que pode mesmo nao
ser possivel dependendo de varios fatores, além de que, estes tratamentos podem destruir
também os tecidos normais adjacentes ao tumor. Do mesmo modo, os farmacos utilizados
no tratamento do cancro destroem tecidos de crescimento rapido, tais como a medula Ossea
e a mucosa do tubo digestivo. Neste contexto, existe a necessidade de desenvolver novas
metodologias terapéuticas que visam reduzir/eliminar estes efeitos indesejados mantendo a

eficacia do tratamento [2].

Curiosamente, muitos estudos epidemioldgicos e experimentais demonstraram os efeitos
protetores de fatores dietéticos sobre os diversos tipos de cancro em humanos. Os compostos
polifendlicos naturais derivados de plantas sdo um tesouro inestiméivel da natureza, que pode
ser utilizado para bloquear varios estdgios da carcinogénese, o que reforca a
quimioprevencao como uma abordagem valiosa, para deter ou retardar este processo antes

que se desenvolva a malignidade [2].

Para muitos tipos de cancro, as andlises de incidéncia a nivel racial demonstraram que
nas populagdes asiaticas a incidéncia e a mortalidade por cancro sdo reduzidas, o que parece
estar relacionado com a ingestao dietética de cha verde. Assim, tem sido crescente o interesse

em estudar o chd verde como agente quimiopreventivo e quimioterapéutico. Mais



especificamente a biodisponibilidade e a biotransformagdo dos seus polifendis sdo os
responsaveis por mecanismos de controlo do crescimento e morte celulares e também da

angiogénese - sendo conhecidos como potentes agentes antioxidantes [1,3].

O composto derivado do cha verde, mais abundante e popular, em estudo € a (-) —
epigalocatequina — 3 — galato (EGCG), indicado como um agente preventivo do cancro, por
atuar como poderoso antioxidante e por inibir véarias proteinas relacionadas com a
proliferacao e sobrevivéncia das células tumorais [4]. Varios estudos tém demonstrado o
efeito anticancerigeno do EGCG em varias linhas celulares de cancro: prdstata, mama,
laringe, rins, pulmao, pancreas, estbmago e célon [2]. Desse modo, o EGCG ¢ um potencial
aliado no combate do cancro, podendo contribuir para uma melhor eficicia e potenciacio
terapéutica e, simultaneamente, levar a uma diminui¢do dos efeitos secundarios associados
aos tratamentos. Em ultima instancia, a administracdo de EGCG/cha verde podera permitir

uma diminui¢do das doses dos farmacos, usados na quimioterapia, administrados ao doente.

O cancro da mama € o segundo tipo de cancro mais comum entre as mulheres de todo o
mundo, a seguir a0 melanoma - o tipo mais agressivo de cancro de pele. A incidéncia do
cancro da mama nos homens € aproximadamente 1%. Em Portugal, sao diagnosticados todos
os anos aproximadamente 6 000 novos casos de cancro da mama e cerca de 1 500 mulheres

morrem devido a esta patologia [5].

A causa de morte mais comum sio as metistases, que disseminam a patologia até 6rgaos
vitais como o figado, o pulméao, a coluna vertebral e o cérebro. Como a mama é um 6rgao
muito vascularizado, as células malignas podem seguir pelos vasos sanguineos ou pelos
vasos linfaticos para outras partes do corpo. Assim a detecdo precoce da doenga diminui as

hipoteses de se formarem metéstases [5].

O cancro da mama € uma das patologias com maior impacto na sociedade, uma vez que
¢ um dos tumores malignos mais comum e com uma elevada taxa de mortalidade. E uma
doenca temida, ja que afeta a percecdo da sexualidade e a imagem pessoal da mulher. Os
tratamentos, muitas vezes prolongados no tempo, podem associar-se a efeitos que podem
interferir negativamente na vida da mulher, bem como na vida familiar, profissional e social.
Principalmente se forem mulheres jovens hé outras facetas a acrescentar a esta problemaética,
especialmente a nivel da maternidade, ja que a quimioterapia tem efeitos sobre a fertilidade,

desenvolvimento do feto e amamentacao [5].



A ciéncia tem feito inimeros progressos na busca de novas terapéuticas capazes de
“curar” e minorar a doenca ¢ a cada dia surgem novos dados, que sdo mais um passo na luta

contra o cancro.

Numerosos agentes fitoquimicos dietéticos mostraram atividades anticancerigenas
quando testados in vitro em linhas celulares de cancro da mama; no entanto, na maioria dos
casos, a eficdcia demonstrada para estes agentes fitoquimicos individuais requer doses nao
prontamente alcangédveis in vivo. Assim, os beneficios que as dietas podem exercer em
contexto clinico e de prevencdo do cancro da mama ainda ndo estdo clarificados. Ha
intimeros fatores envolvidos que é necessério esclarecer. E interessante avaliar se uma
abordagem “multicomposto”, envolvendo baixas doses fisiologicamente vidveis de agentes
dietéticos, pode ser desenvolvida como uma estratégia quimiopreventiva ou mesmo

adjuvante em terapéutica para o cancro da mama [6].

Neste trabalho foi investigado o efeito da combinacdo do EGCG, em doses subdtimas,
e de farmacos antineoplésicos, instituidos para tratamento do cancro da mama, num
sinergismo de supressdo da proliferacdo celular e citotoxicidade do tratamento, em

comparagdo com os diferentes agentes utilizados isoladamente.

1.3 Estrutura da dissertacao

A presente dissertagc@o € constituida por seis capitulos.

No Capitulo 1 sao apresentados os objetivos deste trabalho e os motivos que

incentivaram a sua realizacao.

O Capitulo 2 compreende a revisdo da literatura, abordando inicialmente os aspetos
referentes ao cancro da mama. E feita a descri¢do anatémica do 6rgdo para que se possa ter
uma melhor perspetiva de como se desenvolve o cancro da mama e quais os parametros
alterados nesse processo. E feita igualmente uma breve descricio da linha celular do cancro
da mama utilizada: MCF-7. Sao descritos também os avancos na pesquisa do cha verde desde
a sua origem e cultivo, composicao e interacdo com os sistemas fisiologicos. Inclui-se, ainda,
uma revisdo sobre a epigalocatequina-3-galato (EGCG), com foco nos seus efeitos
anticancerigenos, centrando para o cancro da mama e a sua possivel utilizacdo como um

adjuvante/potenciador no tratamento deste tipo de cancro.



No Capitulo 3 sao apresentados os métodos e os procedimentos experimentais utilizados
na realizag¢do deste projeto, desde a cultura e manutencao das células, preparacdo do cha e
dos extratos, a ensaios realizados in vitro e procedimentos in vivo, que tornaram possivel
efetuar uma analise estatistica e discussdo a partir de técnicas como: teste de viabilidade

celular MTT, andalise HPLC, citometria de fluxo e anélise imagioldgica PET.

No Capitulo 4 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos, com base nas técnicas

referidas no Capitulo 3.

No Capitulo 5 sao apresentadas conclusoes retiradas dos resultados apresentados no
capitulo anterior, bem como limitacdes deste trabalho e indicacOes para melhoramento, e

ainda perspetivas de trabalho futuro.






Capitulo 2

Revisao da Literatura

2.1 Cancro — introdugao geral

Uma neoplasia (ou tumor) corresponde a uma lesdo devida a proliferacao celular
descontrolada. Esta proliferacdo conduz a uma acumulag¢do progressiva de células alteradas,
que formam um ndédulo ou massa tumoral, visivel ou palpavel quando superficial, ou
detectavel apenas através métodos imagiologicos (por exemplo: ecografia, TAC
(Tomografia Axial Computadorizada), RMN (Ressonancia Magnética Nuclear), etc.) [7].
Embora as neoplasias sejam normalmente bastante heterogéneas, podem ser divididas, em
termos de classificacdo, em dois grandes grupos: as neoplasias benignas e as neoplasias
malignas, também designadas por cancro. As neoplasias malignas sdo potencialmente fatais,
uma vez que conseguem invadir e destruir o local de origem e as zonas adjacentes, podendo
ainda disseminar-se a distancia. Esta disseminacdo ou metastizacdo ocorre através da
corrente sanguinea e/ou linfatica, podendo desenvolver-se em varios locais, por exemplo:
ganglios linfaticos, pulmdes, mama, intestinos, figado, pancreas, ossos, cérebro. Existem,
portanto, muitos tipos de cancro, dependendo da célula e tecido de origem, com

comportamento clinico e tratamento bastante diferentes [7].

2.2 Cancro da mama

O desenvolvimento do cancro da mama € causado pela acumulacio gradual e vitalicia
de mutacdes adquiridas, somaticas e mudancas epigenéticas que afetam as células do tecido
mamario e as suas progenitoras [8]. Andlises recentes do genoma de varios tumores
demonstraram que a complexidade molecular e a heterogeneidade clinica do cancro da
mama podem ser devidas as chamadas mutacdes driver, em portugués, mutacdes condutoras.
Mutagdes driver correspondem a uma ampla variedade de mutacdes que conduzem ao
processo tumorigénico, isto €, afetam frequentemente genes que codificam proteinas

responsaveis pela homeostase do tecido normal. Os mecanismos que conduzem células



normais a transformar-se em células neoplasicas incluem descontrolo do ciclo de divisdo

celular, fuga de células com maturacdo deficiente e senescéncia revogada a apoptose [9-11].

O processo de carcinogénese divide-se normalmente, para facilidade de estudo, em 3
fases: iniciagdo, promocdo e progressao. O estidgio de iniciagdo do cancro tem origem nas
modificagdes genéticas, alteracdes irreversiveis resultantes de pequenas mutagdes,
transversoes, transicoes e/ou delegdes no DNA celular [12]. Nesta fase também podem
ocorrer modificacdes nas histonas, na transcricio ou mesmo na metilacio do DNA sem
afetar a sequéncia do proprio DNA [13]. O segundo estagio, denominado promogao, implica
alteracoes reversiveis na expressao do genoma por intermédio da interagdo promotor-recetor.
O estagio final corresponde a progressao que se carateriza por instabilidade cariotipica, ou
seja, instabilidade cromossémica e crescimento maligno, favorecido pela acumulagdo de

erros genéticos devido ao aumento da proliferacdo celular [12,14].

O mecanismo molecular na base das alteracOes hereditarias que estimulam o
desenvolvimento do cancro da mama nao € ainda claro. Porém, € de salientar que a maior
parte dos genes de suscetibilidade para o cancro codificam proteinas supressoras de tumores
envolvidas nos processos de reparacdo do DNA, especialmente os mecanismos altamente

complexos de reparacdo de rutura da dupla cadeia do DNA [11,15].

2.2.1 A mama

As mamas sdo 6rgaos pares formadas por tecido glandular, tecido fibroso de conexao e
tecido adiposo, sendo suportadas na sua posi¢ao por um grupo de ligamentos que conferem

mobilidade e sustentacdo, designados ligamentos de Cooper [16].

Externamente, em ambos 0s sexos, a mama apresenta na regido central uma saliéncia, o
mamilo, rodeado por uma aréola circular pigmentada. Na mulher, o 6rgdo encontra-se mais
desenvolvido, atingindo a sua maior atividade durante a gravidez e periodo de lactacao [16—

18].

No interior da mama localizam-se as glandulas mamarias, que produzem e segregam
leite [16-18]. Cada glandula maméria é, habitualmente, constituida por 15 a 20 lobos
envolvidos por uma quantidade consideravel de tecido adiposo, que confere a mama a sua
forma caracteristica [17-19]. Estes lobos, formados por um conjunto de l6bulos, sdo as

unidades de funcionais. Cada lobo possui um unico canal galactéforo, que termina a



superficie do mamilo. Este canal dilata-se para formar a ampola galact6fora, onde se
acumula o leite, quando produzido. O canal subdivide-se para formar canais mais pequenos,
cada um dos quais drena um I6bulo. Dentro de cada 16bulo, os canais ramificam-se e tornam-
se ainda mais pequenos. Na fase de secre¢do, as terminacdes destes canaliculos, dilatam-se

em sacos secretores, designados alvéolos [17-19].

Legenda

1. Mamilo

2. Aréola

3. Ductos

4. Lobulos

5. Tecido adiposo
6. Parede muscular
7. Costelas

8. Vasos sanguineos

Figura 1 — Imagem que ilustra as componentes anatomicas da mama (adaptada da American Cancer
Society [20]).

Quanto a histologia do tecido mamaério, podem considerar-se duas componentes [21,22]:

- componente estrutural: o estroma mamario € responsavel pela sustentacdo e prote¢cdo
da estrutura mamaria, dividindo-se em estroma interlobular e intralobular. O estroma
interlobular € composto principalmente por tecido conjuntivo denso fibroso e tecido adiposo,
que dao a firmeza a mama. J4 o estroma intralobular é composto por tecido conjuntivo laxo
com células inflamatérias, os linfécitos, e € muito sensivel as variagdes hormonais do ciclo
menstrual. Além disso a composicdo do estroma mamério varia com o passar dos anos,

aumentando a quantidade de tecido adiposo e, diminuindo a propor¢ao de tecido conjuntivo;

- componente funcional: o parénquima mamario € responsavel pela producio e secrecio
do leite, sendo constituido por células epiteliais. Os l6bulos mamarios sdo estruturas de
contorno circular, formados pelo agrupamento de acinos e ductos circundados pelo estroma
interlobular. Os 4cinos e os ductos s@o compostos por dois tipos de células de revestimento.
O revestimento interno € formado por células epiteliais, que nos acinos segrega o leite, € o
revestimento externo ¢ formado por células mioepiteliais responsaveis pela contracdo, de

modo a expelir o leite produzido.



De salientar que a distribuicdo dos tecidos - conjuntivo denso e laxo, epitelial e adiposo

- depende do ciclo hormonal, idade, alimentacao e, principalmente, de fatores genéticos [21].

A drenagem linfatica mamaria, que retém as bactérias e as células cancerigenas, ¢ feita,
em grande parte, para os ganglios linfaticos axilares (75%), sendo a restante drenada para os

linfonodos mamarios internos (20%) e linfonodos intercostais posteriores (5%) [17].

2.2.2 Classificacao do cancro da mama

O cancro da mama ndo constitui uma unica doenca, é heterogénea, apresentando
diferentes carateristicas fenotipicas a nivel histolégico, molecular e clinico, nomeadamente
no que se refere ao curso da doencga e resposta a terapéutica [23-26]. Apesar de ser comum
estratificar e tratar os tumores da mama como uma entidade tnica, as informac¢des do meio
intratumoral permitem criar um novo sistema de classificacdo que reflete essa
heterogeneidade, uma vez que, dentro de um tumor, podem coexistir multiplos subtipos [24—
26]. A compreensdo dessa heterogeneidade possibilita o desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas, que visam obter melhores respostas a nivel clinico [23-26].

Assim, a classificagdo deve englobar aspetos como: o tipo histolégico, o grau, o estado

dos recetores hormonais e expressao do gene HER?2 e o estadiamento [23-27].

e Histopatologia

Os tumores malignos da mama sdo predominantemente carcinomas, cancros derivados
do tecido epitelial [28,29]. Isso significa que se encontram maioritariamente nos ductos ou
nos lobulos, ambos compostos por tecido glandular. Apesar dos carcinomas serem
considerados uma unica doenca, eles possuem uma ampla gama de subtipos que se diferem

tanto em termos de aspeto microscopico como no comportamento bioldgico [28].

Os tipos mais comuns sdo os carcinomas do ducto e do 16bulo. Porém hé que diferenciar
os carcinomas in sifu dos invasivos, uma vez que apresentam sintomas e sinais semelhantes

(Tabela 1) [29].

Existem véarios outros tipos histoldgicos de cancro de mama menos prevalentes, que
incluem carcinoma tubular, carcinoma inflamatdrio, carcinoma micropapilar invasivo,
carcinoma metaplasico, carcinoma adenoide cistico, carcinoma mucinoso, carcinoma

medular, entre outros [28].
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Tabela 1 — Carcinomas da mama mais comuns (adaptada de [25-30])

Tipo de carcinoma

Descricao

Carcinoma ductal in situ (CDIS)

Originado pela proliferacdo das células epiteliais malignas
contidas no interior dos ductos mamadrios. in sifu significa no
local, ou seja, as células estdo contidas na membrana basal do
ducto, portanto ndo saem para fora deste para invadir outras areas
do estroma circundante; ndo ha risco de desenvolver metastases
[28,29].

Carcinoma ductal invasivo (CDI)
ou Carcinoma ductal infiltrado

Tumor da mama mais comum, responsavel por 70-80% dos casos
[28-30]. Ao contrdrio do CDIS, o carcinoma invasivo pode
expandir-se a todo o tecido mamaério, vasos sanguineos e vasos
linfiticos mamdrios, formando metdstases que, em ultima
instancia podem atingir outros 6rgaos [28].

Carcinoma lobular in situ (CLIS)

Ha proliferacdo das células epiteliais presentes nos 16bulos, tipo
ndo invasivo. Alguns investigadores afirmam que esse tipo de
tumor confere um risco aumentado de desenvolver o tipo
invasivo [29].

Carcinoma lobular invasivo
(CLI))

Segundo tipo mais frequente de cancro da mama (15-55% dos
casos) [25,27,30]. Em comparacdo com o CDI, apresenta uma
maior frequéncia de bilateralidade e multicentricidade. A falta de
coesdo celular facilita a metastizacdo para outras areas do
organismo, como medula dssea, cérebro, ovario, ttero [28].

—— Lobo normal

o) Duto normal

“ Lobo preenchido
com célutas
anormais

_ Células anormais
no duto

Carcinoma Ductal in sifu (CDIS) Carcinoma Lobular in sifu (CLIS)

Figura 2 — Imagem ilustrativa da transformac@o de ductos e 16bulos normais em cancerigenos pelo
crescimento anormal das células que revestem a sua parede interna (adaptada da

American Cancer Society [20]).

e Estado dos recetores hormonais € HER2

Nos dltimos anos, muitos estudos tém-se focado nas caracteristicas moleculares do
cancro da mama. Os avancgos tecnoldgicos permitem correlacionar os perfis de expressao
génica do cancro com a sua evolucdo clinica e com as respostas as terapias utilizadas [27].

Os primeiros estudos transcriptomicos baseados em microarrays classificaram subconjuntos

11



de cancro da mama utilizando genes que apresentaram uma variagdo na sua expressao em
todos os tipos de cancro [30]. Os padrdes de expressdao génica que possibilitaram fazer esta
classificacdo estdo associados a expressdo ou falta de expressdo de vérias familias de genes
principais, incluindo: genes dos recetores de estrogénio (RE) e os relacionados com os RE;
genes associados a proliferacdo celular; genes do recetor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2) e genes proximais a HER2 (na regido de amplificacdo do
cromossoma 17, onde se localiza o gene BRCA I- responsavel pela supressdo tumoral - cujas

variacOes levam a um risco aumentado de desenvolver cancro da mama) [31,32].

A nivel molecular os cancros da mama sao classificados como: luminal A, luminal B, com
superexpressdo de HER2, basal-like ou “basaloide”, normal-like ou “mama-normal simile”

(Tabela 2) [30,33,34].

Tabela 2 - Subtipos moleculares do cancro da mama (adaptado de [35-37])

Subtipos moleculares cancro da Estado recetores hormonais Estado do HER
mama
Luminal A RE+ e/ou RP+ HER2-
Luminal B negativo HER2 RE+ e/ou RP+ HER2-
Luminal B positivo HER2 RE+ e/ou RP+ HER2+
HER? positivo nao luminal RE- e RP- HER2+
Basal-like RE- e RP- HER2-
Normal-like RE- e RP- HER2-

Os subtipos que apresentam elevado numero de recetores hormonais, t€m o seu
crescimento e multiplicacdo estimulados por hormonas, nomeadamente estrogénio e
progesterona, ou seja, apresentam recetores de estrogénio (RE) e recetores de progesterona
(RP). Além de que, aqueles que tém maior expressdo desses recetores t€ém melhor

prognostico, uma vez que respondem bem a terapia hormonal [38].

A HER2 ¢ uma proteina situada na superficie da membrana celular, envolvida no
crescimento e na migracao celular, que esta presente em aproximadamente 20% dos casos
de cancro da mama. Nestes casos verifica-se a superexpressao e/ou amplificacdo do gene

HER?2 [39,40].

Os subtipos moleculares Luminal A e Luminal B sdo assim designados devido a
similaridade que as células neoplasicas t€ém com as células mamarias normais que estdo em

contacto direto com o Iimen dos ductos mamarios, as ditas células luminais (Tabela 3) [40].
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Tabela 3 — Descri¢do dos subtipos moleculares do cancro da mama (adaptada de [32,34,41-49).

Subtipo molecular do Descricdo
cancro da mama
Luminal A Corresponde a cerca de 60% dos casos, mas apresenta um melhor

progndstico comparado com os demais. Sao tumores que maioritariamente
apresentam recetores para estrogénio (RE) e/ou progesterona (RP),
negativos para amplificagdo e/ou superexpressio de HER2 e um baixo
grau histologico [41]. Além disso, alguns estudos apontam para outros
marcadores como o Ki67, um biomarcador utilizado para medir e
monitorar a proliferacio tumoral que, usando testes imuno-histoquimicos,
apresenta um indice inferior a 14% [42].

Luminal B Expressa recetores hormonais (RE e RP), dependendo da especificacdo,
apresenta ou ndo HER?2, tendo altos indices de proliferacdo (> 14% Ki67).
Esse alto indice de proliferacio tem como consequéncia um pior
progndstico comparado com o Luminal A. Esta associado também a um
maior risco de recorréncia e maior resisténcia a tratamentos [43,44].

Superexpressdo HER2 Tem elevada expressdo da oncoproteina HER2, mas é negativo para os
recetores hormonais [45]. Possui o segundo pior progndstico em relacido
aos outros subtipos [46]. Quanto ao marcador de proliferagdo, ki67, ndo
apresenta um padrao.

Basal-like ou “Basaloide” Caracteriza-se pela expressdo de genes expressos nas células
basais/mioepiteliais [47]. Devido a auséncia de marcadores RE, RP e
HER?2 siao chamados por alguns autores, “tumores triplo negativos”
(TTN) [48]. Morfologicamente, é caracterizado por alto grau histolégico,
por elevado indice mitético, pela presenca de areas de necrose central e
pela infiltracdo linfocitdria. Apresenta um progndstico mais reservado
[471.

Normal-like ou “mama-  Carateriza-se pela elevada expressdo de genes que sdo comuns as células

normal simile” epiteliais normais da mama, as adiposas e outras células do estroma [33].
E negativo para os marcadores hormonais e HER2; possivelmente
representa apenas uma contamina¢do do tecido mamario normal durante
arealizac@o das andlises de perfil de expressdo génica [32,49].

e QGrau histologico

A classificacdo do cancro da mama, com base no grau histologico ocorre de acordo com
a heterogeneidade, ou seja, com a diferenciacdo das células que formam o tumor, com a sua
arquitetura e nimero de mitoses. Porém, o grau de diferenciacao do tumor pode variar de
acordo com a 4rea analisada e alguns podem mesmo modificar o seu grau a medida que

evoluem (Tabela 4) [50].

A nivel clinico quanto menor for a diferencia¢do mais rapido € o crescimento do tumor.

Assim quanto menor for o grau, melhor o progndstico [50].
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Tabela 4 — Grau histol6gico de diferenciacdo do cancro da mama (adaptado de [50,51]).

Grau histologico de Descrigdo
diferenciacdo

Tumor bem diferenciado: composto por células pouco heterogéneas, com
preservacdo da arquitetura e mitoses reduzidas.

Grau 2 Tumor moderadamente diferenciado. Medeia entre o grau 1 e 3.

Tumor indiferenciado caracterizado pela elevada heterogeneidade das
células, pela perda da estrutura e elevado nimero de mitoses.

Grau 1

Grau 3

e Estadiamento

Embora exista uma miriade de tumores malignos da mama, todos tendem a seguir um
percurso bioldgico mais ou menos comum, iniciando-se pelo crescimento e invasdo local,
depois invadindo os 6rgdos mais proximos e, por fim, fazendo a disseminacio regional e
sistémica. Neste contexto desenvolveu-se um sistema de estadiamento. Normalmente é
utilizado o sistema de estadiamento TNM, que combina o tamanho do tumor (T), a extensao
da disseminacdo em linfonodos (N) e a presenca ou ndo de metastases (M) noutros 0rgaos.

Neste sistema classifica-se o cancro em diferentes estadios (Tabela 5) [29,50].

Tabela 5 — Classificagdo TNM do cancro da mama (adaptada de [28,32]).

Tumores Tamanho do tumor Nédulos Metastases
TO0/Tis TO: ndo ha tumor primario  NO: metastase linfatica ndo MO: ndo hé evidéncia
Tis: tumor apenas nos presente de metastases
ductos ou 16bulos
T1 <2cm N1: Células malignas M1: evidéncia de
presentes em 1 a 3 linfonodos  metéstases
axilares
T2 2 -5cm N1 mi: Tumor no linfonodo
> (0,2 mm <2 mm
T3 >5cm N2: Células malignas
presentes em 4 a 9 linfonodos
axilares
T4 Qualquer tamanho; atinge ~ N3: Células malignas em
a parede tordcica ou pele linfonodos infraclaviculares
ou apresenta ulceracio ou supraclaviculares, ou
em + de 10 linfonodos
axilares

A combinacdo das diversas variantes de T, N e M, determina os estadios clinicos que
variam entre I e IV, na maioria dos casos, isto porque alguns dos tumores s sao classificados

em trés estadios (Tabela 6) [50].
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Tabela 6 - Classificacdo do cancro da mama em estadios (adaptada de [52-55]).

Estadio Descricéo

Estadio 0 (Tis,NO,MO) Carcinoma in situ em que as células cancerigenas estdo confinadas na

mama. Nao se espalharam e nem invadiram outros tecidos.

Estadio I Estadio IA Tumor com menos de 2 cm e nio apresenta aglomerados nos nédulos
(T1,NO,MO) linfaticos;

Estadio IB Nio inclui tumor na mama, mas existem pequenos grupos de células
(TO ou cancerigenas nos linfonodos. Também pode ser um tumor com menos
T1,NImi,M0) de 2 cm e com pequenos aglomerados nos nddulos linfaticos.

Estadio II Estadio ITA Nio inclui tumor na mama, mas existe cancro (> 2 mm) em linfonodos.
(TOouTlou  Também pode ser um tumor com menos de 2 cm € o cancro ja se ter
T2,NOou N1, disseminado para os ndédulos linfiticos das axilas ou tem entre 2 e 5
MO) cm e ndo se espalhou para os nddulos linfaticos axilares.

Estadio IIB Tumor de 2 a 5 cm que ja se disseminou para os nddulos linfaticos das
(T2 ouT3,NO axilas ou € maior que 5 cm e ainda ndo se espalhou.
ou N1, MO)

Estadio I1T Estadio ITIA Tumor <5 cm disseminado para os ganglios linfaticos das axilas ou
(TOaT3, N1 retroesternais. Pode ter + 5 cm e ter-se espalhado para os ganglios
ou N2, M0) linfaticos das axilas ou para os localizados retroesternais.

Estadio IIIB Tumor de qualquer tamanho que cresceu na parede toracica e/ou pele,
(T4,NOaN2, além de que ja pode ter-se disseminado para ganglios linfaticos da
MO) axila ou retro esternais.

Estadio IIIC Tumor de qualquer tamanho disseminado para os ganglios linfaticos
(qualquer T, retroesternais e axilares. O cancro pode ter atingido os ganglios
N3, M0) linfaticos supra ou infra claviculares.

Estadio IV (qualquer T, Tumor de qualquer tamanho; células cancerigenas disseminadas para
qualquer N, outras partes do organismo, como pulmdes, figado, ossos ou cérebro.
M)

2.2.3 Patogénese do cancro da mama

Presentemente persistem duas teorias hipotéticas que explicam a iniciagdo e progressao
do cancro da mama: a teoria das células-tronco cancerigenas ¢ a teoria estocdstica [8,56].
Por um lado, a teoria das células-tronco cancerigenas sugere que todos os subtipos de tumor
sdo derivados das mesmas células-tronco ou células progenitoras. Sugere ainda que as
mutacdes genéticas e epigenéticas adquiridas pelas células estaminais ou células
progenitoras conduzem a diferentes fendtipos tumorais (A). Por outro lado, a teoria
estocdstica sugere que cada subtipo de tumor tem inicio a partir de um tnico tipo de célula
(célula-tronco, célula progenitora ou célula diferenciada) e que as mutacdes aleatérias
acumuladas ao longo do tempo em qualquer célula maméria, levam a sua transformacdo em

células tumorais quando as mutagdes adequadas se acumulam (B). No entanto, apesar de
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ambas serem suportadas por uma enorme quantidade de dados, ndo conseguem explicar

completamente a origem do cancro da mama (Figura 3) [8,56].

®

Células tronco, células
progenitoras ou células
diferenciadas

“Células tronco™ Subtipos cancro
cancro da mama da mama
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Figura 3 — Esquema ilustrativo as duas teorias hipotéticas sobre a iniciacdo e progressdo do cancro
da mama. [A] Todos os subtipos do cancro da mama sao derivados das mesmas células-
tronco ou células progenitoras e os diferentes fenétipos dos tumores devem-se a eventos
de transformacdo especificos do subtipo. [B] Cada subtipo do cancro da mama tem
inicio a partir de um unico tipo de célula (célula-tronco, célula progenitora ou célula
diferenciada). Mutacgdes aleatérias podem acumular-se gradualmente em qualquer
célula da mama, levando a sua transformacao em células tumorais quando acumula um
determinado nimero de mutacdes (adaptado de [8,56]).

2.2.4 Fatores de risco

7z

O risco de desenvolver cancro da mama € condicionado por numerosos fatores
genéticos, reprodutivos, ambientais, de género, familiares, etarios, étnicos e pela escolha do
estilo de vida (por exemplo: hébitos alimentares) que, de alguma forma, levam a

incapacidade de reparacdo dos danos do DNA [54,57].
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Relativamente ao género, o cancro da mama € 100 vezes mais comum no sexo feminino

do que no sexo masculino [54,57].

A presenca de cancro da mama em qualquer parente feminino de primeiro-grau, em
geral, quase duplica o risco e este aumenta gradualmente com o nimero de familiares
afetados, sendo esta suscetibilidade genética parcialmente atribuida a mutagdes nos genes
relacionados com o cancro da mama e dos ovarios - BRCAI e BRCA2 - que podem inibir a
capacidade do organismo para proteger e reparar o DNA. H4 outros pontos de vista que
indicam que o aumento do risco também pode ter a ver com a proximidade familiar e, com

a partilha de estilos de vida [54,57].

A idade é o maior fator de risco do cancro da mama, pois estudos demonstraram um
aumento da incidéncia com o aumento da idade. Cerca de 75% dos casos sao diagnosticados

apos os 50 anos e 4% antes dos 40 anos, sendo raros os casos antes dos 25 anos [54,57].

Fatores reprodutivos como menarca precoce, menopausa tardia, idade tardia da primeira
gravidez e baixa paridade estdo relacionados com o aumento do risco, devido a forte
associacdo do estado dos recetores de estrogénio. O estrogénio tanto endogeno como

exogeno esta associado ao risco de cancro da mama [54,57].

Os estilos de vida modernos, como uma dieta pobre e ingestdo excessiva de gorduras, a
falta de atividade fisica, o consumo excessivo de alcool, o tabagismo, a exposi¢do a produtos

quimicos e toxinas estdo também associados ao elevado risco de cancro da mama [54,57].

Apesar de haver diferentes taxas de incidéncia na idade pds-menopausa entre as
diferentes etnias, estudos mostraram que com a migracao para um pais de alta incidéncia a
descendéncia acaba por adquirir o perfil de risco do pais adotivo apds algumas geragoes.
Este facto sugere que, para além dos fatores genéticos, os fatores ambientais sdo subjacentes

quando se considera a etnia [54,57].

2.2.5 Epidemiologia

Com base nas estimativas do GLOBOCAN, em 2012 calculou-se que havia
aproximadamente 1,7 milhdes de casos, sendo 521 900 mortes atribuidas ao cancro da
mama. Assim, este € o cancro mais diagnosticado e a principal causa de morte por cancro
nas mulheres em todo o mundo. Isoladamente ele representa 25% de todos os casos de cancro

e € responsavel por 15% das mortes por esta patologia nas mulheres [58].
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Cerca de 50% dos casos e 38% das mortes concentram-se nos paises mais desenvolvidos.
Encontram-se altas taxas de incidéncia nos paises da América do Norte, Australia/Nova
Zelandia e Europa do Norte e Ocidental; existe uma taxa intermédia na Europa Central e
Oriental, América Latina e Caribe; sendo menor a taxa na maior parte da Africa e Asia. As
variacdes na taxa de incidéncia correlacionam-se com as diferencas relativamente a

disponibilidade de detecdo precoce e aos fatores de risco [58].

Houve um aumento de 30% da taxa de incidéncia nos paises ocidentais entre 1980 e
finais dos anos 90, provavelmente devido a mudancas no que se refere a saide reprodutiva
e ao aumento do rasteio. No entanto, ja no inicio do ano 2000, a taxa de incidéncia decresceu,
talvez pela redu¢do da terapia hormonal da menopausa ou também talvez devido a planaltos
na participacao na triagem mamografica. Por outro lado, a taxa de mortalidade estabilizou
ou decresceu desde 1990, nos paises da América do Norte e paises da Europa com maiores

recursos, gracas a detecdo precoce e melhorias no tratamento [58].

Mais recentemente a taxa de incidéncia tem vindo a aumentar em paises da América
Latina, Africa e Asia, nio sendo as causas deste fenémeno completamente compreendidas.
Mesmo assim este aumento € atribuido a fatores como a evolucao nos padrdes reprodutivos,
a obesidade e ao sedentarismo, entre outros. A taxa de incidéncia tem sido acompanhada
igualmente por um aumento na taxa de mortalidade, possivelmente devido a mudancgas no
estilo de vida, escassez de programas eficazes de rastreio e, também, devido a limitagdes no

acesso ao tratamento [58].

2.2.6 Terapéutica do cancro da mama

Fatores essenciais para determinacdo do tipo de terapéutica mais adequada sdo a idade
do doente, o estado pré ou pds-menopausico, o estadiamento da doenca e o subtipo molecular

(Tabela 7) [59].
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Tabela 7 - Tratamento do cancro da mama de acordo com o estadiamento da doenca (adaptado de

[59,60]).
Estadiamento Opcoes terapéuticas
Estadio 0 Cirurgia e radioterapia Em casos de cancro com RE+ pode incluir ainda a
terap€utica hormonal antiestrogénica.
Estadio I Cirurgia e radioterapia Caso apresente RE+ pode incluir ainda a terapéutica

hormonal antiestrogénica. Caso apresente igualmente
a presenca de HER2+ o tratamento incluird a
administracdo de terapia antiHER2. Pode ainda
ponderar-se a aplicacdo de quimioterapia.
Estadio I1 Cirurgia, radioterapia e Em caso de RE+ pode incluir terapéutica hormonal
geralmente quimioterapia antiestrogénica. Caso apresente HERZ2+ inclui-se
igualmente a terapia antiHER?2.

Estadio IIT Cirurgia, radioterapia e Em caso de RE+ aplica-se a terapéutica hormonal
quimioterapia; antiestrogénica. Para as HER2 + aplica-se a terap€utica

antiHER?.
Estadio IV Neste estddio o tratamento  Recorre-se neste caso a terapéutica sistémica
¢ individualizado incluindo terapéutica antiestrogénica, terapéutica

antiHER?2 ou quimioterapia.

Existem varias maneiras de tratar o cancro da mama dependendo do tipo e estagio [61]:

e tratamentos locais - tratam o tumor sem afetar o resto do organismo. Os tipos
de terapia local usados incluem: cirurgia e radioterapia;

e tratamentos sistémicos — tratam o tumor com firmacos que atingem as células
cancerigenas em quase qualquer parte do organismo. Dependendo do tipo do
cancro da mama, diferentes tipos de farmacos podem ser administrados:

quimioterapia, terapia hormonal e terapia direcionada.

Os procedimentos cirdrgicos mais frequentemente realizados sdo a mastectomia total e

a cirurgia conservadora da mama seguida de radioterapia [59].

A radioterapia € uma terap€utica loco-regional, sendo parte integrante do tratamento
ap6s cirurgia conservadora. E aplicada apés mastectomia com o objetivo de reduzir as
recidivas loco-regionais e aumentar a sobrevivéncia. Para tumores localmente avancados,
sem condig¢des cirdrgicas, pode ser aplicada apds terap€utica sistémica neoadjuvante, a titulo

pré-operatorio ou como tratamento loco-regional definitivo [59,62].

7z

A quimioterapia é um tratamento com farmacos citotoxicos que podem ser
administrados por via intravenosa ou por via oral. A quimioterapia sistémica consegue

atingir as células cancerigenas em todo o organismo através da corrente sanguinea. Estes
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farmacos sdo comummente denominados de acordo com a sua agcdo ou pela sua origem

(Tabela 8) [63,64].

Tabela 8 — Farmacos utilizados em quimioterapia do cancro da mama (adaptada de [65]).

Classe Nome quimico Acao
Antraciclinas Doxorrubicina Agem diretamente sobre os 4cidos nucleicos
Epirrubicina funcionando como intercalantes, danificam o material
genético destas células.
Alquilantes Ciclofosfamida Agem sobre a sintese do DNA e proteinas, ligando-se ao
DNA e inibem a abertura da dupla hélice.
Antimetabolitos 5-fluorouracilo Atuam inibindo enzimas envolvidas na sintese do DNA
Capecitabina e proteinas.
Taxanos Paclitaxel Inibidores da mitose celular ao promoverem a formacao
Docetaxel dos microttiibulos ao inibirem a despolimerizacdo de
tubulina, o que estabiliza os microtdbulos.

Alcaloides de vinca Vincristina Inibe a mitose celular, porém através da inibi¢do da
formacdo de microtibulos, ao ligar-se a B-tubulina e
bloquear a polimerizacgao da a-tubulina.

Antibiéticos Mutamicina Atua intercalando-se na estrutura da dupla hélice;
A base de platina Carboplatina Atua formando ligacdes cruzadas nas cadeias do DNA,

inibindo a sua replicagéo e transcricao.

Contrariamente aos agentes quimioterapéuticos, que atacam todas as células com
crescimento rapido, os investigadores t€ém desenvolvido farmacos especificos para o tipo de
cancro, gracas aos estudos detalhados sobre as alteracdes nas células cancerigenas que as faz
proliferar descontroladamente. Os novos farmacos direcionados atuam especificamente nas

células cancerigenas bloqueando o seu crescimento e disseminagado [66,67].

A terapia direcionada para cancro da mama HER2 + (1/5 casos cancro da mama) utiliza
anticorpos monoclonais e inibidores de cinases com o objetivo de atacar a proteina. No
cancro da mama positivo para os recetores hormonais (2/3 casos cancro da mama) completa-
se com a terapia hormonal antiestrogénica, usando bloqueadores de proteinas cinases
dependentes de ciclinas e mTOR (do inglés, mammalian target of rapamycin), com a
intencdo de limitar o crescimento tumoral. Para os casos de mutacdo no gene BRCA utilizam
bloqueadores da proteina PARP (do inglés, poly (ADP-ribose) polymerase) conduzindo as

células a morte [66].

Durante a realizacdo deste trabalho foram utilizados alguns agentes quimioterapéuticos,

nomeadamente:
- da familia dos taxanos:
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v' Paclitaxel — impede a divisdo celular ao ligar-se a tubulina dos microtibulos
fixando-os, impossibilitando a célula de usar o seu citoesqueleto de maneira
flexivel [68];

v" Docetaxel — inibe a despolariza¢do da tubulina que leva a um acimulo de

microtibulos dentro da célula [69].
- entre as antraciclinas utilizaram-se:

v Doxorrubicina - interage com o DNA por intercalagdo e inibi¢do da biossintese
macromolecular, podendo mesmo induzir a remog¢d@o de histonas da cromatina
transcricionalmente ativa [70];

v’ Epirrubicina — atua intercalando as cadeias do DNA inibindo a sintese de DNA

e RNA e, pode ainda, gerar radicais livres [71].
- dos antimetabdlicos:

v 5-fluoruracilo — interfere com a sintese do DNA e inibe em um pequeno grau a
formacao de RNA ao desencadear um desequilibrio metabdlico [72];

v’ Capecitabina — a sua biotransformagdo enziméatica produz metabdlitos que
podem inibir a divisdo celular, interferir com o processamento do RNA e sintese

proteica [73].

2.2.7 Modelo in vitro - linha celular MCF-7

As células do cancro da mama utilizadas para realizacao deste trabalho, com o acrénimo
de MCF-7 - Michigan Cancer Foundation-7, foram adquiridas a American Type Culture
Collection (ATCC® HTB — 22™, Rockville, Md., USA).

E uma linha celular amplamente estudada derivada de adenocarcinoma mamario, que
mantém as caracteristicas de epitélio mamario diferenciado, incluindo a capacidade de
processar o estradiol através de recetores citoplasméticos de estrogénio, ou seja, positiva
para o RE e também positiva para o RP e negativo para HER?2 [74]. Deste modo, enquadra-
se no subtipo molecular de cancro da mama Luminal A, mais especificamente carcinoma
ductal luminal A. Geralmente estas células sdo de crescimento lento porém muito faceis de

dissociar, o que explica a capacidade de formar metastases [74,75].
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e Resenha historica

Em 1963, a Irma Catherine Frances Mallon (Immaculate Heart of Mary Convent,
Monroe, Michigan) foi diagnosticada com um tumor benigno na mama direita que foi
removido. Em 1967, realizou uma mastectomia para retirar um adenocarcinoma na mama
esquerda. Depois de completar a radioterapia pds-operatdria, apresentou uma recorréncia
local na area do térax esquerdo, no entanto conseguiram controlar a recorréncia com

radioterapia e terapia hormonal durante 3 anos [76,77].

Porém, em 1970, desenvolveu doenga metastitica para a pleura e parede toricica.
Entretanto, a partir de um nédulo da parede toricica e de um derrame pleural, o investigador
Herbert D. Soule da Michigan Cancer Foundation tentou desenvolver uma linha celular do
cancro da mama. Apds varias tentativas as células derivadas da pleura cresceram e formaram
uma monocamada que cresceu como uma cultura continua. Desse modo, a linha celular
resultante foi chamada MCF-7, Michigan Cancer Foundation, e representou a sétima

tentativa de Soule de criar uma linha celular do cancro da mama [76,77].

e As MCEF-7 e os recetores de estrogénio

As MCF-7 tém servido de modelo para o estudo da resposta ao estrogénio. Devido a
expressdo de niveis substanciais de recetores de estrogénio as MCF-7 permitem imitar a
maioria dos cancros invasivos que possuam RE, dando assim um grande contributo para

estudos in vitro e in vivo do cancro da mama [77].

A determinagdo do mecanismo que expressa a influéncia que o estrogénio exerce sobre
o crescimento das células MCF-7 continua em estudo. Uma das caracteristicas principais
para compreender como o estrogénio regula o ciclo celular destas células, seria a regulacdo
da sinalizacdo e da acdo do fator de crescimento pelo estrogénio [78]. Todavia estudos
recentes demonstraram que o estrogénio induz e inibe, simultaneamente, um grande ndimero

de genes, isto é, a alteracdo do crescimento € coordenada por uma rede complexa de

mudancas [79].
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2.3 Metabolitos naturais — novas abordagens na luta
contra 0 cancro

Compostos biologicamente ativos sdo produzidos por uma grande variedade de
organismos, tais como microrganismos, plantas, fungos, liquenes e animais. Muitos destes
compostos apresentam alguma atividade anticancerigena. Os compostos bioativos como 0s
polifendis, terpendides, alcaldides e sulfidrilo, sdo metabolitos secundérios produzidos por
diversas espécies de plantas, que t€m sido utilizados em estudos de tratamento e prevencao

do cancro [80].

As plantas fornecem uma quantidade infinita de metabolitos secundarios ou
fitoquimicos, que cada vez mais sdo estudados como possiveis agentes anticancerigenos. Os
polifendis vegetais abrangem uma grande diversidade quimica, complexidade estrutural,
facil acessibilidade, falta de efeitos toxicos e atividades bioldgicas inerentes que os tornam

candidatos para novas abordagens terapéuticas [81].

H4 evidéncias de que os agentes fitoquimicos alimentares t€ém a capacidade de
influenciar o tratamento com agentes quimioterapéuticos e ajudar na cura de doentes com
cancro. Podem melhorar a eficicia dos agentes quimioterapéuticos, diminuir a resisténcia
aos farmacos administrados, reduzir e aliviar os efeitos secundarios da quimioterapia. Deste
modo, tém vindo a realizar-se estudos tanto in vitro como in vivo, utilizando diferentes
plantas e seus agentes fitoquimicos, para a terapia do cancro. Experimentalmente varias
plantas medicinais e seus agentes antioxidantes apresentaram efeitos anticancerigenos, ou
seja diminuiram a proliferacio celular, induziram apoptose, retardaram o aparecimento de

metastases e inibiram a angiogénese [82].

Atualmente alguns destes compostos derivados de plantas sdo amplamente utilizados na
quimioterapia: andlogos do taxol, alcaldides da vinca (vincristina, vinblastina) e andlogos da

podofilotoxina [82].

Dentro destes estudos surge o chd verde, uma bebida muito popular na Asia, exibindo

uma atividade bioldgica com potencial quimiopreventivo e quimioterapéutico [80].
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2.3.1 Cha verde

Originarias da China e do Sudeste Asiatico, as plantas de ché sdo cultivadas ha milhares
de anos. As folhas inicialmente foram utilizadas para fins medicinais, sé mais tarde o cha se
tornou uma bebida popular [83]. O consumo do cha remonta ha cerca de 5 000 anos na Antiga
China. Hoje em dia € a bebida mais consumida a seguir a dgua, fazendo parte do dia-a-dia

de mais de dois tercos da populagao mundial [84].

O ché verde, o cha preto e 0 Oolong sdo extraidos a partir das folhas da planta Camellia
sinensis da familia Theaceae [85]. Estima-se que sejam produzidos em mais de 30 paises,
um total de 3,8 milhdes de toneladas de ch4 anualmente. Deve, no entanto, ressaltar-se que
a composi¢do do cha varia com o clima, as praticas horticolas, o solo, a variedade e a idade
das folhas, para além dos diferentes métodos de produ¢do que alteram a composi¢io das
folhas de cha secas [83]. O chi verde, que representa 20% do consumo de cha mundial, é
produzido usando folhas recém-colhidas que sdo imediatamente cozidas a vapor para evitar
a fermentacdo, resultando num produto seco e estavel. Ao usar a vaporizacdo as enzimas
responsaveis pela quebra dos pigmentos da cor nas folhas sdo destruidas, permitindo que o
chi mantenha a sua cor verde durante os processos seguintes de rolamento e secagem. Estes
processos conseguem preservar os polifendis naturais do ché verde, cujos beneficios para a
saude t€m sido amplamente estudados, incluindo efeitos preventivos de varios distirbios
patoldgicos, principalmente o cancro [83,84,86]. A medida que o cha verde é fermentado para
Oolong e, em seguida, para chd preto, os compostos polifendlicos sofrem alteracoes,

originando as diferentes atividades bioldgicas destes chas [83,86].

Quanto a composi¢cdo quimica o chi verde é composto por proteinas (15-20% do peso
seco), aminoacidos (1-4%), fibra (26%), glicidos (5-7%), minerais e oligoelementos (5%),
lipidos (5%) e polifenois (30%) [86]. Os polifendis incluem flavonéis, flavandidis,
flavondides e 4cidos fenolicos. O chd verde possui maioritariamente flavonoides,
normalmente denominados catequinas [84]. No cha verde existem quatro tipos de catequinas:
epigalocatequina-3-galato (EGCG), epigalocatequina (EGC), epicatequina-3-galato (ECG)
e a epicatequina. O EGCG ¢€ a catequina mais abundante, podendo representar cerca de 50-
75% das catequinas deste cha [83,87,88]. Segundo varios estudos, a tipica chidvena de cha
verde, preparada com 200-250 ml de dgua quente e 2,5 g de folhas de cha, contém 620-880

mg de materiais extraiveis com agua, sendo um terco catequinas e 3-6% cafeina [83].
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O chi verde demonstrou ter vérias atividades bioldgicas, incluindo antiobesidade,
potente antioxidante, protetor cardiovascular e anticancerigeno. Varios estudos clinicos e
pesquisas indicaram que a ingestdo de extrato de chi verde poderia ajudar a reduzir o risco

de doengas cardiovasculares e a diminuir a taxa de doengas cardiacas [89,90].

Esta descrito que varios compostos polifendlicos extraidos das folhas do ché verde sao
bons antioxidantes contra a peroxidacao lipidica em bicamadas de fosfolipidos e em sistemas
bioldgicos. Além de estimular as defesas antioxidantes, tanto in vitro como in vivo,
apresentam efeitos benéficos de consumo em modelos animais. Associa-se, assim, O
consumo do cha verde a um menor risco de cancro, pelo importante papel na eliminag¢ao dos
radicais livres que sdo capazes de causar danos no DNA que, em ultima instincia, podem

conduzir ao processo de carcinogénese [87].

Os efeitos inibitdrios e antitumorais dos polifendis do chd verde foram confirmados em
mais de 20 linhas de células tumorais, tendo este tipo de cha inibido a carcinogénese em
varios modelos animais de cancro de pulmao, pele, esofago e figado. A infusdo do ché verde
como Unica fonte de ingestao de liquidos dos ratos diminuiu significativamente a incidéncia
do tumor pulmonar induzida e a proliferacao tumoral. Verificou-se que a administra¢do oral
de polifendis do chd verde reduziu a incidéncia do cancro de pele induzida em ratos, a
multiplicidade do tumor e o crescimento tumoral. O efeito inibitério dos polifendis foi
também associado a redugdo da expressdo de fatores importantes no crescimento tumoral,

metastizacao e angiogénese [84].

Relativamente a seguranca do consumo do ché verde, dados sugerem que nao existem
preocupacdes reais com o consumo normal para a maioria das pessoas, ou seja, ndo apresenta
toxicidade. No entanto, estudos farmacocinéticos demonstraram que existem interagcdes
entre 0 cha verde e o 4acido félico a nivel da absorcdo intestinal, diminuindo a
biodisponibilidade do 4cido, e portanto, ndo € recomendado para mulheres gravidas ou
doentes com anemia megaloblastica. H4 ainda relatos de casos que sugerem que o teor de

vitamina K no ché verde pode antagonizar o efeito anticoagulante da varfarina [90].

Beber grandes quantidades de chd pode causar problemas nutricionais e outros devido
ao teor de cafeina e a forte atividade de ligacao dos polifendis que pode dificultar a absor¢ao
de alguns medicamentos e suplementos de ferro ou mesmo reverter o efeito terapéutico dos
farmacos. A quantidade de informacdo sobre a biodisponibilidade dos compostos do cha

verde ap6s consumo em humanos ¢é ainda limitada, sendo, necessario efetuar mais estudos
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sobre a absor¢do, distribuicdo e metabolismos dos polifendis do chd em animais e seres
humanos, para que se possam compreender os seus mecanismos de acdo com possiveis

abordagens terapéuticas [2].

2.3.2 EGCG: (-)-epigalocatequina-3-galato

Estudos laboratoriais e epidemioldgicos sugerem que os polifendis do cha verde,
especialmente a epigalocatequina-3-galato (EGCG), a principal catequina encontrada neste
chd, apresentam poderosas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, t€ém efeitos
preventivos contra varias doengas cronicas como as cardiovasculares, a diabetes, as doencas

neurodegenerativas e, ainda, efeitos anticancerigenos [91,92].

e Efeitos anticancerigenos do EGCG

A propriedade anticancerigena do EGCG € a propriedade mais relevante para este
estudo, pelo que o foco da pesquisa do estado de arte vai ser orientado neste sentido. O
EGCG pode impedir a tumorigénese ao inibir a atividade carcinogénica em diversos tipos
de cancro, como por exemplo do pulmao, do trato digestivo oral e da prostata [85,93]. Outros
estudos sugerem que o EGCG consegue prevenir a tumorigénese hepatica relacionada com
a obesidade [85,94], bem como a proliferacdo e angiogénese que se verifica no colon,
pancreas, mama e pele através da regulacdo negativa da expressao do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF, do inglés Vascular endotelial growth factor) [85,95-97]. Pode
ainda inibir a migrag¢do e invasao tumoral por células cancerigenas da cavidade oral, do
carcinoma hipofaringeo e do cancro da mama [85]. Induz a morte das células cancerigenas
por mecanismos tais como: apoptose dependente de caspases, apoptose independente de
caspases, morte celular mediada por permeabilizacdo da membrana lisossomal e autofagia

[85,93].

e Efeito antioxidante e pro-oxidante

Acredita-se que os efeitos preventivos em relacdo ao cancro ocorram devido a um
pequeno nimero de mecanismos que afetam diferentes fatores do processo carcinogénico.
Foram propostos diversos mecanismos incluindo a atividade antioxidante e, mais
recentemente, o efeito pré-oxidante. Contudo, presume-se que a relevancia de tais efeitos

pode depender do estagio de carcinogénese [91].
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O EGCG apresenta forte atividade antioxidante devido a capacidade de eliminar radicais
livres ja que € um forte agente quelante de ides metalicos. Esta propriedade foi observada
diretamente em estudos in vitro e também em modelos animais e seres humanos, ja que
promoveu a inducdo de sistemas antioxidantes endégenos. H4 ainda evidéncias de que parte
desses efeitos estejam também relacionados com a inducdo de stress oxidativo. Os
designados efeitos pro-oxidantes, aparentemente responsaveis pela indu¢do da apoptose em
células tumorais, podem igualmente induzir sistemas antioxidantes endogenos em tecidos
normais, protegendo-os contra a agressao cancerigena [91]. Assim, o aumento da capacidade
antioxidante enddgena poderia ser mais relevante antes da exposi¢do aos agentes
carcinogénicos, enquanto a morte celular (induzida pelos efeitos pré-oxidantes) pode ser

mais importante para eliminar as células mutadas e limitar o crescimento tumoral [91].

e Estrutura do EGCG

Atribui-se uma grande importiancia do EGCG na promoc¢do da satide a sua estrutura

quimica, constituida por trés anéis arométicos (A, B e D) ligados entre si por um anel pirano
(C). Desta forma podem efetuar-se transferéncias de dtomos de hidrogénio ou reagdes de
transferéncia de um unico eletrdo, envolvendo grupos hidroxilo dos anéis, e fazendo com

que o EGCG se ligue fortemente a proteinas e acidos nucleicos (Figura 4) [85].

OH
(-) — Epigalocatequina-3-galato (EGCG)

Figura 4 — Estrutura quimica da epigalocatequina-3-galato (adaptado de [85])
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e Biodisponibilidade do EGCG

No que se refere a biodisponibilidade do EGCG, estudos farmacocinéticos pré-clinicos

indicam que o EGCG tem baixa biodisponibilidade oral, tanto em roedores como em seres
humanos. A baixa disponibilidade estd, provavelmente, ligada a sua baixa solubilidade no
fluido gastrointestinal, absorcdo lenta e dificil, rdpido metabolismo e sistema de eliminagdo
e distribuicao tecidular. Outro fator que leva a uma baixa biodisponibilidade € a instabilidade
do EGCG em meio neutro ou alcalino, pois 0 meio basico favorece a sua autoxidagdo que
gera anides superoxido e peroxido de hidrogénio. Deste modo, muitos dos seus efeitos
poderiam ser atribuidos a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
Reactive Oxygen Species) [2].

Os niveis sanguineos de EGCG devido ao consumo de chd em humanos e em animais
aos quais se administraram preparacdes de cha - o equivalente a duas chavenas de cha —
determinados em estudos de prevencdo do cancro sdo geralmente inferiores a 0,5 uM.
Quando foram administradas doses maiores por via oral observaram-se concentracdes de 5

a7 uM [83].

Estudos com voluntarios humanos demonstraram que a concentracdo plasmatica
maxima de EGCG foi detetada entre 1,4 - 2,4 horas ap0s a ingestdo da preparacdo de cha,
com um tempo de meia-vida de 5 — 5,5 horas e foi excretado maioritariamente pela bilis para
as fezes. Em experiéncias com ratos e ratinhos que também beberam chd verde, a distribui¢do
de EGCG fo1 observada em multiplos tecidos, tendo sido as maiores concentragoes detetadas
no intestino grosso, para além de concentracdes significativas nos rins, prostata e pulmoes.
Por outro lado, estes estudos sugerem que o consumo frequente de cha verde ajudaria a
manter um alto nivel de EGCG [85,98-100].

Quanto a transformacdo dos polifendis sabe-se que sdo metilados pela S-adenosil-
metionina, que € catalisada pela enzima catecol-O-metiltransferase (COMT), e também sdo
catalisados por UDP-glucuronoriltransferase (UGT) e pela sulfotransferase (SULT), para
formar os correspondentes conjugados de glucuronido e sulfato de catequinas.
Adicionalmente os metabolitos da fissdo do anel sao produzidos pela microflora intestinal,
pois os humanos e os ratinhos ndo dispdem de enzimas capazes de catalisar a fissdo do anel
pirano C e para hidrolisar a ligacdo éster do EGCG [83]. Assim sendo, a chave para a
compreensdo da biodisponibilidade do EGCG estaria em perceber os seus mecanismos

biologicos [85].
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e EGCG e o cancro da mama

Farabegoli et al. realizaram estudos in vitro que revelaram que em baixas concentracdes
0 EGCG (20 — 200 pg/ml) sao citotdxicas para células MCF-7, e a combina¢dao de EGCG
em maiores concentracdes com tamoxifeno-4-OH promoveu citotoxicidade sinérgica em
células do cancro da mama MDA-MB-231, sem recetores de estrogénio a. Isso confirma nao
s6 a eficacia da acdo do EGCG sobre as células do carcinoma da mama com recetores de
estrogénio, mas também que o tratamento com EGCG pode matar células de carcinoma da

mama sem recetores de esterdides e resistentes a farmacos utilizados na sua terapia [92].

Abd El-Rahman et al. conduziram um estudo in vivo com o objetivo de investigar os
efeitos do EGCG (30 mg/kg) em 3 grupos de ratos Sprague Dawley fémeas virgens com
cancro da mama induzido por 7,12-dimetil-benzantraceno (DMBA). Como terapia usaram o
EGCQG, o paclitaxel e a sua combinacdo. O EGCG apresentou efeitos quimiopreventivo
significativos e atividade anti-CSCs (anti-cancer stem cells) através de vérias vias, incluindo
uma diminui¢do significativa no tamanho e nuimero de tumores nos ratos, melhora
significativa das alteracdes dos marcadores de stress oxidativo, assim como inibi¢do
significativa da expressdo de CD44, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), Ki-67
e MMP-2 associada a uma expressdo aumentada da caspase-3. Além disso, a combinagado de

EGCQG e paclitaxel aumentou significativamente a eficacia anticancerigena posterior [3].

Claire Perks et al., utilizando concentracdes fisioldgicas de EGCG (0,1 e 1 uM),
conseguiram causar a inibicao do crescimento das células MCF-7, associada com a regulacao
negativa do recetor de estrogénio o (REa) e reducdo da IGFBP-2 (insulin-like growth factor
binding protein-2). Demonstraram como o novo regulador positivo do REa promove a morte
das células cancerigenas REa positivas e aumenta a expressdo dos genes supressores de
tumores p53/p21. Ja com a linha celular T47D REa positiva e com p53 mutada, viram que
aplicado isoladamente o EGCG nio teve efeitos significativos na proliferacdo celular ou
morte, contudo 0 EGCG aumentou os niveis de REa, que levou a uma melhor resposta das
células ao tamoxifeno, um antagonista dos REa. Com a linha celular MDA-MB-231 REa
negativa ¢ com p53 mutada o EGCG aumentou significativamente a morte celular, houve
um aumento a nivel do REa e do IGF-IR (insulin-like growth factor-I receptor), aumentando
assim a sensibilidades das células ao tamoxifeno ¢ a um inibidor do IGF-IR, o alR3.
Contrariamente as mudancas significativas, em termos de moléculas-chave envolvidas no
crescimento e sobrevivéncia induzidos pelo EGCG nas linhas celulares do cancro da mama,

as células epiteliais nao-malignas da mama (MCF-10A), apds tratamento com concentragdes
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fisioldgicas de EGCG, néo sofreram alteracdes no seu crescimento, sobrevivéncia € nem a

nivel das proteinas-chave [101].

Essas caracteristicas tornam o chd verde numa bebida a ser investigada como
complemento de outras terapéuticas no carcinoma mamario, particularmente em relacao a

resisténcia a farmacos desenvolvidos para bloquear ou inativar recetores de esteroides a [92].

e EGCG como adjuvante

A resisténcia a multiplos farmacos representa uma grande barreira para os efeitos
anticancerigenos mediados por farmacos nas células cancerigenas. Véarios estudos t€ém dado
énfase consideravel ao uso do EGCG como adjuvante, em que este seria capaz de amplificar

os efeitos anticancerigenos dos farmacos através da modulagdo farmacocinética.

Kanwar et al., num artigo de revisdo, citaram alguns estudos in vivo com células de
carcinoma epidermoide oral resistente, demonstrando que a associacdo de doxorrubicina e
EGCG aumentou em 51% a concentracdo da doxorrubicina nos tumores € aumentou a
apoptose em compara¢do com a aplicacdo de doxorrubicina isoladamente. Relataram ainda
que a combinac¢do de EGCG e tamoxifeno aplicada em células do cancro da mama humano

MDA-MB-231induziu sinergicamente a apoptose e inibiu o crescimento das células [2].

Um outro resultado referido por Kanwar ez al. foi que o efeito quimiossensibilizador do
EGCG aumentou o potencial da cisplatina 3 a 6 vezes em células do cancro de ovario,
inclusive numa linha resistente a cisplatina, sugerindo que as células do cancro do ovéario
sdo suscetiveis a atividade pré-oxidante do EGCG, conseguindo amplificar assim a
toxicidade da cisplatina nessas células. A capacidade do EGCG influenciar diferentemente

as células cancerigenas versus as células normais pode, de certo modo, reduzir a toxicidade

e resisténcia a cisplatina, que € um grande problema no tratamento do cancro do ovério [2].

Stearns e Wang observaram os efeitos da associagdo do EGCG a taxanos (paclitaxel e
docetaxel) na linha celular de cancro da préstata humano PC-3ML in vitro e in vivo.
Relataram que a aplicagdo conjunta de EGCG e um taxano teve um efeito aditivo na inibi¢do
do crescimento tumoral. Nao s6 teve um efeito aditivo na morte celular mas também
aumentou a expressdo dos genes pro-apoptoticos p53, p73, p21 e caspase-3, aumentando a
taxa de apoptose tanto in vitro como in vivo. A injecdo intraperitoneal de EGCG e de um
taxano extinguiu os tumores pré-existentes e aumentou a taxa de sobrevivéncia dos ratos,

comparativamente com a aplicacdo isolada dos agentes. Além disso, o tratamento combinado
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bloqueou a metastizacdo apds injecdo intravenosa de células PC-3ML, indicando que a
combinacdo do EGCG com taxanos pode proporcionar uma nova terapéutica para o cancro

da préstata avancado [102].

Tang et al. relataram que o EGCG aumentou a eficicia da gemcitabina e do CP690550
(Tasocitinib), um inibidor do oncogene STAT3 (do inglés, Signal Transducer and Activator
of Transcription 3), na modulagao da via da STAT3 em células do cancro do pancreas
humano (AsPC-1 e PANC-I). Os resultados sugeriram que ao inibir a via mediada pela
STAT3, o sinergismo suprimiu o crescimento, a invasao e migracdo das células e induziu a

apoptose [103].

Esses resultados indicam uma nova metodologia de utilizacdo, podendo o EGCG
potenciar os efeitos terapéuticos dos farmacos antineoplésicos e, eventualmente, reduzir os

seus efeitos colaterais.

31



32



Capitulo 3

Materiais € Métodos

3.1 Linha celular selecionada

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizada a linha celular MCF-7, células epiteliais
aderentes derivadas de um adenocarcinoma humano da mama da American Type Culture
Collection (ATCC® HTB — 22™, Rockville, Md., USA) - adquiridas pelo Instituto de Biofisica,
da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC). As MCF-7 retém varias
caracteristicas do epitélio mamério diferenciado, bem como a capacidade para processar o
estradiol através de recetores citoplasmaticos de estrogénio e a capacidade de formar ctpulas

[104].

A linha celular foi mantida no gelo seco de transporte o minimo de tempo possivel e foi
cultivada para propagacdo. A partir da propagacdo da amostra original foram preparadas
vérias aliquotas (em meio DMEM com 10% de FBS e 10% de DMSO), identificadas e
numeradas; foram armazenadas algumas horas a -80°C (Thermo Scientific, Herafreeze HFUT
Series, EUA) e depois transferidas para um contentor com azoto liquido a -190°C
(ThermoNorma, Cryoplus 1, EUA). Os criotubos devidamente identificados foram colocados
em racks de armazenamento, assegurando a qualidade da linha celular armazenada com
poucas passagens. Para periodos muito curtos de preservacido, as aliquotas foram mantidas
a -80°C, numa arca frigorifica dedicada apenas a este fim (Thermo Scientific, Herafreeze HFUT

Series, EUA) regularmente revista por uma empresa certificada (Certilab, Portugal).

3.2 Cultura das células MCF-7

Toda manipulacdo das células foi realizada em ambiente da sala de cultura de células de
modo a manter as condi¢des de assepsia, essenciais a propagacao e preservacao das mesmas.
Sdo equipamentos indispensaveis para estes procedimentos: uma camara de fluxo laminar
vertical (Holten Lamin Air, HB2448), uma incubadora (Binder, Dias de Sousa S.A, Portugal), um
microscopio 6tico contraste de fase invertido (MOCF, Nikon Eclipse, TS100, Japdo) acoplado

a um sistema de fotografia digital e uma centrifuga (Heraeus Multifuge 1L-R). A camara
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permite trabalhar em condi¢des de esterilidade. Quando o operador utiliza cAmara também
tem de garantir que todo material que entra dentro dela e que vai estar em contacto com as
células esta devidamente esterilizado e foi pulverizado com etanol a 75%. Além disso, para
a aderéncia e proliferacao das células é necessario um ambiente especifico: temperatura de
37°C e atmosfera humidificada a 95% e com uma concentracdo de CO2 de 5%. Deve
assegurar-se que qualquer material que tenha estado em contacto com as células deve ser

inativado com lixivia e devidamente descartados em contentores apropriados.

e Meio de cultura

O meio de cultura sugerido pelo fornecedor é o Eagle’s Minimum Essential Medium
(EMEM), com 2 mM de glutamina e 1% de aminoécidos ndo essenciais (NEAA, do inglés
Non Essential Amino Acids), soro fetal bovino (FBS) a 10% e 1% de antibiéticos de

penicilina/estreptomicina (Pen/Strep), renovado entre duas a trés vezes por semana [104,105].

Porém, para o trabalho foi utilizado o Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(Gibco® 1x, 11966-025, RU) suplementado com 1% de L-glutamina (Biowest, LGlutamine
100x, 200mM, X0550-100, EUA), enriquecido com FBS (Sigma-Aldrich®, F1524, EUA) a 10%
e 1% de antibidticos Pen/Strep (Lonza Pen Strep, Amphotericin, B 100x, 17-745E, EUA),
denominado DMEM completo [106].

O DMEM contém aproximadamente quatro vezes mais vitaminas e duas vezes mais
aminoécidos, também tem sais (por ex: nitrato férrico e piruvato de s6dio), além de
aminoacidos suplementares (serina e glicina), aumentando, assim, a quantidade de nutrientes

no meio, razao pela qual se optou por ele neste trabalho [107].

Depois de preparado o meio foi esterilizado por filtragdo sob vicuo na camara de fluxo
laminar. Seguidamente foi feito um teste, para ver se ndo havia contaminacdo. Se tudo
estivesse correto o meio era conservado no frigorifico e antes da sua utilizacio era aquecido
em banho de dgua termostatizado a 37°C (Tissue water bath, GFL 1002, Alemanha, certificado

pela Staff&Line, Portugal) e suplementado com FBS a 10%.

e Descongelamento

Antes de serem utilizadas, as células encontravam-se num criotubo, na mistura de
criopreservacao meio completo DMEM e dimetilsulféxido (DMSO) a 10% (SigmaAldrich®,

D2650, EUA), na camara de azoto a -190°C. Foram retiradas da arca e transportadas em caixas
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com gelo e descongeladas rapidamente em banho de agua termostatizado a 37°C.
Posteriormente, ja na cdmara de fluxo laminar, passou-se o volume do criotubo para um
falcon de 15 ml (SARSTED 15 ml, 62.554.502, Alemanha) e adicionaram-se 2-3 ml de meio
DMEM completo (isto ¢, DMEM com 10% de FBS, 1% de L-glutamina e 1% de antibidtico
Pen/Strep) para inibir a agdo do agente criopreservante. Centrifugou-se o falcon a 1 100 rpm
(rotacdes por minuto), durante 5 minutos a 4°C (Thermo Scientific, Heraeus Multifuge, 1 L-R,
EUA, certificada pela Certilab). Em seguida, na cAmara de fluxo, descartou-se o sobrenadante,
removendo assim todo o meio de criopreservagdo. O pellet obtido foi ressuspendido com 1
ml de meio DMEM completo e passou-se a suspensao celular para um frasco de cultivo de
25 cm? (Corning, 430693, EUA), adicionando aproximadamente 15 ml de meio DMEM
completo, conforme a concentracdo celular. Este frasco foi mantido na estufa (Thermo eletron
corporation, Hera Cell 150, EUA) a temperatura de 37°C em atmosfera humidificada 95% e

com CO2 (5%) (Praxair, 28020, Espanha) e o meio foi mudado a cada 2-3 dias.

Um ponto importante a considerar é que as MCF-7 utilizadas necessitaram de um
periodo de aproximadamente 72 horas para correta aderéncia e proliferacdo, desse modo

qualquer manipulacdo que se pretenda fazer s6 pode ser executado apds esse periodo.

e Manutencio

Diariamente verificou-se se havia necessidade de mudar o meio de cultura, através da
observacao das células utilizando o MOCEF (Nikon Eclipse, TS100, Japdo), até que atingissem
aproximadamente 70-80% de confluéncia. Como o meio DMEM completo contém um
indicador de pH devido a presenca do vermelho de fenol, este altera a sua coloracdo de
vermelho para alaranjado ou amarelo, quando reage com os produtos metabdlicos
produzidos pelas células em crescimento/proliferacio, que acidificam o meio. Deste modo,
a coloracdo do meio serve como um indicador visual da acidez do meio de cultura,
caracteristico da progressdo da cultura. Foi necessario mudar o meio para eliminar estes
produtos téxicos e fornecer novos nutrientes as células. Monitorizou-se o possivel
aparecimento de contaminacdes bacterianas a0 MOCF (geralmente ampliacio de 200-400x),

sendo de imediato descartados esses frascos.

Caso apenas houvesse necessidade de substituir o meio de cultura, com um pipetador
automatico (Gilson,Pipetting Aid 080333, Franca), acoplado a pipetas de Pasteur de vidro
estéreis (VWR®, Pasteur Pipettes 612-1702, Franca), aspirou-se todo o meio presente dentro do

frasco de cultura, removendo assim as células em suspensdo e os metabolitos. Depois
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colocou-se novo meio dentro do frasco, pulverizou-se com etanol a 75% e recolocou-se na

incubadora.

A medida que as células MCF-7 atingiram aproximadamente 70-80% de confluéncia,
foram dissociadas por método enzimatico e transferidas/plaqueadas para novos frascos ou

placas.

e Dissociacao celular

Conforme iam crescendo as células aderiam ao fundo plano do contentor e entre si. Para
manter um bom ambiente de crescimento hd que garantir que o nimero de células no frasco
de cultivo ndo impossibilite o crescimento normal da monocamada, uma vez que estas
células respondem a inibic¢ao por contacto. Quando este limite era ultrapassado, verificou-se
que as células morriam pois ndo cresciam em amontoados, como € a situacdo mais comum
em células tumorais. A inibi¢do por contacto é uma via de sinalizagdo ativada pelo
glicocdlice presente na parte externa da membrana celular, que emite sinais ao entrar em

contacto com células do mesmo tecido, sinais estes que inibem a mitose e levam a morte

celular [101].

Quando atingiam 70-80% da sua confluéncia maxima, ou seja, a fase exponencial do seu
crescimento, avaliada através da observacao microscopica, foi necessario utilizar um método

para dissociacdo das células [98].

A dissociacdo pode ser efetuada por método mecanico ou enzimatico. Neste trabalho
utilizou-se a degradacdo enzimdtica que faz a digestdo das proteinas de adesdo usando
proteases. As proteases sa0 necessdrias para romper a matriz extracelular e, assim, obter
células individualizadas com a finalidade de as transferir para um novo frasco de cultivo ou

placas de cultura.

A enzima proteolitica inespecifica utilizada foi a enzima recombinante presente no
TrypLE™ Express (Gibco® by life tecnologies™, Dinamarca), que hidrolisa cadeias
polipeptidicas nos radicais lisil-arginil formando terminagdes de clivagem, éster e amida.
Reacdo similar a realizada pela tripsina, porém sem derivados de origem animal. Esta reacdo
desestrutura a matriz, impossibilitando a ligagao dos recetores da superficie celular, ligados
ao citoesqueleto e a matriz, o que obriga as células a rearranjarem o seu citoesqueleto.

Devido a inespecificidade da enzima, ndo se devem deixar as células muito tempo na sua
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presenca, para ndo haver lise celular (rutura da membrana plasmética que leva a destrui¢ao

da célula) [109-111].
O processo consistiu numa série de etapas [105,106]:

1. removeu-se o meio como descrito anteriormente;

E™ a0 frasco;

2. adicionaram-se 5-6 ml de TrypL

3. a dispersdo ocorreu em 3 a 5 minutos, tempo otimizado em experiéncias
anteriores [112];

4. apds esse tempo observaram-se as células ao MOCEF, e verificou-se se a
maioria das células se encontra em suspensao;

5. uma vez que a camada de células MCF-7 esta separada, neutralizou-se o
TrypLE™ adicionando 2-3 ml de meio, j4 que o meio contém soro fetal bovino e,
como o soro possui alfal-anti-tripsina, ele neutraliza a acdo do agente enzimatico;

6. suspenderam-se as células por pipetacdo suave, sendo a suspensiao celular
transferida para falcons de 15 ml, estéreis e identificados, utilizando um pipetador
acoplado a pipetas de Pasteur estéreis.

7. Centrifugaram-se os falcons a 1 100 rpm, durante 5 minutos e a 4°C para
sedimentar as células;

8. descartou-se o sobrenadante do falcon;

9. ressuspendeu-se o pellet em 1 ml de meio completo;

10.foram colocadas num novo frasco contendo aproximadamente 15 ml de meio,
identificou-se e pulverizou-se com 4lcool para colocar na incubadora e continuar a
proliferacdo.

11.No caso de estudos de avaliacdo da proliferacao celular na presenca de
compostos, procedeu-se a preparacao do volume com a concentragdo adequada de

células que se semearam em placas multiwells estéreis de fundo plano.

e Contagem e sementeira das células

A cada novo ensaio foi necessario fazer a contagem do nimero de células, de modo a
determinar a concentracdo de células por unidade de volume. Tal permitiu saber o volume a
ser colocado em cada pogo, de acordo com o nimero de células definido para cada
experiéncia, ou até mesmo para fazer a criopreservagao das células. Assim, primeiro aplicou-
se o protocolo da dissociacao das células descrito anteriormente. Apds descolar as células, o

pellet obtido foi ressuspendido em 1 ml de meio completo. Dessa suspensdo retiraram-se 10
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ul que foram colocados num tubo eppendorf estéril de 2 ml (DeltaLab S.L., 4092.7N, Espanha)
e, ja fora da cAmara de fluxo laminar, adicionaram-se 10 ul de azul tripano (Sigma-Aldrich®,
T0776, EUA) e homogeneizou-se a suspensdo. O azul tripano é um corante vital que ndo é
incorporado pela membrana das células vidveis, apresentando as células mortas uma
coloracdao azul ao microscopio (MOCF). Da suspensdo retiraram-se 10 pul que foram
colocados numa camara de Neubauer (Neubauer improve, 0640030, Alemanha) sob uma lamela
de vidro (RS, Cover Glass 100 PCS Thickness 0,13-0,17 mm, Franca). E possivel fazer a
contagem das células utilizando um microscépio de contraste de fase (MOCF). A contagem
foi feita com ampliagdo de 40X. A camara de Neubauner tem quatro quadrantes,
considerando que o volume de cada quadrante € de 1X 10 ml, entdo o ndmero de células em
1 ml é dado por: N = C x 10* células/ml (Figura 5). No caso de se fazer uma dilui¢io tem de

se multiplicar pelo fator de diluicdo: N = C x D x 10* células/ml [113].

A B A
‘b c

B C B

A B A

Figura 5 - Camara de Neubauer (adaptado do [113]).

Utilizando este método de contagem foi possivel determinar o numero de células viaveis
presentes; o passo seguinte dependia da finalidade: criopreservacdo, estudos in vitro ou

estudos in vivo.

N

Para a criopreservacdo das células, a suspensdo celular em meio DMEM completo
adicionou-se DMSO estéril a 10%, um agente criopreservante que retarda a formacao de
cristais da dgua presente no interior das células, facilitando a sua sobrevivéncia. A suspensao
foi colocada em criotubos de 1,5 ml (SARSTED, 72380992, Alemanha), devidamente
identificados e, em seguida, armazenados na arca a -80°C caso se pretendessem utilizar num

curto periodo de tempo ou seriam transferidos para a camara de azoto liquido a -190°C.
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3.3 Cha verde e extratos de cha verde utilizados

e Preparacao do cha verde da marca Lipton

A preparacdo do chid comegou por colocar 200 ml de 4gua corrente num goblet com um
magnete de 1 cm, proporcionando uma homogeneizagao da solucdo, sobre uma placa quente
magnética (Jenway, hotplate and stirrer 1000, RU). Controlou-se a temperatura com um
termometro de laboratério, quando a dgua atingiu a temperatura de 90°C adicionou-se a
saqueta (1, 2 ou 3 saquetas, conforme o pretendido) e manteve-se a temperatura entre os 90
— 95°C por 5 minutos com agitagdo sem deixar ferver. Em seguida retirou-se o magnete e
deixou-se o cha a arrefecer a temperatura ambiente, num local escuro para ndo haver
alteracdo da composi¢ao do cha devido a fotossensibilidade das catequinas. Apos 2 horas, a
saqueta foi comprimida contra a parede do goblet recuperando o méiximo de solucdo

possivel. O cha foi armazenado num copo fechado e protegido da luz a 4°C.

Com o objetivo de realizar estudos in vitro utilizando o cha verde Lipfon, os chéas
(previamente preparados usando uma, duas ou trés saquetas) foram filtrados em ambiente
estéril com um filtro apropriado de 0,20 um (GE Healthcare, Whatman®, filtro 0,20 um,
Alemanha) e armazenados como solugdes stock em falcons de 15 ml protegidos da luz a -

20°C.

O ndimero de saquetas por preparacdo foi selecionado com base na analise por HPLC

para determinar exatamente as concentracoes de EGCG.

Para os estudos in vivo seguiu-se o protocolo de preparagdo do cha como especificado
acima (utilizando uma, duas ou trés saquetas) e armazenando o cha em frascos protegidos

da luz a 4°C até serem transferidos para os biberdes dos animais.

e Solucoes de extrato de cha verde

Para este estudo foram utilizados extratos de diferentes fabricantes, GTEE (ProHealth,
Green Tea EGCG Extreme™, 100 veggie capsules, 390 mg, RU), MGTE (MyProtein®, Mega
Green Tea Extract™, 90 capsules, 450 mg, RU), e GTE em po (MyProtein®, Green Tea Extract
powder 500 g, RU). Foi igualmente realizada previamente a anélise de HPLC para determinar
as concentracdes de EGCG em cada um dos extratos. Os dados dos fabricantes indicam que

0 GTEE possui 390 mg de EGCG/céapsula, o MGTE teria 180 mg de EGCG/capsula e o GTE
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po cerca de 10% de EGCG. Tal como para o cha verde para os extratos também se

prepararam solucdes sfock para posterior utilizagdo nos estudos in vitro.

Para preparacdo das solucdes stock utilizou-se tampao fosfato-salino estéril (PBS, do
inglés phosphate buffered saline), sendo armazenadas em falcons de 15 e 50 ml a -20°C
protegidos da luz. A partir dessas solugdes stock, filtradas em ambiente estéril com filtros de
0,20 um, foram preparadas, por diluicdo com PBS, as concentracdes pretendidas para

realizagdo das experiéncias.

Nos estudos in vivo utilizou-se uma solu¢ao de GTE em p6 com uma concentragao de
1,625 g/1, que em teoria equivale a 5 vezes a concentracdo plasmatica de 0,1 pg/ml em
humanos. Num Erlenmeyer contendo um litro de dgua corrente (com pH pouco acido)
adicionou-se o pd, pesado numa balanga analitica eletrénica (Radlag, AS 220/c/2, Alemanha)
e homogeneizou-se a solugcdo até que o po se dissolveu completamente. A solugdo era

guardada no escuro em local fresco.

3.4 Analise HPLC

Para utilizacao dos extratos e do cha verde neste estudo foi necessaria uma determinacao
prévia das concentracdes de EGCG presentes em cada uma das formulacdes para que
posteriormente fossem preparadas as concentragdes desejadas para realizacdo dos ensaios.
Utilizou-se a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Pressdo (HPLC, do inglés high-
performance liquid chromatography) [114]. Este ¢ um método analitico que se baseia no
mecanismo de interacdo entre as moléculas presentes numa amostra entre duas fases, uma
fase estacionaria e uma fase movel, permitindo a separagao, identificagdo e quantificagdo de

substancias quimicas presentes na amostra [114].

Injetou-se a amostra através de uma microseringa na valvula de injecdo quando esta
estava em posicao de carga. Seguidamente rodou-se o manipulo da vélvula para a posi¢ao
de injecdo permitindo a entrada do eluente (solvente que constitui a fase mével) no interior
da valvula arrastando consigo a amostra para a coluna. A coluna € um cilindro rigido no qual
estd depositado um material de enchimento formado por pequenas particulas, nomeadamente
silica, que constitui a fase estacionaria. O bombeamento constante do eluente para a coluna,
arrasta os solutos que compdem a amostra primeiro para o topo da coluna e depois ao longo

da coluna [114].
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Quando os solutos apresentam alguma afinidade pela fase estacionéria, estabelecem-se
por toda a extensdo da coluna sucessivos equilibrios de distribui¢do dos solutos entre a fase
movel e a estaciondria. A separagdo € possivel devido a diferencas na velocidade de
migracao, resultantes das diferentes constantes de distribui¢cdo dos solutos, fazendo com que
saiam da coluna separados uns dos outros. Apds a saida da coluna os componentes da
amostra passaram por um detetor que permitiu medir a absorvancia da solu¢do que nele
passou. Ligado ao detetor existe um registador ou sistema de aquisi¢io de dados que permite
a obtencdo automatica do sinal registado no detetor. O sinal € proporcional a concentragio
do soluto presente na solucdo que passa no mesmo instante pelo detetor. Com estes dados
fez-se a representacdo grafica do sinal produzido no detetor em funcdo do tempo que se

designa cromatograma da amostra [114].

A anélise por HPLC foi efetuada com um equipamento Gilson equipado com um
photodiode-array detector (PDA). Para este estudo usou-se uma coluna Spherisorb S5
37 ODS-2 (250 x 4,6 mm i.d., 5 um) (Waters Corporation, EUA) e um cartucho Nucleosil
guard C18 (30 x 4 mm i.d., 5 um) (Macherey-Nagel, EUA) a 24°C. A fase moével foi
constituida por 4cido férmico aquoso a 5% (A) (Formic acid 98-100% for analysis EMSURE®
ACS,Reag. Ph Eur, 1002640100, Sigma-Aldrich, EUA) e metanol (B) (Methanol MS SupraSolv®.
CAS 67-56-1, Sigma-Aldrich, EUA) (v/v), com um gradiente descontinuo 5-15% B (0-10 min),
15-25% B (10-15 min), 25-50% B (15-40 min), 50-80% B (40-50 min), seguido de uma eluicao
isocritica durante 10 min, com um fluxo de 1 ml/min. Foram adquiridos perfis
cromatogréficos entre 200-600 nm de comprimento de onda e gravados aos 280 e 320 nm.

O tratamento dos dados foi efetuado com o software Unipoint®2.10 (Gilson, EUA).

3.5 Estudos in vitro

Para as experiéncias in vitro, as células foram semeadas em placas de 48 pogos. Foram
efetuados ensaios preliminares para verificar qual o melhor nimero de células/pogo. Foram
usadas 7,2x10* células/poco (12 pogos) e 7,2x10* células/poco (12 pocos), cultivadas por
72h (tempo de adesao das células MCF-7 nos ensaios efetuados). Uma vez que ndo houve
diferencas significativas (p = 0,697) entre os dois lotes de experiéncias passaram a semear-
se 7,2x10° células/pogo, sendo cultivadas durante 72 h antes de se adicionarem quaisquer

compostos/solugdes a cultura celular.
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A distribuicdo nas placas em estudo foi desenhada de modo a conter um conjunto
controlo de seis amostras e seis repeticdes por concentragdo de cada composto/solucdo a
adicionar. Posteriormente as células foram incubadas com solu¢des de GTEs e cha verde
Lipton com diferentes concentracdes de EGCG (0,5; 1; 5; 10 pg/ml). Quer as solucdes de
EGCQG, quer o ché verde foram adicionados diariamente durante o periodo experimental,

constituindo um modelo de aplicag¢do cronica.

e Estudo da viabilidade celular apos aplicacao cronica de solucoes
enriquecidas em EGCG

Os efeitos da aplicacdo de doses didrias foram avaliados apos 48, 72, 96, 144 e 192 h
incubacdo com GTEs, ou seja, apos 2, 3, 4, 6 e 8 aplicacOes, respetivamente. Para as
concentracdes 0,5; 1; 5 e 10 pg/ml foram feitas seis amostras de cada uma e um conjunto de
seis amostras de controlo. Para GTE p6 e cha verde Lipton foram estudadas as concentragdes

0,5 e 5 ug/ml depois de 6 aplicacdes, isto €, até as 144 h.

e Estudo da viabilidade celular apos aplicacdo aguda de solucoes
enriquecidas em EGCG

Foi estudada a eficdcia da aplicacdo repetida de doses, quando se trocou diariamente o
meio de cultura, ao fim de 48, 96 e 144 h de incubacdo com GTEs nas diferentes
concentracoes: 0,5; 1; 5 e 10 ug/ml. Para cada concentracdo foram feitas igualmente seis

amostras e um conjunto de seis amostras de controlo.

e Estudo da viabilidade apds tratamento com farmacos aprovados
pela Food and Drugs Administration (FDA) e Agéncia Europeia
do Medicamento (EMA) ou regime de farmacos para o cancro da
mama.

Foram estudados alguns dos fiarmacos aprovados pela FDA e EMA ou regime
terapéutico para o cancro da mama: S-fluorouracilo (5-FU) (Sigma, F6627, EUA) com uma
administracdo de 500 mg/m? [72], Capecitabina (CAP) (Actavis, Capecitabina Actavis 150 mg,
EUA) com uma administracdo de 1 000 mg/m? [73], Docetaxel (DOT) (Actavis, Docetaxel
Actavis 20 mg/ml, EUA) com uma administracdo de 60 mg/m? [69], Doxorrubicina (DOX)
(Sigma, 44583, EUA) com uma administracio de 60 mg/m? [70], Epirrubicina (EPI)

(Epirrubicina Teva 2 mg/ml, Israel) com uma administracdo de 100 mg/m? [71] e Paclitaxel
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(PAX) (Actavis, Paclitaxel Activis 6 mg/ml, EUA) com uma administracdo de 175 mg/m? [68].
As concentracdes testadas foram as indicadas para terapia humana, adaptadas a 4rea do poco.
Os farmacos utilizados foram cedidos pelo Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra

(CHUQ), através do protocolo existente com o Instituto de Biofisica da FMUC.

e Estudo para avaliar de que forma a administracdo de solucdes
enriquecidas com EGCG afeta a citotoxicidade dos farmacos
aprovados pela FDA e EMA ou regime de firmacos para cancro
da mama

Os farmacos referidos anteriormente foram administrados segundo o protocolo
mencionado acima e foram conjugados com diferentes concentracdes de GTE p6 (0,5 e 5
pg/ml). Apos aplicacio destas doses a cada 24 h, a viabilidade celular foi testada ao fim de

144 h (Figura 6).
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Figura 6 — Esquema resumido do protocolo seguido para a realizagcdo das experiéncias in vitro.

3.6 Ensaio de MTT — Teste de viabilidade celular

O ensaio de MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio]} é um
teste colorimétrico usado para avaliar a viabilidade celular. Este ensaio baseia-se na
avaliacdo do dano induzido pelo composto/extrato em estudo sobre a atividade glicolitica
das células, através da andlise da atividade das desidrogenases mitocondriais. As
desidrogenases mitocondriais, presentes apenas em células metabolicamente viaveis, clivam
o anel de tetrazolio, transformando o composto de coloracdo amarela hidrossolivel num
composto azul-escuro/roxo: os cristais de formazan {E,-Z-1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-

difenilformazan} insoliveis em solu¢cdo aquosa. A nivel celular o MTT € acumulado no
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interior da célula por endocitose e, apOs a sua reducdo, os cristais de formazan resultantes
sdo armazenados em vesiculas dos endossomas e/ ou lisossomas, que posteriormente 0s
transportam para fora da célula por exocitose. Assim sendo, a producao de formazan reflete

o estado funcional da cadeia respiratéria e, consequentemente, a viabilidade celular [115].

Nos ensaios de MTT aplicados nos estudos in vitro, o meio de cultura de cada poco foi
totalmente retirado, contendo ou ndo os agentes testados, e, em seguida, considerando o
volume/pogo, adicionou-se uma mistura de meio DMEM completo com MTT a 10%. A
caixa de cultura foi colocada novamente na incubadora nas mesmas condi¢des durante 4
horas. Apds esta incubacdo, removeu-se todo o conteido liquido dos pocos e os cristais de
formazan foram dissolvidos com uma solu¢do de HC1 37% 0,04 N (VWR, 20255.420, EC) em
isopropanol (Honeywell /Riedel—de Haen®, 33539, Alemanha), com volume igual ao da mistura
meio + MTT. Passados 15 minutos a absorvancia da solu¢do, bem homogeneizada, foi lida
com um espectrofotémetro (BioTek®, Synergy HT, EUA) acoplado a um computador através
da interface GenSTM BioTek® (Fisher Scientific, Ontario, Canada). A leitura da absorvancia
das placas nos comprimentos de onda 570 e 620 nm permitiu quantificar os cristais de

formazan, valor diretamente proporcional ao ndmero de células viaveis (Figura 7) [115].
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Figura 7 — Esquema ilustrativo do teste de viabilidade celular com MTT, em que a atividade
glicolitica das células, ap6s serem incubadas com os compostos em estudo, € avaliada
através da acdo das desidrogenases mitocondriais. Estas transformam o MTT, de
colorag@o amarela, em cristais de coloragdo roxa. A produgao desses cristais reflete o
estado funcional da cadeia respiratéria e, consequentemente, a viabilidade celular.
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3.7 Citometria de fluxo — Medicao de parametros
fisico-quimicos celulares

A citometria de fluxo € uma ferramenta muito eficaz na andlise detalhada de populacdes
celulares complexas num curto periodo de tempo. Permite analisar varias caracteristicas
fisicas e/ou quimicas de uma tunica célula a medida que esta flui em suspensao através de
um dispositivo de dete¢ao 6tico-eletronica. A efici€éncia do seu funcionamento depende das
caracteristicas de dispersdo da luz das células alvo, consoante os corantes ou anticorpos
monoclonais utilizados, tendo em vista moléculas localizadas na superficie da célula ou

moléculas intracelulares [116].

Basicamente a suspensdo de células € injetada no equipamento como um fluxo de células
que esta envolto numa corrente de fluido e que € percorrido por um feixe laser. A luz emitida
pelo laser pode ser absorvida ou desviada pelas células. Uma vez absorvida esta é novamente
emitida sob a forma de fluorescéncia, caso a célula tenha substincias fluorescentes ou
anticorpos marcados com fluorocromos na superficie ou no interior. J4 a dispersao da luz
depende da estrutura interna da célula, do seu tamanho e forma. A luz dispersa e a luz
fluorescente sdo detetadas por varios fotodiodos e, em seguida, amplificadas. O sistema
dispde ainda de filtros Oticos que garantem que somente a luz com o comprimento de onda

desejado atinge o fotodetector [116].

Esta técnica permite uma rapida andlise do DNA, da expressdo fenotipica e fun¢do
celular. E fundamentalmente utilizada para determinacio do tipo de morte celular e do ciclo

celular através da medicdo do contetido do DNA de cada célula [116].

A citometria de fluxo fornece dados sobre o tipo de morte celular, que pode ser
determinada utilizando a anexina V associada ao iodeto de propidio. A anexina V € usada
para reconhecer a fosfatidilserina translocada e o iodeto de propidio funciona como corante
de exclusdo de viabilidade celular, permitindo detetar células apoptéticas e discriminar entre

apoptose precoce e tardia, e necrose [116].

Um dos sinais mais precoces de apoptose € a translocacdo de fosfolipidos da membrana
celular, como por exemplo a fosfatidilserina, da camada interna desta membrana celular para
a camada externa. Quando exposta ao ambiente extracelular, ela fica disponivel para se ligar
a anexina V, que apresenta dependéncia de ifo célcio (Ca®"). Contudo, a translocagdo da

fosfatidilserina também ocorre em situagdes de necrose, logo a anexina V nao € um marcador
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absoluto da apoptose. Neste contexto, usa-se em associacao a corantes essenciais como o
iodeto de propidio, um corante vermelho que penetra nas células quando a integridade da
membrana plasmatica estd afetada. Esta situacdo ocorre apenas nos estddios finais da
apoptose ou em casos de necrose celular. Portanto, a avaliacdo desses dois marcadores

permite-nos identificar o tipo de morte celular induzido pela terapia instituida [116].

A distribuicao do DNA numa populacido de células em crescimento na fase G2/M € o
dobro da quantidade de DNA apresentado na fase G1/G0O, mostrando variacdes da
quantidade do DNA na fase S. A fase G1 é marcada por uma intensa sintese de enzimas, de
RNA e “armazenamento” de proteinas e, consequentemente, ocorre o crescimento celular;
na fase S ocorre a duplicacdo do material genético; na fase G2 ocorre numa intensa sintese
de proteinas e rapido crescimento celular preparando a célula para a mitose; na fase M ocorre

a separacao dos cromossomas da célula-mae [116].

A monitorizacdo do ciclo celular, bem como a sua regulacdo € muito importante para

compreender os efeitos do tratamento nas células do cancro da mama.

3.8 Estudos in vivo

A experimenta¢do animal € regida pelo principio dos 3R’s do inglés: Reduction,
Replacement e Refinement. Traduzindo para portugués serd, entdo, reducdo, substitui¢ao e
refinamento. O principio dos 3R’s salvaguarda que s6 se inicia um procedimento in vivo
quando o ensaio tenha apresentado resultados in vitro que garantam a utilizacdo do menor
nimero de animais, que se recorra a outros procedimentos se possivel e que seja causado ao
animal o menor desconforto possivel, assegurando o seu bem-estar durante todo o estudo e

occisando-o em casos limite [117].

Assim, s0 ap0s a realizacdo de estudos in vitro, com base em conhecimentos adquiridos

previamente que asseguram a reprodutibilidade in vivo, se iniciaram estes ensaios.

Neste projeto foram utilizadas duas espécies animais: Balb/C nude (ratinhos) e RNU
(ratos nude). Foram selecionadas, fémeas com aproximadamente 1,5 més de idade,
fornecidas e alojadas nas instalagdes para animais Coimbra Institute for Clinical and
Biomedical Research (iICBR) da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra
(FMUQC). Estas instalagdes estdo devidamente equipadas de acordo com a legislacdo de bem-

estar animal (24-26°C, humidade relativa do ar mantida a 40-60%, ciclos de luz controlados
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e um minimo de ruido). Os alimentos, 4gua, GTEs e cha foram disponibilizados ad libitum.
Os animais foram occisados utilizando um elevado teor de isoflurano com equipamento
adequado (IMS Anesthesia equipment line, Harvard Apparatus, UK). Todos os procedimentos
foram efetuados com vista a minimizar o sofrimento dos animais. Todos os protocolos foram
desenvolvidos de acordo com o Decreto-lei n® 113/2013, de 7 de Agosto (legislagdo nacional
que transpde a Diretiva Europeia 63/2010/CE) e com a devida autorizacdo pela Direcao
Geral de Veterinaria e de acordo com o Orgido de Bem-Estar Animal do IBILI (ORBEA
17/2015) (Anexos I e II).

e Modelo animal para estudo do cancro da mama

Um dos modelos mais simples e mais comummente utilizados nesta area baseia-se na
inoculagdo de linhas celulares humanas em animais imunocomprometidos [118]. O facto de
algumas linhas celulares do cancro da mama humano originarem tumores em ratinhos
imunodeficientes foi relatado pela primeira vez em 1962 por Isaacson e Cattanach. No
entanto, a técnica s6 passou a ser amplamente utilizada apos a sua inoculagc@o de ratinhos

mutantes nudes (sem pélo) [119].

Os modelos animais de pesquisa mais utilizados em experiéncias de xenoenxertos sao
os ratinhos nude (Foxnl) e ratinhos de imunodeficiéncia combinada severa (SCID do inglés
severe combined immunodeficiency), que possuem mutacdes que afetam o seu sistema
imunoldgico. Os ratinhos nude (Foxnl) apresentam uma mutacdo natural recessiva
autossOdmica no cromossoma 11 que causa falha no crescimento do pélo e outras alteracdes,
como distirbios na formacdo do timo, por conseguinte sdo deficientes em células T. Os
ratinhos SCID tém uma mutag@o espontanea que resulta na inativacao da proteina cinase do
DNA que leva a deplecdo de células T e B funcionais. Além destes, foram também
desenvolvidos animais imunodeficientes a partir de outras espécies, como por exemplo 0s

ratos atimicos RNU (Rowett Nude Rats), uma mutagao do Rattus norvegicus [119].

Os modelos animais utilizados para o estudo da linha celular de cancro da mama e para
administracdo do EGCG foram os modelos de xenoenxerto com inje¢do subcutianea das
células tumorais humanas num modelo de desenvolvimento ndo-ortotdpico em fémeas das

espécies: Balb/C nude e RNU (rato nude).
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e Protocolo do estudo in vivo

Ap6s proliferacdo, dissociagdo celular e contagem das células segundo as condicoes
mencionadas anteriormente (secdo 3.2), procedeu-se a preparagdo de seringas com
aproximadamente com 0,2 ml de suspensdo celular contendo 2,8 x 10° células para
inoculagdo em ratinhos fémea Balb/C nude e de aproximadamente 0,8 ml de suspensao
celular contendo 20 - 24 x 10° células para inoculagiio em ratos fémea RNU. O niimero de

células a ser injetado foi determinado com base na literatura e pratica da equipa.

Para as injecdes usaram-se seringas de 1 ml (T Terumo® Syringe, U-100
insulina, SS+01H1, Bélgica) e agulhas de 25G (BD Microlance™, 25G 3%, 0,5%16 mm, 300 600,

Espanha).

Em ambiente devidamente controlado procedeu-se a coloca¢do do animal numa cidmara
de fluxo laminar para manipulacdo animal, limpa e desinfetada, em ambiente calmo e
controlado. Para injecdo subcutinea, o animal foi posicionado em decubito lateral e injetou-
se a suspensdo celular na coxa direita. Em seguida, identificou-se o animal para posteriores

manipulacgdes e recolocou-se na sua gaiola.

Pelo facto das células MCF-7 possuirem recetores de estrogénio uma vez que esta
hormona estimula o seu crescimento e multiplicagdo, uma semana ap0s a inje¢do subcutanea
das células MCF-7 foi preparada uma emulsdo de B-estradiol-3-benzoato (Sigma, E8750,
EUA) em o6leo de sésamo (Sigma, S3547, EUA), com uma concentracdo de 0,5 mg/ml,
homogeneizada por vortexacdo. O 6leo foi previamente filtrado (Millipore 0,20pm) em
condig¢des de esterilidade. Foram retirados 0,1 e 0,5 ml da emulsdo, respetivamente, para 0s
Balb/C nude e RNU. A emulsdo foi injetada subcutaneamente na regido dorsal dos ratinhos

e ratos fémea (Figura 8).

Os pesos dos animais foram registados semanalmente, antes e durante o protocolo
experimental, utilizando uma balanca propria para animais (Seca, modelo 734, serie 1/1,
Alemanha). O desenvolvimento e as dimensdes dos tumores foram monitorizados

semanalmente e feito o registo.
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Figura 8 — Esquema que resumido do procedimento de inje¢do de células do cancro da mama em
ratos e ratinhos fémea.

3.9 Estudos imagiologicos — tomografia por emissao de
positroes (PET)

A tomografia por emissdo de positroes, também conhecida pela sigla inglesa PET (do
inglés, Positron Emission Tomography), ¢ um exame imagioldgico que permite obter
informacdes acerca do estado funcional dos 6rgaos, pela detecdo do positrdo emitido pelo

radionuclideo utilizado.

A imagem formada € dada pela localizacio da emissdo dos positroes pelos
radionuclideos absorvidos pelos 6rgdos do doente. No entanto, como o positrdo é uma
particula antimatéria do eletrdo, ele ndo chega a percorrer uma distancia significativa até
entrar em contacto com um eletrdo e aniquila-se originando de um par de raios gama com
direcOes opostas. Desta forma € impossivel detetar os positroes diretamente com o
equipamento, dai que este seja em forma de tubo oco, isto é, formando uma coroa de
detetores de raios gama (camara gama) dispostos em circunferéncia a volta do doente. Com
a ajuda de software adequado baseado em algoritmos, consegue reconstruir-se uma imagem
dos locais de emissdo de positrdes, a partir das energias e dire¢des de cada par de raios gama
com a ajuda de um computador, gerando imagens tridimensionais. O equipamento utilizado
neste projeto foi desenvolvido pela equipa em parceria com a Universidade de Aveiro

(CENTRO-01-0247-FEDER-017823, SII&DT 17823 EASYPET; PTDC/BBB-IMG/4909/2014).

O radionuclideo utilizado neste trabalho foi a fluorodesoxiglicose (FDG) marcada com
Fluor-18 ('®F) (ICNAS, IBA Cyclone®, Portugal), um anilogo da glicose, que permite estudar
0 metabolismo dos 6rgdos e tecidos. As estruturas com metabolismo mais intenso (como por
exemplo o tumor) concentram mais '®F —FDG, assim como os seus érgios de excregio

predominante. O '8F tem um tempo de meia vida de cerca de 2 horas (109,7 min).
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Para a aquisi¢cdo das imagens os animais foram anestesiados com uma mistura de
ketamina (Cetamina Hikma 50 mg/ml, Hikma Farmacéutica™, Portugal) e cloropromazina
(Largactil®, 5 mg/ml, Laboratérios Vitoria, Portugal) numa proporc¢ao de 1:3. A ketamina é um
medicamento utilizado principalmente para induzir € manter a anestesia, funcionando como
inibidor do glutamato sobre os recetores NMDA, que sdo os principais recetores
responsdveis por mediar a resposta excitatdria do sistema nervoso central. Ja a
cloropromazina atua como tranquilizante sem causar sedacdo, uma vez que bloqueia os

impulsos gerados pela dopamina nas sinapses [120,121].

Nos ratinhos administraram-se 0,1 - 0,3 ml da mistura anestésica diluida em soro
fisiolégico em partes iguais (1:1), via intraperitoneal (i.p.). Apés a indu¢do da anestesia 0s
animais foram mantidos a temperatura de 37 — 39°C acoplando uma bomba de aquecimento
de agua (Adroit Medical Systems, HTP®-1500, EUA) a plataforma do equipamento (easyPET,
RI-TE, Portugal), o que permite a manutencio da temperatura do animal enquanto anestesiado.
N3ao esquecer que a propria anestesia diminui a temperatura corporal e que estes animais sao

nude, ja de si muito frageis, e com tumor.

O BF-FDG é administrado ao animal via i.p., para que seja internalizado pela célula
através do mesmo transportador da glicose, porém dentro da célula ele ndo é metabolizado
mas sim convertido numa forma que € conservada no seu interior. Por conseguinte, pode ser
utilizado para detetar células com alto consumo de glicose e que, consequentemente, contém
grande quantidade de transportadores membranares, como acontece nas células tumorais em
crescimento rapido (caso em estudo), permitindo a visualiza¢do da massa tumoral de cancro

da mama induzido na coxa direita dos animais.

A dose de "8F-FDG a injetar foi medida utilizando um calibrador de dose (CRC®-15 W,
Capintec, EUA) em seringa de 1 ml (T Terumo® Syringe, U-100 insulina, SS+01H]1, Bélgica)
acoplada a agulha 25G (BD Microlance ™, 25G, 5 x 8 **; 0,5 x 16 mm, 300600, Irlanda), de acordo
com as normas de seguranca para manipulacdo de substancias radioativas (Protector Shield

Biodex, EUA).
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3.10 Estudos histologicos

A técnica histoldgica consiste num conjunto de etapas com o objetivo de preparar um
determinado tecido para ser analisado microscopicamente, seja para fins de pesquisa
cientifica ou diagndstico patologico [122,123]. Entre os procedimentos encontra-se a colheita
de material, fixacao, processamento para técnica de rotina, microtomia e colora¢do. No caso

dos tecidos calcificados, ap6s a fixacao € necessario fazer a descalcificagao do tecido

[122,123].

As amostras colhidas foram colocadas em cassetes (PrintMateTM Embedding Cassettes,
A84810048, EUA) e, logo de seguida, iniciou-se o procedimento evitando a degradacdo do
tecido pela acdo das enzimas presentes nas células. O primeiro passo foi a fixacdo: as
cassetes foram colocadas dentro de um recipiente com o agente fixador, formol neutro
tamponado a 10% (AppliChem Panreac, 1430091.1214, Espanha), que penetra no tecido

substituindo toda a dgua tecidular, preservando assim a amostra [122,123].

ApOs a fixacdo, a amostra foi processada, com o objetivo de incluir o tecido num meio
sOlido e firme o suficiente para permitir a obten¢do de cortes finos (3 a 5 um de espessura)
que possam ser corados e visualizados ao microscépio 6tico. O processamento é composto
por vérias etapas. Primeiro fez-se a desidratacdo do tecido em usando e solucdes de etanol
(Alcool etilico absoluto, AGA, Portugal) de concentracdo crescente que foram substituindo a
agua e o fixador no tecido. Apds essa etapa, foi feita a diafanizacdo do tecido, que clarifica
o material, tornando-o translicido ao remover o etanol e substitui-lo por um fluido miscivel
com o meio de impregnagdo, o mais comummente utilizado € o xilol (Xylol, 1330-20-7, Merck,
Alemanha). No processo de impregnacao o agente diafanizador foi substituido pelo meio de
impregnacdo. Nessa etapa, as pecas foram infiltradas por uma substincia de consisténcia
firme para que adquirissem rigidez suficiente - paraplast liquido (Paraplast, Sigma-Aldrich,
P3683, EUA). No final da impregnacao obteve-se um bloco de paraplast, contendo a amostra
no seu interior usando para tal um equipamento dedicado (Medite, Tes 99, Alemanha) e
recipientes retangulares de inox acoplaveis as cassetes (Thermo Fisher Scientific, Mini Metal
Base Mold, Leica Biosystems, EUA). Os blocos foram cortados com um micrétomo (Leica,

RM2155, Alemanha) [122,123].

Secdes (cortes) extremamente finas foram obtidas usando facas descartaveis especiais
(Leica, high profile microtome dispoable blades, Alemanha). Os blocos foram desbastados e

estando a profundidade correta, os cortes histoldgicos foram obtidos sob a forma de uma
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“ténia” de cortes sequenciais. Os cortes seriados selecionados foram estendidos numa
solucdo alcodlica a 30% e depois apanhados com uma lamina de vidro (Knittel Glaser,
Superfrost®, microscope slides K067 76x26mm, Alemanha) e transferidos para um banho
termostatizado de fundo escuro (para fazer contraste com o branco do paraplast) a 37°C
contendo dgua destilada/corrente (Tissue water bath 6951, Alemanha). Estes cortes ficaram sem
a maior parte das rugas e foram transferidos para laminas de vidro, previamente revestidas
com uma camada fina de cola bioldgica (Sigma-Aldrich, P8920, EUA), identificadas e secas
(pelo menos 24 h) em racks (Medite, 0T540.340, Alemanha). De seguida, voltaram novamente
a estufa (Raypa, Drying oven 40°C, Espanha), durante pelo menos 24 horas, para garantir que
os cortes ficassem perfeitamente aderentes as laminas de vidro e ndo se descolassem durante

o processo de coloracao [122,123].

A coloragdo dos cortes possibilita evidenciar os componentes do tecido ou fazer a
distin¢do entre diferentes estruturas do tecido. A coloracdo utilizada foi a hematoxilina-
eosina, que consiste numa técnica simples que permite a diferenciacdo de um grande nimero
de estruturas do tecido. A hematoxilina cora os nucleos de roxo/azulado e a eosina cora os
citoplasmas e fibras do tecido conjuntivo de rosa. Como os corantes sdo aquosos efetuou-se

a desparafinizagdo e hidratacdo dos cortes para que estes pudessem ser corados [122,123].

Os cortes tiveram de ser desparafinizados e hidratados, numa sequéncia de tinas com
xilol (2x), etanol absoluto (2X), etanol 95% (2x), etanol 70% (1x), 4gua corrente (1x). As
laminas com os cortes foram colocadas numa tina com hematoxilina a 2% (Sigma Aldrich,
MHSI1, EUA) (15 min), passaram para uma tina com agua corrente (5-10 min) e depois para
uma tina com eosina alcodlica 1% (Sigma-Aldrich, HT110280, EUA) (5 min). Depois de
coradas as laminas voltaram a ser desidratadas e repetiu-se o procedimento até ao agente
diafanizador, sendo a sequéncia de tinas a inversa da ji referida. De modo a proteger os
cortes, as laminas foram cobertas com uma lamela (RS, Cover Glass 100 PCS Thickness 0,13-
0,17 mm, Franca) colada com uma cola sintética (Fluka, 44581, Alemanha) que s6 € miscivel
com o xilol e tem um indice de refracdo semelhante ao do vidro. Apds secagem, a lamina
ficou pronta para ser analisada utilizando uma lupa 6tica (Nikon, SMZ 1500, Japdo) e um
microscopio 6tico (Nikon, Eclipse C600 Japao) [122,123]. A lupa/microscépio estdo associados
a um sistema computadorizado com software adequado, permitindo o registo das imagens

obtidas.
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3.11 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada utilizando a aplicagdo IBM SPSS® Statistics, versao
23 (IBM Corporation, Armonk, EUA), tendo os resultados sido analisados com um nivel de

significancia de 5%.

Uma vez que a viabilidade celular, medida através do MTT, € dependente da
experiéncia, com variacdes substanciais inter-experiéncia, neste trabalho foram usados os
valores de MTT em percentagem do valor médio do controlo da experi€ncia e ndo os valores

absolutos de MTT.

As comparagdes dos valores percentuais de viabilidade celular entre os grupos foram
realizadas através de testes ndo paramétricos devido ao tamanho usual das amostras,
nomeadamente através do teste de Mann-Whitney sempre que houve dois grupos em anélise,
ou do teste de Kruskal-Wallis com comparacdes multiplas ajustadas, a posteriori, sempre

que se justificasse.

A avaliacdo do efeito do tempo nos valores de MTT (em % do controlo) para as

diferentes concentracdes das substancias testadas foi feita através de uma regressao linear.

Dado que era necessario definir o tempo de incubacdo das células MCF-7 com
aplicagoes diarias de EGCQG, foi definido que as células deveriam estar nas caixas de cultura
até que a viabilidade celular diminuisse pelo menos 30%, ou seja, foi usada a Anélise de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier para determinar o tempo médio necessirio para que se

atingisse 70% da viabilidade celular dos controlos da propria experiéncia.

Os resultados foram apresentados recorrendo essencialmente a graficos de barras e,
diagrama de extremos e quartis, dado o grande volume de informacao para disponibilizar em

tabelas.

53



54



Capitulo 4

Resultados e Discussao

Num estudo anterior realizado pela equipa foi possivel determinar as concentracdes de
EGCG nos diferentes extratos e chéds verdes através da técnica de HPLC [112]. Todas as
amostras estudadas tiveram como base de referéncia o perfil cromatografico de EGCG-
Sigma, que contém mais de 95% de EGCG (Sigma-Aldrich®, E4143, EUA), e o espectro de
UV a 274,4 nm. A partir desses resultados foi possivel selecionar os extratos e chas verdes

para se prosseguirem os estudos in vitro e in vivo com a linha celular MCF-7.
Assim, para o estudo da linha celular do cancro da mama MCF-7 foram utilizados:

e Green Tea EGCG Extreme (GTEE);

e Mega Green Tea Extract  MGTE);

e Green Tea Extract powder (GTE em po);
e Cha verde Lipton.

As concentragdes referentes a cada uma das substancias estdo apresentadas nas Tabelas
9e10.

Tabela 9 - Avaliagdo quantitativa da quantidade de EGCG presente nos extratos de cha verde em
capsula e em po.

Peso do contetido por Peso de EGCG (mg) EGCG (%) por
Amostra L . .
capsula (mg) por capsula capsula
GTEE 750 403,14 54
MGTE 1200 434,47 36
Peso do conteddo do Peso de EG?G (mg) no EGCG (%) no pé
saco (mg) po
GTE 3000 203,74 7
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Tabela 10- Avaliacdo quantitativa de EGCG recuperado durante a preparacdo de uma, duas e trés
saquetas de chi verde da marca Lipfon.

Amostra EGCG (mg) no cha (200 ml) EGCG (mg) por ml de cha
N° saquetas 1 2 3 1 2 3
Lipton 40,3 91,8 133,6 0,243 0,567 0,856

e Estudos in vitro

4.1 Padronizacao dos valores de MTT

A primeira etapa do estudo foi avaliar, através do teste de MTT, se a viabilidade celular,
das amostras controlo das diferentes caixas era homogénea, no sentido de ndo enviesar as
comparagdes realizadas. Verificou-se, utilizando o teste de Kruskal-Wallis, que existe
diferenca estatisticamente significativa entre os valores MTT dos controlos das vérias caixas

(p < 0,001).

Por outro lado, os valores de MTT dos controlos estao moderadamente correlacionados
com o tempo em que foi realizada a experiéncia (r = 0,461; p <0,001) e variam com o tempo
(dias) nas experiéncias em que foram usadas, respetivamente, concentragdes de 0,5 pg/ml e
1 pg/ml (p < 0,001). Contudo nas experiéncias feitas com concentracdes de 5 pg/ml e 10
pug/ml, os valores de MTT mostraram ser sensivelmente constantes com o passar do tempo

(p = 0,206).

Neste contexto, os valores de MTT das substincias foram padronizados aos controlos

de cada caixa e optou-se pela padronizagdo em % do valor médio do controlo.

4.2 Determinacdo do tempo 6timo para avaliacao

4.2.1 Avaliacdo da influéncia do tempo em cultura nos
valores de MTT (% controlo)

Avaliou-se se haveria diferencga estatisticamente significativa nos valores de MTT ao
longo do tempo (com aplicacdo diaria da dose respetiva) usando o teste de Kruskal-Wallis,

para cada solucdo com EGCG e para cada concentragdo. Constatou-se que a viabilidade
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celular se altera significativamente com o passar do tempo quando € aplicado GTEE com
concentracdo de pelo menos 1 pg/ml ou quando é aplicado MGTE com concentracdo de 10
pg/ml, sendo sempre alterada quando é administrado GTE em p6, qualquer que seja a

concentracdo usada. Na Figura 9 é possivel observar essas alteragdes.
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Figura 9 — Gréfico relativo a andlise da viabilidade celular da linha MCF-7, para os valores de MTT
padronizados por % do valor do controlo, apés aplicagdo didria de GTEE, MGTE ou
GTE p6 com diferentes concentra¢des de EGCG (0,5; 1; 5 e 10 ug/ml) com 2, 3,4, 6 ¢
8 aplicacgdes, ou seja, respetivamente, 3, 4, 5, 7 e 9 dias. A andlise estatistica utilizando
teste de Kruskal-Wallis comprovou o efeito citotéxico dos extratos sobre as MCF-7.
Nota: *outliers extremos; °outliers moderados.

Constatou-se que existe diferenca estatisticamente significativa para os valores
medianos de MTT ao longo do tempo, sendo esta acentuada para concentragdes mais
elevadas de EGCG nestes extratos. Através da andlise do grafico anterior (Figura 9) é possivel
observar qual o tempo ideal, em dias, isto €, escolher a duracdo do ensaio para cada extrato,
relativamente a cada concentracdo. Comprovou-se, assim, a eficicia do EGCG proveniente
de diferentes extratos no que diz respeito a inibicdo do crescimento da linha celular MCF-7,

ou seja, a citotoxicidade para esta linha tumoral.
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4.2.2 Determinacdo do tempo necessario para que seja
mensuravel a eficicia relativa dos extratos

Definiu-se eficicia relativa como uma reducdo de pelo menos 30% na viabilidade celular
relativamente ao valor médio dos controlos da prépria experiéncia. Desta forma, identificou-
se a duracdo da experiéncia (n° de aplicacdes/dias) necessdria para que a sobrevivéncia
celular atingisse os 70% do valor médio do controlo da prépria experiéncia, através da curva
de Kaplan-Meier. O tempo necessario para o evento definido, em dias, corresponde ao
numero de aplicacdes + 1 dia, dado que a viabilidade celular ¢ medida 24 horas apds a dltima

aplicacao.

A analise de sobrevivéncia, tendo em conta o evento “% MTT < 70% valor do controlo”,

foi independente da concentragcdo usada:

e GTEE: o n° de aplica¢des/tempo médio até atingir 70% do valor do controlo foi
de 5,65 = 0,23 aplicacdes (resultados lidos aos 7 dias), sendo que em metade dos
casos se atingiram os 70% do valor do controlo até aos 7 dias;

e MGTE: o tempo médio até atingir 70% do valor do controlo foi de 5,36 + 0,22
aplicacdes (resultados lidos aos 7 dias), ou seja, em metade dos casos atingiram-
se 0s 70% do valor do controlo até aos 7 dias;

¢ GTE po: o tempo médio até atingir 70% do valor do controlo e de 5,73 + 0,23
aplicacdes (resultados lidos aos 7 dias), isto é, em metade dos casos atingiram-

se 0s 70% do valor do controlo até aos 7 dias.

Da Tabela 11 consta a andlise de sobrevivéncia para a linha MCF-7 ap0s a incubagdo

com GTEE, MGTE e GTE p6 com diferentes concentragdes de EGCG.
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Tabela 11 — Analise de sobrevivéncia (nimero de aplicacdes necessdria para se atingirem 70% do
valor médio dos controlos da prdpria experiéncia) para a linha MCF-7, apds aplica¢do
de GTEE, MGTE e GTE p6 com diferentes concentracdes de EGCG.

Substincia Concentracao Média Mediana
EGCG Estimativa Erro Padrio Estimativa Erro Padrao
GTEE 0,5 6,362 0,399 6,000 0,603
1,0 5,775 0,433 6,000 0,628
5,0 6,381 0,466 8,000 0,605
10,0 5,268 0,431 6,000 0,665
Média Mediana
Estimativa Erro Padrao Estimativa  Erro Padrao
MGTE 0,5 5,650 0,424 6,000 0,653
1,0 5,252 0,439 6,000 0,657
5,0 5,394 0,420 6,000 0,676
10,0 6,056 0,399 6,000 0,642
Média Mediana
Estimativa Erro Padrao Estimativa  Erro Padrao
GTE po 0,5 5,250 0,435 6,000 0,661
1,0 5,766 0,431 6,000 0,632
5,0 6,055 0,416 6,000 0,620
10,0 6,500 0,369 6,000 0,615

Com base na Figura 9 e na Tabela 11 pdde concluir-se que o melhor tempo de incubagao
da linha MCF-7 com qualquer um dos extratos foi de 7 dias, ou seja, 6 aplicacdes, pelo que

os estudos subsequentes a esta etapa foram efetuados nestas condicoes.

4.3 Modelo de aplicacdo dos compostos (aplicacdo
cronica versus aplicacao aguda)

Comparou-se a viabilidade celular, em percentagem do valor médio dos controlos da
experiéncia, entre a administragdo crdonica e a administracdo aguda, recorrendo ao teste de
Mann-Whitney. Consideraram-se, portanto, dois tipos de regime de administracdo das
dosagens dos extratos de EGCG. Por administracdo cronica entende-se a juncdo de nova
dose de EGCG nos dias subsequentes sem mudar o meio de cultura; por administracdo aguda
entende-se a renovacdo do meio de cultura e administracdo de outra dose equivalente a

anteriormente colocada.
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a. Analise global

A nivel global a andlise comparativa (utilizando o teste de Mann-Whitney) apresentou
um valor de p = 0,752, sendo este valor ndo significativo, o que indica que ndo existe

diferenca estatisticamente significativa entre o modelo crénico e o modelo agudo (Figura 10).
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Figura 10 — Grafico relativo a analise de viabilidade celular das células MCF-7 ap6s administragdo
diaria de EGCG seguindo dois modelos de aplicagdo: crénica (manteve-se o meio de
cultura e adicionou-se a dose de EGCG diariamente) e aguda (renovagao didria do meio
de cultura e da dose de EGCG). A anélise estatistica revelou que os modelos tém efeito
semelhante p = 0,752.

b. Por niimero de aplicaciao (tempo)

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 12 e na Figura 11 pode verificar-
se que ao final de 2 aplicagdes, para ambos os modelos de aplicacao (crénico e agudo), existe
diferenca estatisticamente significativa entre os dois modelos, p = 0,029. Ambos os modelos
apresentaram valores abaixo dos 70% do valor médio dos controlos, mas o modelo de
administracao crénica das doses de EGCG mostrou ser mais eficaz ao fim de 2 aplicagdes

do EGCG.
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Tabela 12 — Anélise comparativa da viabilidade celular das MCF-7 usando o teste de Mann-Whitney
para os dois modelos de aplicacdo das doses de EGCG, em fun¢do do nimero de

aplicagdes (tempo).

Tempo Tipo n Min - Max Média (DP) Mediana [P25 - P75] Valor de p
(dia)
2 Cronica 84 24,72 - 123,78 60,79 (23,85) 56,11 [41,61 - 75,77] 0,029
Aguda 84 25,01 - 98,44 65,98 (16,04) 64,95 [55,84 - 76,82]
4 Cronica 84 30,96 - 98,51 51,49 (16,13)  48,35[39,36 - 59,01] 0,336
Aguda 84 12,85 - 98,88 53,24 (17,69) 51,12 42,88 - 62,58]
6 Cronica 84 17,04 - 120,33 66,22 (17,09) 65,13 [58,02 - 73,42] 0,005
Aguda 84 27,94 - 13392 59,51 (23,08) 53,57 [42,40 - 73,11]
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Figura 11 — Grafico relativo a comparacao da viabilidade celular das MCF-7 nos modelos crénico e
agudo, sendo realizadas as comparagdes dos dois modelos ao fim de 2, 4 e 6 aplicacdes,
ou seja, respetivamente, 3, 5 e 7 dias. Andlise estatistica comprovou a eficicia de ambos
os modelos. Nota: *outliers extremos; ®outliers moderados.

Ap6s 4 aplicagdes de EGCG nio existe diferenca estatisticamente significativa entre os

dois modelos, p = 0,336, apresentado ambos valores abaixo dos 70% do valor médio dos

controlos, o que comprova a eficicia de qualquer um dos dois modelos.

Ao fim de 6 aplicagdes de EGCG para os dois modelos/tipo de regime, verificou-se que

existe diferenca estatisticamente significativa entre eles, p = 0,005. O modelo agudo mostra

maior eficicia do que o crénico, porém ha que salientar a maior uniformidade dos resultados

do modelo crénico para este tempo de duracdo do ensaio. Por outro lado, apesar de existir

diferenca estatisticamente significativa entre os dois modelos, ambos sdo eficazes para a



linha celular MCF-7, com valores abaixo dos 70% do valor médio dos controlos. Deste
modo, em termos praticos, optou-se pela aplicacdo do modelo cronico que possibilita manter
a eficicia do experimento com menos consumo, quer a nivel dos reagentes e materiais

utilizados, quer a nivel do tempo e esfor¢o despendidos para efetuar o procedimento.

c. Por extrato

A viabilidade celular da linha MCF-7, ap6s aplicacao dos extratos e usando os dois tipos
de regime (crénico ou agudo), é semelhante. Para o GTEE nado se encontrou diferenca
estatisticamente significativa consoante o modelo de aplica¢do (crénico versus agudo:
p=0,359); porém, visualmente, pode observar-se que o modelo cronico obteve, nesta
amostra, melhores resultados. Para o MGTE, ndo se encontraram também diferencas
estatisticamente significativas entre os dois modelos (p = 0,065), mas pode observar-se que
o modelo cronico conseguiu alcancar melhores resultados nesta amostra. Relativamente ao
GTE p6 também ndo existe diferenca estatisticamente significativa entre os dois modelos
(p=0,216), mas tal como nos anteriores, 0 modelo crénico apresentou maior eficicia nesta
amostra (Figura 12).
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Figura 12 — Gréfico relativo a comparagao da viabilidade das células MCF-7 ap6s aplicacdo do
modelo crénico e agudo para cada um dos extratos. Analise estatistica mostrou eficicia
de ambos os modelos.
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Apesar de ndo existirem diferencas estatisticamente significativas entre os dois modelos
para os diferentes extratos avaliados, pode observar-se, a partir do grafico da Figura 12, que
o modelo agudo apresenta uma menor dispersdo nos resultados, mas o modelo crénico
conseguiu atingir valores de viabilidade celular mais baixos para todas as substancias

analisadas.

Foi escolhido, para os estudos posteriores a esta etapa, o modelo de aplicagdo crdnica.

4.4 Selecao da melhor concentracdo para cada extrato

Em cada um dos tempos (n° de aplicagcdes) avaliados e para cada um dos extratos
aplicados, comparou-se a viabilidade celular, medida em % do valor do MTT relativamente
ao valor médio dos controlos da experiéncia, para as diferentes concentracdes usadas, através
do teste de Kruskal-Wallis. O objetivo era determinar qual a concentracio (0,5; 1; 5 ou 10

png/ml de EGCG) mais citotoxica para cada um dos extratos usados (GTEE, MGTE e GTE
po).

Usando o teste de Kruskal-Wallis foi possivel identificar, para cada um dos extratos
administrados, qual a concentracdo mais eficaz para a linha celular MCF-7 (Figura 13, Tabela

13).
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Figura 13 — Gréfico relativo a anélise da viabilidade celular das MCF-7, comparando a eficicia das
diferentes concentracdes de EGCG para cada um dos extratos (GTEE, MGTE e GTE
pd) ao fim de 2, 3, 4, 6 e 8 aplicagdes didrias. *outliers extremos; °outliers moderados.

De acordo com a Tabela 13, e com base nos valores de p obtidos, pode verificar-se que
houve diferencas estatisticamente significativas na eficicia das diferentes concentracdes de
EGCG ao fim de 3, 6 aplicacdes didrias de GTEE. As diferentes concentracdes de EGCG
provenientes do MGTE apresentaram diferenca significativa no fim de 6 aplicagcdes. Quando
se administrou GTE p6 encontraram-se diferencas estatisticamente significativas na eficécia

das diferentes concentragdes ao fim de 3 e 6 aplicacdes.

Tabela 13 — Valores de p obtidos para a comparacdo dos valores de MTT entre as diferentes
concentracdes, para cada uma das substincias administradas, ao final de 2, 3, 4 e 6
aplicagoes diarias.

N° de aplicac¢bes GTEE MGTE GTE poé
(tempo)
2 0,717 0,143 0,121
3 0,009 0,106 0,001
4 0,096 0,120 0,087
6 0,001 0,010 0,007
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Fez-se uma anélise global, comparando as diferentes concentracdes independentemente

do tempo, para cada extrato.

e GTEE

A andlise para GTEE demonstrou um valor p < 0,001 que indica a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas no que diz respeito a citotoxicidade das diferentes
concentragdes. Observando o grafico da Figura 14 pode constatar-se que as concentracdes

de GTEE mais citotoxicas para as MCF-7 sdo as de 1 e 10 pg/ml.
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Figura 14 — Grafico relativo a comparagdo do efeito das diferentes concentracdes de EGCG
presentes no GTEE sobre a viabilidade celular das células MCF-7 com aplica¢des
didrias do mesmo. A andlise estatistica revelou que 1 e 10 ug/ml sdo mais citotéxicas
(p <0,001).

e MGTE

Da andlise comparativa da viabilidade celular para as diferentes concentracdes de EGCG
com MGTE obteve-se um valor de p = 0,815. Este valor significa que ndo existe diferenca
estatisticamente significativa entre a citotoxicidade para diferentes concentracdes. Assim,

para o MGTE, ¢€ indiferente a concentracdo usada, ou seja, a eficicia relativamente a

citotoxicidade e diminui¢do do crescimento celular das células MCF-7 existe sempre mas é

semelhante (Figura 15).
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Figura 15 — Gréfico relativo a comparagdo da eficicia das diferentes concentracdes de EGCG
presentes no MGTE sobre a viabilidade celular das células MCF-7 com aplicacGes
diarias do mesmo. A andilise estatistica ndo mostrou diferengas estatisticamente
significativas entre as diferentes concentragdes (p = 0,815).

e GTE pé

A analise comparativa das diferentes concentracdes de GTE p6 forneceu um valor de
p=0,451, o que indica que ndo existe diferenca estatisticamente significativa em relagdo a
eficacia das diferentes concentracdes usadas. Desse modo, qualquer que seja a concentragao
de EGCG no GTE p0, mantém-se a citotoxicidade desejavel para as células MCF-7 (valores

de MTT a baixo 70% do valor médio dos controlos), inibindo o seu crescimento (Figura 16).
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Figura 16 — Grafico relativo a comparagdo da eficacia das diferentes concentragdes de EGCG
presentes no GTE p6 sobre a viabilidade celular das células MCF-7 com aplicacdes
diarias do mesmo. A andlise estatistica ndo mostrou diferengas estatisticamente
significativas entre as diferentes concentragdes (p = 0,451).

4.5 Influéncia do numero de saquetas do cha Lipton
avaliacao pelo método do MTT

Além dos estudos realizados com extratos de chi verde, realizaram-se ensaios com
infusdes de cha verde da marca Lipton. O uso especifico desta marca foi decidido apds a
realizacdo de estudos anteriores, em que foi medida a concentracdo do composto EGCG em
diferentes marcas de cha verde presentes no mercado (HPLC) e comprovada por ensaios in
vitro. As analises com esta marca apresentaram a maior concentracdo do composto, sendo
também aquela com a maior reprodutibilidade de resultados e garantia de qualidade do

produto, tornando-a apta para a realizacdo de experiéncias [112].

Avaliou-se a citotoxicidade do EGCG presente no ché verde Lipfon sobre a linha celular
MCF-7, utilizando infusdes com diferentes concentragdes de EGCG (0,5 e 5 pg/ml),
preparadas com 1, 2 e 3 saquetas, com base em estudos anteriores, usando o teste de Kruskal-

Wallis para andlise estatistica dos resultados [112].

Ap06s o tempo de adesdo de 72 horas, procedeu-se ao protocolo de aplicacao cronica do

composto com doses didrias num total de 6 aplicacdes (7 dias) (Figura 17).
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Figura 17 — Grafico correspondente a analise de viabilidade celular da linha celular MCF-7 (valores
de MTT padronizados & % do valor médio dos controlos) apds aplicacdo didria de
infusdes de cha verde Lipton preparados com 1, 2 e 3 saquetas, com concentracio de
0,5 pg/ml de EGCG num total de 6 aplicacdes (7 dias). O teste de Kruskal-Wallis
comprovou eficicia do cha verde Lipfon sobre as células MCF-7.

A comparacio da viabilidade celular usando 1, 2 e 3 saquetas de chéd verde Lipfon,
revelou que existe diferenca estatisticamente significativa na viabilidade celular consoante
se usam 1, 2 ou 3 saquetas com 0,5 pg/ml de EGCG (p < 0,001). Mais especificamente,
existe diferenca estatisticamente significativa na viabilidade celular desta linha entre a
utilizacdo de 1 ou de 2 saquetas de ché Lipton com 0,5 pg/ml de EGCG (p < 0,001) e entre
a utilizagdo de 2 e 3 saquetas de cha Lipton com 0,5 ug/ml de EGCG (p = 0,003). Constata-
se visualmente na Figura 17, que a utilizacdo de 2 saquetas de ché verde Lipton é a mais
citotoxica, apresentando valores de MTT abaixo dos 40% do valor médio dos controlos da
experiéncia. Pode verificar-se que ja a utilizagdo de 1 ou 3 saquetas com 0,5 pg/ml de EGCG
€ citotoxica para a linha celular MCF-7, comprovando a eficdcia do EGCG no préprio cha

na inibicao do crescimento das células MCF-7 do cancro da mama.

Foi também comparada a utilizacdo de 2 e de 3 saquetas de cha verde Lipfon com a
concentracdo de 5 pg/ml de EGCG. Aumentado a concentracdo do EGCG o teste de Mann-
Whitney retornou a um valor de p = 0,583, ou seja, ndo significativo, o que demonstrou que
a citotoxicidade da utilizag@o de 2 ou 3 saquetas de cha verde Lipfon com esta concentragao

€ semelhante (Figura 18).
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Figura 18 — Grifico correspondente a andlise de viabilidade celular da linha celular MCF-7 (valores

de MTT padronizados & % do valor médio dos controlos) apds aplicacdo didria de
infusdes de cha verde Lipton preparadas com 2 e 3 saquetas, com concentragdo de 5
pg/ml de EGCG num total de 6 aplicacdes (7 dias). Usando o teste de Mann-Whitney
verificou-se que tém efeito semelhante (p = 0,583).

De forma a selecionar a concentracio com maior citotoxicidade para a linha celular
MCF-7, quando se usou ché verde Lipton preparado com 2 ou 3 saquetas, foi comparada a
viabilidade celular (em % do controlo médio da experiéncia) relativamente ao cha preparado
nas concentracdes de 0,5 ou de 5 ug/ml de EGCG, dado que ja se tinha verificado que a
utilizagdo de 2 saquetas, relativamente a utilizacdo de 3 saquetas, é mais citotoxica para a
linha celular MCF-7, quando usada a concentracdo de 0,5 ug/ml de EGCG, e que a
citotoxicidade da utilizacdo de 2 ou de 3 saquetas € semelhante, quando usada a concentragdo

de 5 pg/ml de EGCG.

Quando se utilizam 2 saquetas de cha verde Lipfon observa-se que existe diferenca
estatisticamente significativa na citotoxicidade relativamente as duas concentracdes de
EGCQG utilizadas (p = 0,002). Conforme se pode observar na Figura 19, a concentracao mais
eficaz foi a de 5 ug/ml, embora ambas sejam citotoxicas para a linha celular, uma vez que
mesmo para a concentracdo de 0,5 pg/ml os valores da viabilidade s@o inferiores a 40% do

valor médio dos controlos.
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Figura 19 — Grafico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 (valores de MTT
padronizados a % do valor médio dos controlos) ap6s aplicacdo didria de infusdes de
ché verde Lipton preparado com 2 e com 3 saquetas, comparando as concentracdes de
0,5 e 5 pg/ml de EGCG num total de 6 aplicagdes (7 dias). Utilizando o teste de Mann-
Whitney verificou-se que cha verde Lipton preparado com 2 saquetas € mais eficaz. Os
valores de p foram p = 0,002 e p < 0,001, respetivamente, para 2 e 3 saquetas.

Quando se usaram 3 saquetas de cha verde Lipfon verificou-se igualmente que existe
diferenca estatisticamente significativa na eficacia das duas concentracdes (p < 0,001), com
vantagem para a concentragcao de 5 pg/ml, que apresenta uma viabilidade celular das células

MCF-7 abaixo dos 30% do valor médio dos controlos (Figura 19).

Nao foi possivel realizar a andlise comparativa das concentracdes com a utilizagdo de 1
saqueta de cha verde Lipton devido a contaminacao do ensaio que continha as amostras das

células MCF-7 incubadas com cha Lipton 1 saqueta a 5 pg/ml de EGCG.
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Figura 20 — Grafico correspondente a analise de viabilidade celular das MCF-7 ap6s aplicacao didria
de infusdes de cha verde Lipton preparadas com 1, 2 e 3 saquetas, com concentracdes
de 0,5 e 5 pg/ml de EGCG num total de 6 aplica¢des (7 dias).

Com estes resultados comprova-se a eficacia do cha verde Lipton (preparado com 1, 2 e
3 saquetas) relativamente a inibi¢do do crescimento e citotoxicidade para a linha celular do

cancro da mama MCF-7.

4.6 Avaliacao da acao isolada e associada ao EGCG
para cada um dos farmacos utilizados

Avaliou-se também a acdo isolada de farmacos utilizados nos protocolos de
quimioterapia do cancro da mama e a sua ag@o associada ao GTE em p6 com diferentes
concentracdes de EGCG (0,5 e 5 pg/ml). Estes ensaios foram desenhados para tentar
verificar se a associacdo ao GTE pode potenciar a agao citotoxica do farmaco, aumentando

a sua eficicia no combate ao cancro.

4.6.1 5-fluorouracilo (5-FU)

Aplicou-se a monoterapia com este fairmaco do tipo antimetabdlitos seguindo o

protocolo de aplicacdo tnica (500 mg/m?) para o periodo de incubacdo de 7 dias selecionado.
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Analisou-se a sua a¢ado isolada e associada com GTE em p6, em diferentes concentragdes de
EGCG (0,5 e 5 pg/ml), aplicado diariamente num total de 6 aplicacdes (7 dias). Assim,
usando o teste de Kruskal-Wallis, foram efetuados trés grupos de comparacdes: comparagdo
1: 5-Fu, GTE p6 0,5 e 5-FU+GTE p6 0,5; comparagdo 2: 5-FU, GTE p6 5 e 5-FU+GTE p6
5; comparagdo 3: 5-FU+GTE p6 0,5 e 5-FU+GTE p6 5 (Figuras 21-24, Tabelas 14 e 15).
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Figura 21 — Gréfico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 ap6s aplicagdo tinica
de 5-FU, avaliando a sua agdo isolada e em associacio com GTE em pé aplicado
diariamente, com concentracdo de 0,5 ug/ml de EGCG num total de 6 (7 dias). Ver

valores p das comparacdes na Tabela 14.

Efetuou-se o teste de Kruskal-Wallis para comparar a eficacia isolada do farmaco e do

GTE em p6, bem como a eficicia da associacdo dos dois (Tabela 14).

Tabela 14 — Resultados referentes a andlise estatistica do 5-FU e do GTE em p6 com 0,5 pg/ml de

EGCG.
Comparacio Valores de p
Amostra 1 Amostra 2
5-FU GTE p6 0,5 1,000
5-FU+GTE p6 0,5 5-FU 0,056
5-FU+GTE p6 0,5 GTE p6 0,5 0,021
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Figura 22 — Gréfico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 apo6s aplicagdo tinica
do 5-FU, avaliando a sua acdo isolada e em associacdo com GTE em pé aplicado
diariamente, com concentragdo de 5 pg/ml de EGCG num total de 6 aplicagdes (7 dias).
Ver valores de p das comparacdes na Tabela 15.

Usou-se o teste de Kruskal-Wallis para comparar a eficacia isolada do farmaco e do GTE

em pd, bem como a eficicia da associacdo dos dois (Tabela 15).

Tabela 15 — Resultados referentes a anilise estatistica do 5-FU e do GTE em p6 com 5 pg/ml de
EGCG.

Comparacio Valores de p
Amostra 1 Amostra 2
5-FU GTE pé 5 0,007
5-FU+GTE p6 5 5-FU 0,423
5-FU+GTE p6 5 GTE p6 5 0,336
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Figura 23 — Gréfico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 apds aplicagao tinica
do 5-FU, avaliando a sua associacdo com GTE em p6 aplicado diariamente, com
concentracdes de 0,5 e 5 ug/ml de EGCG num total de 6 aplicagdes (7 dias). Usando o
teste de Mann-Whitney obteve-se p = 0,817.
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Figura 24 — Gréfico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 apo6s aplicagdo tinica
do 5-FU, avaliando a sua acfo isolada e em associagdo com GTE em pé aplicado
diariamente, com concentracdes de 0,5 e 5 pg/ml de EGCG num total de 6 aplicagdes
(7 dias).

A andlise dos dados do ensaio permitiu verificar que o GTE em p6 na concentracio de
5 ng/ml de EGCG mostrou ser mais eficaz que o 5-FU aplicado isoladamente, p = 0,007. A
associacdo de 5-FU ao GTE em p6 com as diferentes concentragdes pareceu ser visualmente
mais eficaz que o 5-FU aplicado isoladamente, porém a diferenca nio foi significativa, mas
aumentando o nimero de amostras podera ter uma resposta mais significativa tendendo para

uma maior eficicia da associagio.

Relativamente a comparagao das duas associacdes, S-FU+GTE p6 0,5 e 5-FU+GTE p6
5, ndo se obtiveram diferengas significativas, p = 0,817, sendo igualmente citotoxicas para

a linha celular.

Em suma, as associagdes 5-FU + GTE p6 nestas condi¢des mostraram ser visualmente
mais eficazes que o 5-FU sozinho, contudo as diferencas ndo foram estatisticamente
significativas. Serd necessario prosseguir com estes estudos de forma a ter amostras de maior
dimensao, para que os efeitos biologicos observados, que sao relevantes, se tornem também

estatisticamente relevantes.

74



4.6.2 Capecitabina (CAP)

Usando a monoterapia com este farmaco do tipo antimetabdlitos numa tnica aplicagao
(1 000 mg/m?) analisou-se a sua acdo isolada e associada a GTE em p6 com diferentes
concentracdes de EGCG (0,5 e 5 pg/ml) num total de 6 aplicacdes (7 dias). Assim, usando
o teste de Kruskal-Wallis, foram efetuados trés grupos de comparacdes: comparacdo 1:
CAP, GTE p6 0,5 e CAP+GTE p6 0,5; comparagdo 2: CAP, GTE p6 5 e CAP+GTE p6 5;
comparagdo 3: CAP+GTE p6 0,5 e CAP+GTE po6 5 (Figuras 25-28, Tabelas 16 e 17).
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Figura 25 — Gréfico correspondente a anélise de viabilidade celular das MCF-7 apés aplicagao tnica
da CAP, avaliando a sua agdo isolada e em associagdo a GTE em pé aplicado
diariamente, com concentracdo de 0,5 pg/ml de EGCG num total de 6 aplicagdes (7
dias). Ver valores de p das comparagdes na Tabela 16.

Usou-se o teste de Kruskal-Wallis para comparar a eficacia isolada do farmaco e do GTE

em pd, bem como a eficicia da associacdo dos dois (Tabela 16).

Tabela 16 — Resultados referentes a analise estatistica da CAP e do GTE em pd com 0,5 ug/ml de

EGCG.
Comparacio Valores de p
Amostra 1 Amostra 2
CAP GTE p6 0,5 0,001
CAP+GTE p6 0,5 CAP 0,002
CAP+GTE p6 0,5 GTE p6 0,5 1,000
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Figura 26 — Grafico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 apés aplicagao tnica
da CAP, avaliando a sua agdo isolada e a sua associacdio a GTE em pé aplicado
diariamente, com concentracio de 5 pg/ml de EGCG num total de 6 aplicacdes (7 dias).
Ver valores de p das comparagdes na Tabela 17.

Usou-se o teste de Kruskal-Wallis para comparar a eficacia isolada do farmaco e do GTE

em pd, bem como a eficicia da associacdo dos dois (Tabela 17).

Tabela 17 — Resultados referentes a andlise estatistica da CAP e do GTE em p6 com 5 pg/ml de

EGCG
Comparacio Valores de p
Amostra 1 Amostra 2
CAP GTE p6 5 <0,001
CAP+GTE p6 5 CAP 0,037
CAP+GTE p6 5 GTE pé 5 0,011
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Figura 27 — Gréfico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 apés aplicagao tnica
da CAP, avaliando sua associacio a GTE em p6 aplicado diariamente, com
concentracdes de 0,5 e 5 ug/ml de EGCG num total de 6 aplica¢des (7 dias). Usou-se o
teste de Mann-Whitney e obteve-se p = 0,470.
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Figura 28 — Gréfico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 apds aplicac¢ao tnica
da CAP, avaliando a sua ac¢fo isolada e a associac@o a GTE em p6 aplicado diariamente,
com concentragdes de 0,5 e 5 ug/ml de EGCG ao longo de 6 dias.

A andlise estatistica demonstrou que o GTE em p6 nas diferentes concentragdes € mais
eficaz que a CAP aplicada isoladamente, especialmente o GTE em p6 com 5 pg/ml. As
associacoes da CAP ao GTE em po6 para as duas concentraches mostraram ser mais
citotoxicas que a CAP sozinha e, as duas associagdes ndo apresentaram diferencas

significativas, ou seja, tiverem efeito semelhante.
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Dados os resultados obtidos, as associacdes CAP+GTE p6 mostram que a CAP tem a
sua eficicia potenciada pelo EGCG, ou seja, as associagdes sao mais citotoxicas para a linha
celular MCF-7 que a CAP sozinha. Demonstra-se portanto, o possivel papel adjuvante do

EGCG na terapéutica do cancro da mama em associagao a CAP.

4.6.3 Docetaxel (DOT)

Aplicando a monoterapia com este firmaco do tipo taxano, efetuando uma tnica
aplicacdo (60 mg/m?), analisou-se a sua acdio isolada e associada a GTE em p6 com
diferentes concentracdes de EGCG (0,5 e 5 pg/ml) para o periodo de incubacao de 7 dias (6
aplicacdes). Assim, usando o teste de Kruskal-Wallis para o farmaco foram efetuados trés
grupos de comparacoes: comparagdo 1: DOT, GTE p6 0,5 e DOT+GTE p6 0,5; comparagdo
2: DOT, GTE p6 5 e DOT+GTE p6 5; comparagdo 3: DOT+GTE p6 0,5 e DOT+GTE p6 5
(Figuras 29-32, Tabela 18).
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Figura 29 — Gréfico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 apds aplicagao tnica
de DOT, avaliando a sua acdo isolada e a associacdo a GTE em p6 aplicado diariamente,
com concentracao de 0,5 pg/ml de EGCG ao longo de 7 dias (6 aplicacdes). Ver valores
de p das comparacdes na Tabela 18.

Usando o teste de Kruskal-Wallis foi comparada a eficécia isolada do farmaco e do GTE

em pd, bem como a eficicia da associacdo dos dois (Tabela 18).
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Tabela 18 — Resultados referentes a anélise estatistica de DOT e do GTE em p6 com 0,5 pg/ml de

EGCG.
Comparacio Valores de p
Amostra 1 Amostra 2
DOT GTE p6 0,5 0,022
DOT+GTE p6 0,5 DOT 0,051
DOT+GTE p6 0,5 GTE p6 0,5 <0,001
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Figura 30 — Grafico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 apés aplicagao tnica
de DOT, avaliando a sua agdo isolada e em associacdo a GTE em p6 aplicado
diariamente, com concentragdo de 5 pg/ml de EGCG ao longo de 7 dias (6 aplicagdes).
Usando o teste de Kruskal-Wallis comparou-se a eficacia isolada do farmaco e do GTE
em po e a eficicia da associac@o dos dois, p = 0,319.
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Figura 31 — Grafico correspondente a analise de viabilidade celular das MCF-7 apds aplicacgio tnica
de DOT, avaliando a sua associacio a GTE em pd aplicado diariamente, com
concentracdes de 0,5 e 5 ug/ml de EGCG ao longo de 7 dias (6 aplicacdes). Usando o
teste de Mann-Whitney obteve-se p = 0,001.
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Apesar de aparentarem melhor eficacia a nivel estatistico, as associa¢cdes ndo mostram
diferencas significativas em relacdo a DOT. Comparando as duas associacdes verificou-se
que existe diferenca estatisticamente significativa, p = 0,001, em que a associagdo
DOT+GTE p6 0,5 mostrou ser mais citotdxica do que a com maior concentragao de EGCG

e, visualmente, aparentou ser mais citotoxica que as demais (Figura 32).
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Figura 32 — Gréfico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 apo6s aplicagdo tinica
de DOT, avaliando a sua agéo isolada e a associagdo a GTE em p6 aplicado diariamente,
com concentragdes de 0,5 e 5 pg/ml de EGCG ao longo de 6 aplicacdes.

Para o DOT as associagcdes (DOT+GTE p6) demonstram ser mais citotoxicas
visualmente, mas as diferengas ndo sdo estatisticamente significativas. Contudo se se
necessario aumentar o nimero de amostras € possivel que estas diferengas possam vir a ser

significativas. Como foi referido na revisao da literaria, noutras linhas celulares os taxanos

tiveram a sua agao potenciada pelo EGCG.

4.6.4 Paclitaxel (PAX)

Usando a monoterapia com este farmaco do tipo taxano com uma tnica aplicacao (175

mg/m?) fez-se a andlise da sua agdo isolada e associada a GTE em p6é com diferentes
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concentracdes de EGCG (0,5 e 5 pg/ml) para 6 aplicacdes de GTE po6 (7 dias). Assim, usando
o teste de Kruskal-Wallis para os ensaios com este farmaco, foram efetuados trés grupos de
comparagdes: comparagdo 1: PAX, GTE p6 0,5 e PAX+GTE p6 0,5; comparagdo 2: PAX,
GTE p6 5 e PAX+GTE p6 5; comparagdo 3: PAX+GTE p6 0,5 e PAX+GTE p6 5 (Figuras
33-36, Tabelas 19 e 20).

Comparacao 1

0,30
)
[=]
S 0,60
[=]
(8]
;i J—
E 040
=
ol
0,20 =
o]
T T T
GTE p& 0,5 PAX PAX + GTE p& 0,5

Substancia

Figura 33 — Gréfico correspondente a analise de viabilidade celular das MCF-7 apés aplicagao tnica
de PAX, avaliando a sua ag@do isolada e da sua associagdo a GTE em p6 aplicado
diariamente, com concentrac¢ao de 0,5 ug/ml de EGCG ao longo de 7 dias (6 aplicacdes).
Ver valores de p das comparacdes na Tabela 19.

Usando o teste de Kruskal-Wallis comparou-se a eficicia isolada do farmaco e do GTE

em p0d, bem como a eficicia da associacdo dos dois (Tabela 19).

Tabela 19 — Resultados referentes a analise estatistica de PAX e do GTE em p6 com 0,5 pg/ml de

EGCG.
Comparacio Valores de p
Amostra 1 Amostra 2
PAX GTE p6 0,5 0,016
PAX+GTE p6 0,5 PAX 0,057
PAX+GTE p6 0,5 GTE p6 0,5 <0,001
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Figura 34 — Grafico correspondente a anélise de viabilidade celular das MCF-7 apés aplicagao tinica
de PAX, avaliando a sua acdo isolada e da sua associacdo a GTE em p6 aplicado
diariamente, com concentragdo de 5 pg/ml de EGCG ao longo de 7 dias (6 aplicagdes).
Ver valores de p das comparagdes na Tabela 20.

Usando o teste de Kruskal-Wallis para comparar a eficécia isolada do farmaco e do GTE

em po, e a eficacia da associacdo dos dois (Tabela 20).

Tabela 20 — Resultados referentes a andlise estatistica de PAX e do GTE em p6 com 5 pg/ml de

EGCG.
Comparacio Valores de p
Amostra 1 Amostra 2
PAX GTE p6 5 0,808
PAX+GTE p6 5 PAX 0,008
PAX+GTE p6 5 GTE p6 5 <0,001
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Figura 35 — Gréfico correspondente a anélise de viabilidade celular das MCF-7 ap6s aplicagdo dnica
de PAX, avaliando sua associagio a GTE em pé aplicado diariamente, com
concentracdes de 0,5 e 5 pg/ml de EGCG ao longo de 6 aplicagdes. Usando o teste de

Mann-Whitney obteve-se p = 0,954.
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Figura 36 — Grafico correspondente a analise de viabilidade celular das MCF-7 apds aplicacgio tnica
de PAX, avaliando a sua a¢do isolada e da sua associagdo a GTE em p6 aplicado
diariamente, com concentragdes de 0,5 e 5 pg/ml de EGCG ao longo de 7 dias (6
aplicacoes).

Os ensaios com Paclitaxel mostraram que a associacio PAX+GTE p6 com 5 ug/ml de
EGCG apresentou maior citotoxicidade que o PAX isoladamente, p = 0,008, o que

demonstra que a associacao potenciou o efeito citotoxico do Paclitaxel, que, por si, s6 ja
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apresenta elevada citotoxicidade. Visualmente (Figura 36) a associacio PAX+GTE p6 0,5
também apresentou maior citotoxicidade, porém ndo chegou a ser estatisticamente
significativa, p = 0,057, mas o valor de p estd muito pr6ximo de o ser. Serd necessario fazer

mais ensaios para consolidar os resultados.

Quanto a comparacdo das duas associagdes a diferenca ndo foi significativa,

apresentando a mesma eficacia para as duas concentracdes de EGCG, p = 0,954.

Deste modo para o PAX a associagao (PAX+GTE pd) potenciou a citotoxicidade do
PAX, mas serd necessario aumentar a dimensao das amostras de modo que o efeito bioldgico
observado se torne estatisticamente relevante - verificar se o PAX tem a sua eficacia
aumentada pelo EGCG na concentragdo 0,5 pug/ml, ou seja, se a sua eficicia ¢ aumentada

para doses fisioldgicas do EGCG.

4.6.5 Doxorrubicina (DOX)

Aplicando a monoterapia com este farmaco do tipo antraciclina, com uma unica
aplicacdo (60 mg/m?) para o periodo de incubacdo de 7 dias (6 aplicacdes), analisou-se a sua
acdo isolada e associada a GTE em p6 com diferentes concentracdoes de EGCG (0,5 e 5
pg/ml) aplicadas diariamente (6 aplicagdes). Assim, usando o teste de Kruskal-Wallis para
este farmaco, foram efetuados trés grupos de comparacdes: comparagdo 1: DOX, GTE po
0,5 e DOX+GTE p6 0,5; comparacdo 2: DOX, GTE p6 5 e DOX+GTE p6 5; comparagdo
3: DOX+GTE p6 0,5 e DOX+GTE p6 5 (Figuras 37-40, Tabela 21).
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Figura 37 — Gréfico correspondente a anilise de viabilidade celular das MCF-7 apés aplicagao tnica
de DOX, avaliando a sua ac¢ao isolada e da sua associagdo a GTE em pé aplicado
diariamente, com concentracio de 0,5 ug/ml de EGCG ao longo de 6 aplicacdes. Ver
valores de p das comparacdes na Tabela 21.

Usando o teste de Kruskal-Wallis comparou-se a eficicia isolada do farmaco e do GTE,

assim como a eficicia da associacdo dos dois (Tabela 21).

Tabela 21 — Resultados referentes a anélise estatistica da DOT e do GTE em p6 com 0,5 pg/ml de

EGCG.
Comparacio Valores de p
Amostra 1 Amostra 2
DOX GTE p6 0,5 0,007
DOX+GTE p6 0,5 DOX 1,000
DOX+GTE p6 0,5 GTE p6 0,5 <0,001
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Figura 38 — Grifico correspondente a anélise de viabilidade celular das MCF-7 ap6s aplicagdo dnica
de DOX, avaliando a sua agdo isolada e da sua associacdo a GTE em pd aplicado
diariamente, com concentrac¢io de 5 pg/ml de EGCG ao longo de 6 aplicagdes. Usando
o teste de Kruskal-Wallis foi comparada a eficacia isolada do farmaco e do GTE, além
da efic4cia da associacdo dos dois, p = 0,123.
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Figura 39 — Grafico correspondente a analise de viabilidade celular das MCF-7 apds aplicacgdo tnica
de DOX, avaliando sua associacdio a GTE em pd aplicado diariamente, com
concentracdes de 0,5 e 5 ug/ml de EGCG ao longo de 6 aplicagdes. Usando o teste de
Mann-Whitney obteve-se p = 0,273.
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Figura 40 — Grafico correspondente a anilise de viabilidade celular das MCF-7 apés aplicagao tnica
da DOX, avaliando a sua agdo isolada e da sua associacdo a GTE em p6 aplicado
diariamente, com concentracdes de 0,5 e 5 ug/ml de EGCG ao longo de 6 aplicacdes.

Para a Doxorrubicina verificou-se, através da analise estatistica, que ndo existe diferenca
estatisticamente significativa entre a DOX e as associacdes da DOX ao GTE em po,
p=1,000, e que ndo ha diferenca significativa entre as associagdes DOX+GTE p6 0,5 e
DOX+GTE po 5, p = 0,273. Pelo grafico da Figura 39 pode observar-se que a associacao
aumentou a citotoxicidade, mas ndo para valores muito diferentes dos alcancados apenas

com DOX.

Apesar das associacdes (DOX+GTE po) parecerem visualmente mais citotoxicas, as
diferencas nao sdo estatisticamente significativas — € muito provivel que exista uma melhor
eficicia da DOX, mas s6 aumentando a dimensdao da amostra se poderd comprovar

estatisticamente o efeito biologico observado, considerado relevante.

4.6.6 Epirrubicina (EPI)

Aplicando a monoterapia com este farmaco do tipo antraciclina com uma unica
aplicacdo (100 mg/m?) para o periodo de incubacio de 6 aplicacdes, analisou-se a sua acio
isolada e associada ao GTE em p6, GTEE, EGCG-sigma e cha Lipton (1, 2 e 3 saquetas),
com diferentes concentragdes de EGCG (0,5 e 5 ng/ml) aplicado diariamente num total de 6

aplicacdes. A andlise estatistica foi realizada usando o teste de Kruskal-Wallis.

87



I. Epirrubicina e GTE em pé

Em relacdo a Epirrubicina e a associacdo de Epirrubicina com GTE em p6, a anélise
estatistica mostrou que ndo existe diferenca estatisticamente significativa entre a
Epirrubicina e a Epirrubicina associada as diferentes concentracOes testadas, inferindo-se
que a associa¢do nao aumentou significativamente a citotoxicidade. No entanto, visualmente
(Figura 41) pode observar-se que a associagdo a GTE em pdé com 5 pg/ml de EGCG

apresentou melhores resultados. Serdo necessarios mais ensaios.

Ja as associacdes mostraram diferencas estatisticamente significativas entre si, p = 0,043,

com maior citotoxicidade para EPI+GTE p6 com 5 pg/ml de EGCG.
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Figura 41 — Gréfico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 apés aplicagao tinica
de EPI, avaliando a sua acdo isolada e da sua associacdo ao GTE em p6 aplicado
diariamente, com concentracdes de 0,5 e 5 pg/ml de EGCG ao longo de 6 aplicagdes.
Da comparacdo realizada utilizando o teste de Kruskal-Wallis obteve-se um valor de
p=0,043.
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II. Epirrubicina e GTEE

Quanto a associacio da Epirrubicina e capsula de GTEE, a analise verificou que, apesar
das duas associacdes serem aparentemente mais citotoxicas que a EPI, apenas para a de
maior concentra¢do de EGCG, ou seja, EPI+GTEE com 5 pg/ml de EGCG, houve diferenca

estatisticamente significativa em relagdo a EPI, p = 0, 024 (Figura 42).

As duas associagdes, por outro lado, ndo apresentaram diferenca estatisticamente

significativa entre elas, p = 1,000, conseguindo ambas potenciar a eficicia do farmaco.
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Figura 42 — Gréfico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 apds aplicagao tnica
de EPI, avaliando a sua agao isolada e da sua associacdo ao GTEE aplicado diariamente,
com concentragdes de 0,5 e 5 pg/ml de EGCG ao longo de 6 aplica¢des. Da comparagcdo
realizada utilizando o teste de Kruskal-Wallis obteve-se um valor de p = 1,000.

89



III. Epirrubicina e EGCG-sigma
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Figura 43 — Grafico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 apés aplicagao tnica
de EPI, avaliando a sua agdo isolada e da sua associagdo ao EGCG-sigma aplicado
diariamente, com concentracdes de 0,5 e 5 ug/ml de EGCG ao longo de 6 aplicagdes.
Da comparacdo realizada utilizando o teste de Kruskal-Wallis obteve-se um valor de
p=0,011.

Considera-se que como o EGCG-sigma tem uma elevada pureza (=95%) ¢ “puro”. A
analise verificou que a associagdo de EPI+EGCG-sigma com 0,5 pg/ml mostrou ser mais
citotoxica que a EPI aplicada isoladamente, p = 0,011 (Figura 43). J4 com uma concentracao
mais baixa verificou-se que o proprio EGCG € capaz de potenciar a eficicia do agente

quimioterapéutico.

IV.  Epirrubicina e cha Lipton

Relativamente a Epirrubicina a andlise estatistica da sua associacdo ao chd Lipton
demonstrou ndo haver diferenca significativa entre uma aplicacao isolada e em associacao
com diferentes tipos de preparacdo (1, 2 e 3 saquetas) na concentragdo 0,5 ug/ml de EGCG,

p = 0,650, isto é, a associagdo a 0,5 ug/ml ndo aumentou a citotoxicidade do farmaco.

Aumentado a concentracio de EGCG para 5 pg/ml verificaram-se diferencas
significativas para EPI+L2 [5] e EPI+L3 [5], p = 0,006, uma vez que o cha preparado com
2 saquetas foi menos citotdxico que o de 3 saquetas, mas as duas associagdes nao mostraram
ter diferencas significativas em relacao a Epirrubicina aplicada isoladamente, p igual a 0,483

e 0,764, para 2 e 3 saquetas, respetivamente (Figura 44).
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Figura 44 — Gréfico correspondente a andlise de viabilidade celular das MCF-7 apo6s aplicagdo tinica
de EPI, avaliando a sua a¢@o isolada e em associa¢do com cha Lipton (1, 2 e 3 saquetas)
aplicado diariamente, com concentragdes de 0,5 e 5 ug/ml de EGCG ao longo de 6
aplicacoes. Ver os valores de p das comparacdes no texto.

No geral as associacdes (EPI+EGCG) (EGCG proveniente de diferentes fontes) com
concentracdes de EGCG similares as doses fisiologicas demonstraram a a¢do sinérgica do
EGCG com a EPIL. No entanto, como referido anteriormente para outros farmacos, é
necessario aumentar a dimensao das amostras para que efeitos biolégicos observados sejam

comprovados estatisticamente como relevantes.

4.6.7 Epirrubicina & Doxorrubicina (EPI & DOX)

Tratando-se de compostos da mesma familia, as antraciclinas, pretendeu avaliar-se se o
EGCG poderia ter uma acao diferente dependendo de uma ligeira alteracdo na estrutura do

farmaco (Figura 45).
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Doxorrubicina Epirrubicina

Figura 45 — Estrutura quimica de Doxorrubicina e Epirrubicina, mostra claramente que sao isémeros.

Analisou-se a acdo do EGCG do GTE em pd, nas concentragdes de 0,5 e 5 ug/ml, sobre
a Epirrubicina e a Doxorrubicina, para a linha celular MCF-7. A anélise estatistica mostrou
que ndo existe diferenca estatisticamente significativa entre a aplicacdo de EPI e DOX,
p=0,770, o que significa que sobre esta linha celular os dois farmacos apresentaram efeito

semelhante (Figura 46A).

Apesar da associacio DOX+GTE p6 0,5 pg/ml ser aparentemente mais eficaz que a

associacdo EPI+GTE p6 0,5 pg/ml, ndo tem significado estatistico, p = 0,058 (Figura 46B).

Relativamente a uma maior concentragdo de EGCG, a associacao a EPI visualmente
mostrou ser mais citotoxica que a associagdo a DOX, porém a diferenca nao € significativa,

p = 0,262 (Figura 46C).
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Figura 46 — Graficos relativos a comparacio da viabilidade celular das MCF-7 ap6s aplicacdo tinica
de EPI e DOX, avaliando a sua ag¢ao isolada e da sua associacdo ao GTE em pé aplicado
diariamente, com concentragdes de 0,5 e 5 ug/ml de EGCG ao longo de 6 aplicacdes.
[A] viabilidade celular das MCF-7 ap6s aplicagdo unica de EPI e DOX ao fim de 7 dias;
[B] viabilidade celular das MCF-7 ap6s aplicacao tnica de EPI e DOX seguida de GTE
em pd com 0,5 pg/ml de EGCG ao longo de 6 aplicacdes (7 dias); [C] viabilidade celular
das MCF-7 ap6s aplicagdo tinica de EPI e DOX seguida de GTE em pdé com 5 pg/ml de
EGCG ao longo de 6 aplicagdes (7 dias). Para as diferentes comparagdes utilizando o
teste de Mann-Whitney os valores de p foram 0,770; 0,058 e 0,262, respetivamente para
A,BeC.

Conclui-se que nao ha diferencas estatisticamente significativas entre a acdo de
EPI+EGCG e DOX+EGCQG, ou seja, as duas associacOes apresentaram efeito citotoxico

semelhante sobre a linha celular do cancro da mama MCF-7.
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4.7 Avaliacao do tipo de morte celular — Citometria de
fluxo

Depois de se ter verificado que o EGCG proveniente de diferentes fontes mata
seletivamente as células cancerigenas, quer aplicado isoladamente quer associado a agentes
antineoplasicos, procurou-se determinar qual o tipo de morte celular induzido ao ser

administrada uma terapia combinada de EGCG (diferentes fontes) + agente antineoplésico.

As combinacdes utilizadas continham EGCG, de diferentes fontes (extratos e infusdes)
com concentracdo de 0,5 e 5 ug/ml de EGCG, e mais alguns dos farmacos utilizados nos
ensaios apresentados anteriormente: capecitabina, paclitaxel e docetaxel. Os dois primeiros
foram combinados com GTE p6, GTEE e cha Lipton preparado com 2 e 3 saquetas, nas
concentracdes 0,5 e 5 ug/ml. J4 o docetaxel foi combinado com GTE p6 e cha Lipton

preparado com 2 e 3 saquetas, nas concentragdes 0,5 e 5 pg/ml.

Para este ensaio foram utilizadas placas de 6 pocos, contendo aproximadamente 25x10%
células por pogo. Seguiu-se 0 mesmo protocolo que nas experiéncias anteriores: apds um
periodo de adesdo das células 72 h iniciou-se a terapia com administracdes didrias do EGCG
e uma aplicacdo unica do agente antineoplasico. Ap0Os serem feitas 6 aplicacdes de EGCG,
ou seja, ao fim de 7 dias de experiéncia, realizou-se a citometria de fluxo utilizando dois

marcadores (anexina V e iodeto de propidio), como referido anteriormente.

Os ensaios incluiram amostras de controlo, o agente antineoplasico sozinho e o agente
associado ao EGCG, possibilitando a determina¢do do impacto do EGCG (diferentes fontes)
na viabilidade celular (V), apoptose inicial (Al), apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose

(N), nas diferentes concentracdes (0,5 e 5 pg/ml de EGCQG).

Relativamente a CAP observou-se que atuando isoladamente apresentou menor
viabilidade celular do que as demais combinagdes (p < 0,001). Sozinha induziu mais mortes
por apoptose inicial que em associacao; a sua associacdo ao GTE p6 na concentragdo 5 pg/ml
induziu menos mortes que a de 0,5 pg/ml de EGCG (p = 0,002). As mortes por AT/N foram
reduzidas quando a CAP atuou sozinha e ao ser associada aos compostos (p = 0,013). No
caso da inducdo de necrose a associagdo com a concentracdo de 0,5 pg/ml aumentou o

numero de células por esse tipo de morte, mas com a de 5 pg/ml foi menor (p < 0,001) (Figura

47).
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Figura 47 — Experiéncia de citometria de fluxo que mostra os diferentes tipos de morte celular para
a amostra controlo, CAP aplicada sozinha e sua associagdo o GTE pd, cha Lipton 2 e 3
saquetas e GTEE, nas concentracdes 0,5 e 5 ug/ml. Valores p para as comparagdes:
vivas p < 0,001; Al p =0,002; AT/N p=0,013 e N p <0,001.

Quanto ao PAX, a sua associacdo ao GTE p6 e a cha Lipton 2 saquetas apresentou menor
viabilidade celular que o PAX sozinho, sendo a concentragdao de 0,5 pg/ml mais eficaz
(p<0,001). Um facto bem evidente € que as mortes ocorrem preferencialmente por apoptose
inicial independentemente do PAX estar sozinho ou associado e que as combina¢des com a
concentracao de 0,5 ug/ml de EGCG induziram mais mortes (p < 0,001). Mortes por AT/N
no geral sdo muito poucas, o maior numero foi apresentado para combinagdes com GTEE
0,5 ng/ml, GTE em p6 5 pg/ml e cha Lipton 2 saquetas 5 pg/ml de EGCG (p < 0,001).
Mortes por necrose também foram poucas, sendo indiferente ter sido aplicado isoladamente
ou associado. Existem apenas diferencas significativas em relacdo ao controlo, que

apresentou mais mortes por necrose que as condigdes impostas (p = 0,005) (Figura 48).
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Figura 48 — Experiéncia de citometria de fluxo que mostra os diferentes tipos de morte celular para
a amostra controlo, ao PAX aplicado sozinho e sua associagdo com GTE p0, cha Lipton
2 e 3 saquetas e GTEE, nas concentracdes 0,5 e 5 ug/ml. Valores p das comparagdes:
para as vivas p < 0,001; Al p <0,001; AT/N p < 0,001 e N p =0,005.

O Docetaxel administrado sozinho apresentou menor viabilidade que a sua associagcdo
ao GTE p6 e cha Lipton 2 e 3 saquetas (p < 0,001). Mortes por apoptose inicial sio em maior
numero quando o DOT esteve associado ao EGCG, para a concentracdo de 0,5 ug/ml a
melhor associacdo foi com chd Lipton 3 saquetas e para a concentragdo de 5 pg/ml a
associacdo com GTE po6 foi a mais eficaz (p = 0,018). Tal como nos casos anteriores, as
mortes por AT/N sdo muito poucas, no entanto existe diferenca significativa entre DOT e
DOT+L3 0,5 pg/ml, pois das combinacdes foi a que induziu menos morte por AT/N nas
células em relacdo ao DOT (p = 0,002). As mortes por necrose foram induzidas em maior
nimero pelo DOT sozinho; a combinacdo DOT+ L3 foi a que menos induziu morte por
necrose (p = 0,001). Este é o tipo preferencial de morte celular do DOT, uma vez que foi o

tipo de morte que o DOT isoladamente induziu nas células (Figura 49).
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Figura 49 — Experiéncia de citometria de fluxo que mostra os diferentes tipos de morte celular para
a amostra controlo, o DOT aplicado sozinho e sua associagdo com GTE p6, cha Lipton
2 e 3 saquetas, nas concentragdes 0,5 e 5 pg/ml. Os valores p das comparagdes: vivas
p<0,001; Alp=0,018; AT/N p=0,002 e N p=0,001.

Numa visdo geral dos resultados da citometria para a anélise do tipo de morte celular, a
Capecitabina em associagdo com o0 EGCG nao potenciou a capacidade de inducao de morte
por Al e AT/N, apenas houve alguma melhoria no que diz respeito a indug@o de necrose.
Sdo necessarias mais informagdes, nomeadamente, sobre a fase do ciclo celular, de modo a
compreender melhor a influéncia do EGCG sobre a capecitabina nesta linha celular. Para o
Paclitaxel as associagdes melhoraram o seu desempenho e potenciaram a inducdo da
apoptose inicial, mostrando que a associacdo ao EGCG pode ser benéfica. Quanto ao
Docetaxel, a sua associacdo ao EGCG possibilitou a indu¢@o de maior nimero de mortes por
Al Como ja foi dito sdo necessarias mais informagdes/novos ensaios que avaliem outras
variaveis, para que se possa clarificar o efeito potenciador do EGCG para estes agentes

antineoplasico na linha celular MCF-7.

A citometria de fluxo, como referido na secao 3.7, permite igualmente determinar a fase
do ciclo células em que as células se encontram, porém nao foi possivel realizar esse ensaio
devido numero reduzido de células vidveis disponiveis. As células MCF-7 sdo muito
sensiveis a pequenas mudangas que possam ocorrer, seja a nivel da sua manipulacio ou até
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mesmo do meio ambiente, o que dificultou a realizacdo de mais experiéncias que poderiam
ser mais conclusivas sobre a acdo do composto em termos da indu¢do de morte celular e
paragem do ciclo celular — que levaria a uma melhor compreensdo dos mecanismos de acio

do EGCQG nas células do cancro da mama - MCF-7.

Relacionando estes resultados do tipo de morte celular induzida pela ag¢do das
associacdes CAP+GTE p6, PAX+GTE p6 e DOT+GTE p6, com os resultados obtidos em
termos da viabilidade celular, para as mesmas associagdes, verificou-se que para
CAP+EGCG a potenciacdo do efeito da CAP pelo EGCG nao esta expressa na capacidade
de induc@o da morte celular. Muito provavelmente o EGCG associado a CAP pode estar a
interagir com outras vias de sinaliza¢do, nomeadamente com o ciclo celular; para PAX+GTE
po a acdo sinérgica foi verificada para ambos os ensaios, com aumento da eficicia do PAX
relativamente a citotoxicidade e capacidade de inducdo da morte por Al; para DOT+GTE p6
o efeito sinérgico foi observado na viabilidade e na indu¢ao da Al, porém sem diferencas
estatisticamente significativas em relacdo a acdo isolada do DOT. Assim, € essencial que
sejam realizados ensaios para a determinacdo da fase do ciclo celular, para complementar
estes dados de modo a esclarecer possiveis mecanismos de acdo do EGCG quando associado

aos farmacos.

e Estudos in vivo

4.8 Imagens de pequenos animais (ratinhos) com
sistema easyPET

Ap6s o processo de inducdo do cancro da mama no modelo de ratinho nude (Balb/C
nu/nu), descrito na se¢do 3.8 (Estudos in vivo), procedeu-se ao estudo imagiologico da
evolucdo da experiéncia in vivo, usando um equipamento especial: easyPET, com
administragio de um radionuclideo, o 'F-FDG. O procedimento efetuado para captagio das

imagens foi descrito na se¢do 3.9.

A utilizacdo do easyPET no decorrer deste trabalho permitiu avaliar o desempenho dessa
nova tecnologia quando utilizada in vivo o que, por outro lado, foi uma mais-valia para este
estudo. O easyPET € um meio auxiliar de diagnostico, uma vez que se espera que com o

equipamento se consiga detetar a existéncia de tumor antes que este seja visivel
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exteriormente, além de acompanhar a evolucdo do tumor enquanto o animal esti em terapia

(ingestdo de EGCG de diferentes fontes) e quando ja ndo se v€ o tumor por fora.

Os ratinhos injetados com MCF-7 para este ensaio ndo desenvolveram tumor visivel,
possivelmente porque por dificuldades de obtenc¢do de células para induzir o tumor foram
usados um pouco mais velhos do que o previsto. Alguns apresentavam um pequeno tufo de
pélo, o que pode significar que estavam a desenvolver alguma imunidade (carateristica nude
reflete a imunodeficiéncia das células T), como referido na secdo 3.8. No entanto, foi
possivel testar o equipamento com alguns animais. Observando as Figuras 50 e 51 podem
analisar-se as imagens adquiridas com o easyPET, que comprovam sua capacidade em
produzir imagens da atividade metabdlica de ratinhos utilizando "F-FDG. O software
permitiu trabalhar as imagens adquiridas e apresentar os resultados seccionados em 3 vistas:

transversal, coronal e sagital.

Dos testes feitos sdo apresentados os resultados dois ratinhos fémea (Figura 50 e 51): um
animal injetado com células MCF-7 (protocolo in vivo, secdo 3.8) sem tumor visivel, que
comprovou que realmente ndo havia tumor (Figura 50); uma fémea injetada com células

MCEF-7 sem tumor visivel mas que mostrou tumor inicial nas imagens (Figura 51).

Na Figura 50 é possivel ver a captacio do '*F-FDG na regiio do abdémem e pélvis, com
destaque para a bexiga que, como 6rgao excretor, € o que capta mais. Assim, foi eliminado
o sinal da bexiga para que fosse possivel identificar outras regides. A regido de maior
marcacdo € o local onde foi injetado o radionuclideo, o que é normal, além disso hd uma
captacdo na regido acima do ttero, composta principalmente por gordura castanha.

Concluiu-se que o ratinho nao tinha tumor.
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Figura 50 — Ratinho fémea Balb/C nude (identificacdo: 1d) com 2,8 x10° células da linha celular
MCF-7 injetadas subcutanecamente a 30/11/17 + injecdo de B-estradiol (0,5 a 0,75
mg/ml) uma semana depois, a 7/12/17. Sem tumor visivel a olho nu (peso do animal:
20,4 g), no dia 28/03/18 foi efetuado a aquisicdo de imagem. 1° "®F-FDG injecéo
intraperitoneal do lado esquerdo, com atividade registada de 680 uCi; 2° Apds 30
minutos inje¢do intraperitoneal do anestésico no lado direito; 3° 20 minutos depois
inicia-se a aquisi¢do por um periodo de 50 minutos. Na figura observam-se os cortes
transversal, coronal e sagital da aquisico feita.

A Figura 51, assim como a Figura 50, mostra uma grande captacao do radionuclideo na
bexiga. Novamente a imagem foi filtrada de forma a conseguir mais detalhes das restantes
regides. Eliminando a bexiga destaca-se uma zona de captagcdo que corresponde ao local de
inoculagdo das células tumorais. Apesar de ndo ser visivel exteriormente, o teste demonstrou

que o animal desenvolveu um pequeno tumor.
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Figura 51 — Ratinho fémea Balb/C nude (identificaco: s/f) com 2,8 x10° células da linha celular
MCF-7 injetadas subcutaneamente a 30/11/17 + injecdo de B-estradiol (0,5 a 0,75
mg/ml) uma semana depois, a 7/12/17. Sem tumor visivel a olho nu (peso do animal:
23,2 g), no dia 28/03/18 foi efetuada a aquisi¢io de imagem. 1° "®F-FDG injec¢do
intraperitoneal do lado esquerdo, com atividade registada de 470 uCi; 2° Apéds 30
minutos injecdo intraperitoneal do anestésico no lado direito; 3° 20 minutos depois
inicia-se a aquisi¢do por um periodo de 50 minutos. Na figura observam-se os cortes
transversal, coronal e sagital da aquisicdo feita.

Com base nestes resultados pdde verificar-se que o easyPET produzir imagens
especificas na detecdo de alteracdes metabdlicas usando este radiofirmaco, permitindo

diagnosticar a presenca de uma massa tumoral mesmo antes de esta ser visivel exteriormente.

4.9 Estudos histologicos

O objetivo do modelo in vivo era verificar se o protocolo de induc¢do de cancro da mama,
utilizando células MCF-7, teria éxito em ratos e ratinhos nudes. Pretendia acompanhar-se a

evolu¢do do modelo usando o equipamento imagiologico easyPET.

A eficacia da inducdo foi baixa, como referido anteriormente, pois no momento da
inducgdo os animais eram um pouco mais velhos do que o previsto, isto devido a escassez de

células.

Aos animais (ratinhos fémeas Balb/C nude) que desenvolveram tumor foram realizadas
andlises histologicas, de modo a verificar se o processo de inoculag¢do das células tumorais

MCEF-7 alterou ou nao a morfologia normal dos 6rgdos colhidos.

Estes animais ficaram pela fase em que apenas s6 bebiam 4gua porque o tumor nao

chegou as dimensdes pré-definidas para inicio da terapéutica com cha verde Lipton. Os
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animais que desenvolveram tumor e comecaram a fazer terapéutica (ratos fémea RNU)
ficaram muito desidratados e baixaram o seu peso corporal mais do que 20%, tendo de ser
occisados devido as regras de utilizagdo dos animais. O GTE p6 que foi administrado a estes
animais deveria estar oxidado e eles ndo beberam a solu¢do. Foi adquirido um novo GTE p6

e esta situacdo resolveu-se, mas os animais ndo recuperaram o peso em tempo util.

Foram recolhidas amostras de varios 6rgdos: glandula mamaria, dtero, ovério, pulmao,
figado e rim. O estudo histolégico foi realizado no laboratdrio de Patologia Experimental do

Departamento de Medicina Dentaria da FMUC.

ApOs a ocisdo dos animais, a observacdo macroscopica ja indicava que nio haveria
alteracoes histologicas, nos 6rgaos referidos, o que significa que o tumor nao desenvolveu
metastases em nenhum dos animais. A histologia comprovou que ndao houve alteragdes
microscopicas em nenhum dos Orgdos analisados (Figuras 52-57). O tumor desenvolvido

pelas células MCF-7 injetadas tem a arquitetura tipica esperada (Figura 58).

Apesar de se tratar de espécies diferentes (ratinhos/humanos) a analogia relativamente a
composi¢do histoldgica € bem patente. As imagens refletem isso mesmo, sendo possivel
identificar os componentes estruturais das glindulas mamarias humanas similares as

descritas na secao 2.2.1.
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Figura 52 - Exemplo de corte histologico de glandula mamaria de um ratinho fémea observado ao
microscopio 6tico (ampliagdo 40x). E possivel identificar acinos, vasos sanguineos,
estroma intralobular e interlobular. Histologicamente o 6rgao é idéntico ao normal, o
que revela que o tumor ndo desenvolveu metéstases em nenhum dos animais.

Glandulas
/7 uterinas

Endométrio

Miométrio

Figura 53 - Exemplo de corte histologico de titero de um ratinho fémea observado ao microscépio
6tico (ampliacdo 40x): é possivel identificar o endométrio, 0 miométrio e as glandulas

uterinas. Histologicamente o 6rgéo € idéntico ao normal, o que revela que o tumor nio
desenvolveu metastases em nenhum dos animais.
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Figura 54 - Exemplo de corte histolégico de ovério de um ratinho fémea observado ao microscopio
6tico (ampliacdo 100x): é possivel identificar foliculos primarios e vasos sanguineos.

Histologicamente o 6rgdo € idéntico ao normal, o que revela que o tumor ndo

desenvolveu metastases em nenhum dos animais.

Figura 55 - Exemplo de corte histologico de pulmao de um ratinho fémea observado ao microscopio
otico (ampliagdo 40x): € possivel identificar canal alveolar, saco alveolar, alvéolos e

vasos sanguineos. Histologicamente o 6rgdo € idéntico ao normal, o que revela que o
tumor ndo desenvolveu metastases em nenhum dos animais.
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Figura 56 - Exemplo de corte histologico de figado de um ratinho fémea observado ao microscépio
6tico (ampliagao 100x): é possivel identificar hepatdcitos e veias. Histologicamente o
orgdo ¢é idéntico ao normal, o que revela que o tumor ndo desenvolveu metistases em

nenhum dos animais.

M
Glomérulo de Malpighi

medula

= 2

Figura 57 - Exemplo de corte histoldgico de rim de um ratinho fémea observado ao microscépio
Otico (ampliacdo 40x): € possivel identificar o cortex renal, a medula renal, os
glomérulos de Malpighi e vasos sanguineos. Histologicamente o 6rgdo é idéntico ao
normal, o que revela que o tumor nio desenvolveu metastases em nenhum dos animais.
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Figura 58

la fibroelastica

Canais secretores

- Exemplos de cortes histoldgicos de tumor MCF7 de ratinho fémea observado ao
microscopio 6tico (ampliacdo 40x):é possivel identificar a céapsula fibroelastica, a
porc¢do secretora e o canal da porcdo secretora. Verifica-se que o tumor é constituido
por uma extensa porc¢do secretora, perdendo praticamente todo o tecido conjuntivo

interlobular.
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Capitulo 5

Conclusoes e Perspetivas futuras

No presente estudo foi possivel avaliar o papel do EGCG (em doses possiveis de serem
reproduzidas no organismo, ou seja, doses fisioldgicas) sobre as células da linha celular
MCEF-7, tanto aplicado isoladamente como em associacdao a agentes quimioterapéuticos. A
avaliacdo da citotoxicidade e eficicia do EGCG, na inibicdo do crescimento celular das
células em estudo, foi realizada a partir de ensaios utilizando diferentes fontes de EGCG

administrados as células.

O primeiro passo foi a determinagdo do tempo (dias) de incubacao necessario para que
a sobrevivéncia celular atingisse 70% do valor médio dos controlos. Foram testados trés
extratos: 0 GTEE, MGTE e GTE em p6. Para cada um dos compostos foi determinada uma
curva dose-resposta e concluiu-se que, para estes compostos independentemente da
concentracdo, o melhor tempo seria ao fim de 7 dias, ou seja, apds realizar 6 aplicacdes
diarias dos compostos. ApoOs esta etapa todos os procedimentos passaram a ser realizados ao

longo de 7 dias.

Sabendo o tempo necessario de incubacao, foram testados dois regimes de administragao
dos compostos acima mencionados: modelo de aplicacdo cronico e o modelo de aplicacio
aguda. Ambos os modelos mostraram ser eficazes, apresentando valores inferiores a 70% do
valor médio dos controlos e, assim sendo, optou-se por seguir o modelo crénico que requer

menores consumos € menos tempo despedido para realizacao do procedimento.

Durante os primeiros procedimentos utilizaram-se quatro concentragdes de EGCG (0,5;
1; 5 e 10 pg/ml), pois ainda ndo se sabia qual a melhor concentragdo de EGCG para cada
um dos compostos, ou seja, qual a concentracao mais eficaz para as células MCF-7. Dai foi
avaliada a citotoxicidade de cada uma das concentracdes € compararam-se os resultados.
Para GTEE as concentracdes mais citotoxicas para as células MCF-7 foram 1 e 10 pg/ml,
mas para MGTE e GTE em p6 € indiferente a concentragdo utilizada, sendo igualmente

citotoxicas.
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Nao s6 foram utilizados extratos, mas também foram utilizadas infusdes de cha verde
Lipton preparadas com 1, 2 e 3 saquetas, como fontes de EGCG, verificando o seu efeito
citotoxico sobre as células MCF-7, com concentracgdes de 0,5 e 5 ug/ml. Seguindo o mesmo
protocolo, 7 dias de experi€ncia (com 6 aplicacdes didrias de EGCG), no dltimo dia fez-se o
ensaio de viabilidade celular. Constatou-se que mesmo com concentragdes mais baixas, ou
seja 0,5 ug/ml, o cha verde Lipton é citotdxico para as células MCF-7 — viabilidade abaixo
dos 70% do valor médio dos controlos — sendo o chd verde Lipton 2 saquetas o mais
citotéxico, com valores abaixo dos 40% do valor médio dos controlos. Para concentracdes
mais altas verificou-se que o cha verde Lipton preparado com 2 e 3 saquetas tém efeito
citotoxico semelhante, apresentando valores de viabilidade abaixo dos 30% do valor médio
dos controlos. Comprovou-se a eficicia do cha verde Lipton relativamente a inibi¢do do

crescimento e citotoxicidade para a linha celular do cancro da mama MCF-7.

Além da citotoxicidade do EGCG também foi avaliado o seu possivel efeito adjuvante
para agentes quimioterapéuticos utilizados no tratamento do cancro da mama. Assim, foram
feitas associagdes, utilizando GTE em p6 como fonte de EGCG, nas concentracdes 0,5 e 5

pg/ml. Das associacdes pode verificar-se que:

e parao 5-FU as associacOes foram visualmente mais citotdxicas que o 5-FU sozinho,
porém ndo foram estatisticamente significativos;

e para a CAP as associacOes mostraram ser mais citotoxicas que a CAP sozinha;

e para o DOT visualmente as associagdes pareceram ser mais citotoxicas, mas as
diferencas nao foram significativas;

e para o PAX a associacdo com concentragdo mais alta 5 pg/ml de EGCG foi mais
eficaz que o PAX sozinho, ja a associacdo com 0,5 pg/ml foi visualmente melhor
que o PAX sozinho, mas a diferenca ndo foi significativa;

e para a DOX as associacOes pareceram ser mais citotoxicas, porém ndo existe

diferenca estatisticamente significativa.

Estes resultados permitiram observar que o EGCG, em doses fisiologicas, pode potenciar
o efeito de agentes quimioterapéuticos, mas € necessaria a realizacdo de mais ensaios, para
que sejam extraidas mais informacdes sobre o comportamento do EGCG associado a estes
farmacos nesta linha celular. Como foi relatado no estado de arte, 0o EGCG demonstrou

potenciar o efeito da maioria destes farmacos noutras linhas celulares, inclusive aquelas que
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apresentam farmaco-resisténcia, mas com doses acima das possiveis de alcangar
fisiologicamente. Seria de grande interesse avaliar o efeito quimiossensibilizador do EGCG,

em doses fisioldgicas, em estudos in vivo.

Foi verificado ainda o efeito adjuvante do EGCG, proveniente de outras fontes,
associado a Epirrubicina. A Epirrubicina foi associada a GTE em p6, GTEE, EGCG-sigma
e ao cha verde Lipton preparado com 1, 2 e 3 saquetas, nas concentracdes 0,5 e 5 pg/ml. No
geral a associacdes com GTE em p6 ndo aumentaram a citotoxicidade; Associacdes com
GTEE sido visualmente mais citotoxicas, mas estatisticamente s a associacdo com GTEE
Sug/ml é mais citotéxica que EPI sozinha; Com EGCG-sigma (95% de pureza) a
combinacdo com 0,5 pug/ml foi mais citotéxica que EPI sozinha, demonstrando que o préprio
EGCQG ja tem esse efeito citotoxico. Tratando-se de uma substancia com 95% de pureza, nao
se poderd inferir um sinergismo entre os varios componentes da fonte utilizada; as
associacdes ao cha verde Lipton preparado com 1, 2 e 3 saquetas ndo aumentaram a
citotoxicidade. Estes resultados demostram que o proprio composto EGCG ¢€ ja capaz de agir
sinergicamente com o fairmaco em baixas concentracdes € que o EGCG proveniente de
outras fontes como GTEE também consegue potenciar a citotoxicidade do farmaco.
Contudo, como foi referido anteriormente, serd necessario aumentar a dimensido das
amostras para que o efeito bioldgico observado seja comprovado como estatisticamente

relevante e conseguir dados mais conclusivos sobre este comportamento nesta linha celular.

Outro facto analisado foi se modificacOes na estrutura dos farmacos interfeririam com o
efeito do EGCG. Neste caso comparou-se seu efeito quando associado a dois isomeros: a
doxorrubicina e a epirrubicina, da familia das antraciclinas. Concluiu-se que ndo existem
diferencas estatisticamente significativas entre as duas, quando associadas ao GTE em p6,

sobre as células MCF-7.

Comprovada a citotoxicidade do EGCG, sozinho e associado a agentes
quimioterapéuticos para a linha celular MCF-7, procurou determinar-se o tipo de morte que
induzia. O tipo de morte celular induzido pela associacdo farmaco (CAP, PAX e DOT) +
GTE em po, ché verde Lipton 2 e 3 saquetas e GTEE, nas concentragdes 0,5 e 5 pg/ml, foi
determinado efetuando o ensaio, segundo o mesmo protocolo dos estudos em in vitro
anteriormente realizados. Para a CAP as associagdes ndo potenciaram sua capacidade de
inducdo de morte por Al e AT/N, apenas houve uma pequena melhoria a nivel no que se

refere a inducdo de necrose. Para o PAX a associagdo potenciou a sua capacidade de induzir
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morte celular por Al (tipo de morte preferencial do paclitaxel), melhorando o desempenho
do farmaco. Para o DOT as associa¢des melhoraram a inducio de Al, mas sdo necessarios
mais dados para determinar o efeito do EGCG no tipo de morte celular e as fases do ciclo
celular das células envolvidas. Considerando que os testes de viabilidade realizados
anteriormente demonstraram uma melhoria consideravel da acdo da CAP quando associada
ao GTE em pd, o que ndo se refletiu nos resultados da morte celular, possivelmente, neste
caso 0 EGCG deve agir como um inibidor do ciclo celular, tendo outros mecanismos de a¢do
no combate as células que ndo puderam ser visualizados. Assim, é de grande importincia
que sejam realizados ensaios para o ciclo celular, que possam ajudar a esclarecer o

mecanismo por tras do efeito potenciador do EGCG.

Adicionalmente foram efetuados estudos em modelos animais de cancro da mama por
injecdo subcutinea das células MCF-7 em ratinhos nude fémea. A eficicia da indugdo foi
muito baixa, possivelmente devido ao facto de os animais atimicos utilizados serem um
pouco mais velhos do que o desejavel e puderem estar a adquirir alguma imunidade. Este
modelo permitiu testar uma nova tecnologia que estd a ser desenvolvida pelo grupo, o
easyPET. Este equipamento permite acompanhar a evolucdo do modelo animal, ajudando
no diagndstico, quando ainda ndo € possivel ver o tumor por fora, e, quando ja ndo se V€, se
possa detetar se ja desapareceu completamente ou ndo. O easyPET mostrou ser capaz de
produzir imagens sensiveis e especificas na detecdo de alteragdes metabdlicas, ao evidenciar

a existéncia de um tumor num ratinho nude fémea antes que esse fosse visivel exteriormente.

Quanto as sugestoes de trabalho para o futuro, relativamente aos estudos in vifro, como
ja foi mencionado, € necessario aumentar a dimensao das amostras em estudo de forma a
comprovar estatisticamente os efeitos biologicos observados e tidos como relevantes sobre

o efeito do EGCG nas células MCF-7.

E crucial a realizacdo da citometria de fluxo para avaliar outros pardmetros que possam
ser afetados pela associacdo destes farmacos ao EGCG e, com outros farmacos indicados
para terapéutica do cancro da mama sobre a linha celular MCF-7 — importante para
compreender os mecanismos de agdo do EGCG nesta linha celular — um ponto de partida
para identificar as moléculas alvo e de que forma poderia auxiliar no tratamento deste subtipo

de cancro da mama (Luminal A).

Apesar de j terem sido feitos alguns estudos por outros investigadores, seria bom ver o

efeito do EGCG proveniente destas fontes na linha celular normal da mama, MCF-10A.
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Relativamente aos estudos in vivo seria muito interessante realizar a terapéutica dos
modelos animais de cancro da mama, pela ingestdo do cha verde Lipton, quando o tumor
atingisse a dimensio de 0,1 cm? para os Balb/C nude e 1 cm? para os RNU, um método que
pode ser mais facilmente replicado em humanos. Outra vertente de estudos in vivo seria a
associacdo de EGCG e farmacos usados na terapia. Desenvolver modelos de cancro da mama
com metastases Osseas e avaliar até onde o EGCG pode auxiliar no combate ao cancro €

outra possibilidade.

Ainda para os estudos in vivo seria bom conseguir acompanhar a sua evolucdo a nivel
metabodlico com o easyPET, mas também ter informag¢do morfologica. Apesar de ter uma
grande sensibilidade, a melhoria da resolucao espacial ndo pode ser muito aumentada, e seria
uma mais valia conseguir associar os dois tipos de imagem (metabodlica e morfolégica),

melhorando e facilitando a interpretacdo dos dados adquiridos.

Pretende também realizar-se a andlise imuno-histoquimica utilizando marcadores
moleculares especificos para avaliacdo da acdo do EGCG em doses fisiolégicas na linha
celular MCF-7, sozinho e associado a farmacos antineoplasicos utilizados na terapia do
cancro da mama. Este estudo permitird acompanhar a evolucao do efeito do EGCG ao longo
da terapéutica, através de diferentes vias de sinalizacdo. Sendo a linha MCF-7 do tipo
Luminal A, um marcador de interesse seria o dos recetores de estrogénio — para tentar
perceber de que modo o EGCG alterard a expressao desses recetores; antigénio CD44
envolvido na proliferacdo, migracio, etc. — que permitiria avaliar o comportamento do tumor
frente a0 EGCG; marcador Ki67 da proliferacdo celular; marcador de genes supressores de
tumores: p53 e p2l; além de marcadores da angiogénese VEGF. Seria algo bastante
interessante acrescentar uma vez que estudos realizados ja verificaram varias vias de
sinaliza¢do, mas com altas doses de EGCG e fazer estes estudos utilizando doses fisioldgicas
permitiria extrapolar, com maior precisdo, os efeitos do EGCG proveniente do consumo

regular do cha verde para o organismo.
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