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RESUMO

Introducao: O Cancer de Mama (CM) posiciona-se atualmente como o cancer mais
comumente diagnosticado e a principal causa de mortalidade por cancer em mulheres.
Acredita-se que o impacto da mortalidade por essa causa seja ainda mais intenso em
paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde os recursos destinados a assisténcia
a saude sao limitados e, consequentemente, deficientes no que se refere as medidas
de prevencgéao e tratamento da doenga. Sabendo que a mortalidade representa um
importante indicador social e de saude, o presente estudo propde-se a tracar o perfil
da mortalidade por CM no Brasil e, considerando a prevengao e o tratamento do CM
como abordagens imprescindiveis a reducdo da mortalidade, a buscar compostos
sintéticos e naturais que possam ser utilizados nessas modalidades. Metodologia:
Para tanto foi realizado um estudo exploratério de série temporal no Atlas de
Mortalidade Online do INCA, considerando a distribuicdo da Taxa de Mortalidade (TM)
por CM de acordo com o sexo e com a faixa etaria durante os periodos de 1987-1996,
1997-2006 e 2007-2016 no Brasil. Consoante ao estudo exploratorio, realizou-se, uma
pesquisa experimental, em que analisou-se a citotoxicidade de 20 compostos
sintéticos, os tiazdis, e um natural, a carvona em linhagens cancerigenas de CM,
MDA-MB-231 e MCF-7. Utilizou-se, para esse fim, a técnica de reducado do MTT e a
marcacao com lodeto de Propideo (IP) e Hoechst (IP). Resultados e discussao: O
CM no Brasil demonstrou uma TM elevada, em comparacao com a de outros paises
do mundo. Por razdes hormonais, o indice foi maior em mulheres em idade
reprodutiva, no entanto, o CM masculino demonstrou um crescimento da mortalidade
maior que o feminino. Estes resultados revelam a inabilidade da politica de saude
brasileira em lidar com o aumento da incidéncia do CM. Quanto a analise
experimental, verificou-se que os compostos sintéticos ndo apresentaram efeito
citotdéxico as linhagens carcinogénicas. Apesar disso, existe uma gama de atividades
bioldgicas a serem investigadas em estudos futuros. Com relagéo a carvona, verificou-
se que esta revelou-se citotéxica, em suas duas formas, as linhagens celulares de
CM, apresentando potencial para desenvolvimento de um novo quimioterapico.
Ademais, em virtude da sua disponibilidade em compostos naturais utilizados na
culinaria nacional, a substancia apresenta ainda potencial de atuacao na prevencao
primaria da doenga. Conclusdes: A TM por CM no Brasil é caracterizada por
apresentar indices elevados, sobretudo em mulheres a partir dos 40 anos. O indice
apresenta, ainda, uma tendéncia progressiva para os proximos anos. Essa situacao
corrobora a necessidade de melhorias no que se refere ao manejo assistencial da
doenca, sobretudo no tratamento e na prevencao. Nesse sentido, um dos compostos
analisados nesse estudo, a carvona, apresentou-se como uma alternativa para ambas
as modalidades.

Palavras-chave: Neoplasias da mama. Mortalidade. Citotoxicidade.



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer (BC) currently stands as the most commonly diagnosed
cancer and the leading cause of cancer mortality in women. It is believed that the
impact of mortality from this cause is even more intense in developing countries, such
as Brazil, where resources for health care are limited and, consequently, deficient in
prevention and treatment measures. Knowing that mortality represents an important
social and health indicator, the present study proposes to outline the mortality profile
by BC in Brazil and, considering the prevention and treatment of BC as essential
approaches to reduce mortality, to seek compounds synthetic and natural materials
that can be used in such modalities. Methods: An exploratory time series study was
carried out in the INCA Online Mortality Atlas, considering the distribution of mortality
by BC according to sex and age group during the periods 1987-1996, 1997-2006 and
2007-2016 in Brazil. Based on the exploratory study, an experimental study was
carried out in which the cytotoxicity of 20 synthetic compounds, thiazois, and a natural,
carvone in breast cancer cell lines, MDA-MB-231 and MCF- 7. To this end, the MTT
reduction technique and the labeling with Propidium lodide (PIl) and Hoechst (HO) were
used. Results and discussion: CM in Brazil showed a high MT compared to other
countries in the world. For hormonal reasons, the rate was higher in women of
reproductive age, however, the male CM showed a higher mortality growth than the
female. These results reveal the inability of the Brazilian health policy to deal with the
increased incidence of CM. As for the experimental analysis, it was verified that the
synthetic compounds did not present a cytotoxic effect to the carcinogenic strains.
Despite this, there is a range of biological activities to be investigated in future studies.
With regard to carvone, it was found that it was cytotoxic, in its two forms, to BC cell
lines, presenting potential for the development of a new chemotherapeutic. In addition,
due to its availability in natural compounds used in national cuisine, the substance still
has potential for action in the primary prevention of the disease. Conclusions: MT by
BC in Brazil is characterized by high indexes, especially in women from 40 years of
age. The index also shows a progressive trend for the coming years. This situation
corroborates the need for improvements in the management of the disease, especially
in the treatment and prevention. In this sense, one of the compounds analyzed in this
study, carvone, was presented as an alternative for both modalities.

Keywords: Breast neoplasms. Mortality. Cytotoxicity.
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1 INTRODUGCAO

O cancer posiciona-se atualmente como uma das principais causas de
mortalidade da atualidade, afetando populacbes de todas as regides e paises
(STEWART; WILD, 2014). No Brasil, estima-se que mais de 200 mil mortes por essa
causa tenham ocorrido em 2015, um valor que corresponde a aproximadamente 20%
dos Obitos totais para esse mesmo ano, qualificando-o como um dos paises com a
maior mortalidade por cancer do mundo (INCA, 2018).

Nesse sentido, o Cancer de Mama (CM) representa o cancer mais comumente
diagnosticado em mulheres e a principal causa de mortalidade por cancer em
mulheres na maior parte do mundo (STEWART; WILD, 2014). No Brasil, entre 2014 e
2017 mais de 135 mil mortes foram registradas em decorréncia do CM, o que
representa 15% de todas as mortes por cancer ocorridas nesse periodo
(FIGUEIREDO et al., 2017).

O aumento da mortalidade por CM nao tem sido um fenémeno exclusivo do
Brasil, mas pertinente a boa parte dos paises do mundo. No entanto, ha uma
dualidade existente entre paises desenvolvidos e aqueles considerados
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento que necessita ser enfatizada; enquanto a
mortalidade por CM apresenta indices decrescentes ao longo dos anos nos paises
europeus e norte-americanos, 0s paises latino-americanos e africanos demonstram o
crescimento exacerbado dessas taxas, dispondo uma tendéncia progressiva ao longo
dos anos (CARIOLI et al., 2017).

Esse cenéario decorre da implementacdo de melhorias em estratégias de
prevengao secundaria — que inclui a oferta de métodos de diagnédstico — e tratamento
do CM que tém ocorrido nos paises desenvolvidos em consonancia com o aumento
da incidéncia da doengca, mas que nao podem ser observados nos paises em
desenvolvimento e subdesenvolvidos (TORRE et al., 2015).

Desse modo, pode-se inferir que a Taxa de Mortalidade (TM) representa um
importante indicador da qualidade da assisténcia, necessitando da realizagcdo de
levantamentos frequentes, possibilitando a caracterizagdo do comportamento desse
indice ao longo dos anos e, consequentemente, apontando as lacunas e direcionado
as melhorias no tocante a atencao a pessoa com CM (LI; WANG, 2015).

Ademais, considerando o a elevagao da incidéncia do CM e a necessidade de
atender as especificidades da populacdo afetada, a relevancia da existéncia de
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multiplas formas de tratamento do CM para a reducao desse indice torna-se explicita,
sobretudo em paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde o investimento nessa
area é ainda mais requerido (ROCHA-BRISCHILIARI et al., 2017).

Nesse sentido, estudos foram realizados com substancias sintéticas e naturais,
os tiazdis' e a carvona? respectivamente, caracterizando suas propriedades
anticancerigenas (JAIN et al., 2018; PATEL; THAKKAR, 2014). Importa ressaltar que
muitos tiazois ainda apresentam seu potencial anticAncer desconhecido, assim como
a carvona, que possui essa atividade reconhecida apenas com o isémero (S)-(+), o
que revela a necessidade de realizagdo de novas pesquisas que busquem analisar a
atividade dessas substéncias ainda né&o triadas.

Considerando essas informagdes, o presente estudo se propbe a realizar 2
grandes objetivos, sendo o primeiro analisar o perfil da mortalidade por CM no Brasil
entre 1987 e 2016 e o0 segundo, avaliar a atividade de compostos sintéticos, os tiazdis,

e naturais, a carvona, no tratamento do CM.

1 Compostos heterociclicos caracterizados pela variedade estrutural e por apresentarem uma gama de
atividades biolégicas, tais como, anticancer, antibacteriana, antiparasitaria, antirretroviral,
antidepressiva e anti-inflamatéria.

2 Composto organico pertencente ao grupo dos monoterpenos, encontrado sob a forma de 2 isbmeros
em 0leos essenciais da hortela-verde, cominho e endro.
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2 METODO

2.1 PERFIL DA MORTALIDADE POR CANCER DE MAMA NO BRASIL

Para tender ao primeiro objetivo da pesquisa, realizou-se um estudo
documental retrospectivo com abordagem quantitativa, acerca dos 6bitos por CM
registrados no Atlas de Mortalidade Online do Instituto Nacional de Céancer (INCA).
Foram consideradas as mortes ocorridas no Brasil entre 1987 e 2016, em mulheres
e/ou homens, com idade entre 0 e mais de 99 anos.

Optou-se por avaliar o comportamento da TM por CM entre 1987 e 2016 por
este periodo permitir a analise ao longo de 3 décadas, além de fornecer um panorama
recente acerca do comportamento desse indice no pais. Ainda, optou-se por avaliar a
TM por CM em ambos os sexos, considerando o aumento da incidéncia e da
mortalidade da doencga tanto em homens como em mulheres. Por fim, optou-se por
analisar uma faixa etaria abrangente tendo em vista a idade como fator determinante
reconhecido para o desenvolvimento da doencga.

Inicialmente, analisou-se a TM por CM, ajustada para 100.000 homens e
mulheres, com idade entre 0 e 99 anos e, entre 1987 e 2016, considerando o ajuste
para a populagdo do ano de 2000. Posteriormente, os dados foram analisados
considerando a TM por CM ajustada para 100.000 homens ou mulheres, com idade
entre 0 e mais de 99 anos, entre 1987 a 1996, 1997 a 2006 e 2007 a 2016,
considerando o ajuste para a populacdo dos anos de 1991, 2000 e 2010,
respectivamente. Com base nos dados provenientes dessa etapa, calculou-se a
progressao da mortalidade por CM de 2017 a 2107.

Por fim, realizou-se o levantamento da mortalidade por CM, ajustada para
100.000 homens e mulheres, considerando os intervalos de idade 0 a4,5a 9, 10 a
14,15a 19, 20 a 29, 30 a 39, 40 a 49, 50 a 59, 60 a 69, 70 a 79 e 80 ou mais anos,
entre 1987 e 1996, 1997 e 2006 e 2007 e 2016, considerando o ajuste para a
populacao dos anos de 1991, 2000 e 2010, respectivamente.

Os dados coletados no Atlas de Mortalidade Online do INCA foram, entéo,
analisados no Software Prism GraphPad, versdo 5,00, gerando graficos e
possibilitando a analise. Para esta etapa nao foram utilizados métodos estatisticos
especificos, considerando a forma de analise descritiva.
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2.2 ANALISE DO EFEITO ANTICANCER DOS TIAZOIS E DA CARVONA

Para determinar o efeito anticancer das substancias propostas, atendendo ao
segundo objetivo da pesquisa, fez-se necessaria a realizacdo de um estudo
experimental, com abordagem quanti-qualitativa; este, por sua vez, desenvolveu-se
no periodo de janeiro a fevereiro de 2019, no Laboratério de Biotecnologia Celular e
Molecular do Centro de Ciéncias de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), coordenado pelo Professor Dr. Demetrius Antonio Machado de Araujo.

Os 20 tiazobis testados foram sintetizados e cedidos pelo Professor Dr. Juliano
Rufino, da Unidade Académica de Quimica, do Centro de Educagdo e Saude da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). Os 2 isbmeros da carvona, por
sua vez, foram obtidos da Sigma Aldrich.

Todas as substancias, sintéticas e naturais, foram solubilizadas em
Dimetilsulfoxido (DMSOQO), formando solugdes estoques que, por sua vez, foram
diluidas em meio de cultura, gerando as diferentes concentracdes a serem testadas.

Para a realizacdo dos ensaios, testou-se as substancias em linhagens
cancerigenas de mama, MDA-MB-231 e MCF-7, ambas obtidas do Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ). Estas foram cultivadas em frascos estéreis de 25 e 75 cm?,
em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (MDA-MB-231) e Roswell Park
Memorial Intitute Medium (RPMI) (MFC-7), acrescidos de Soro Bovino Fetal (SBF)
(10%) e antibiéticos, Penicilina (100 U/mL) e Estreptomicina (100 pg/mL). Ademais,
as linhagens foram mantidas em estufa, a uma atmosfera Umida a temperatura de 37°
C e pressao de CO2de 5%.

Ressalta-se que as linhagens utilizadas foram monitoradas diariamente através
da microscopia Optica invertida e tiveram seus meios de cultura trocados a cada 48
horas ou quando obtinham uma confluéncia de 90 a 100 %. Ademais, todo o
procedimento de cultura foi realizado em capela de fluxo laminar, assegurando a
esterilidade.

Antes da realizagao dos experimentos propriamente ditos, as células tiveram,
ainda, sua viabilidade celular avaliada através do método de exclusao por azul de
tripan, que baseia-se no fato de células vivas possuirem a membrana celular integra
nao permitindo que determinados corantes, como o0 azul de tripan, adentrem o meio
intracelular. O contrario acontece com as células inviaveis, que, em virtude do

rompimento de sua integralidade, permitem o influxo de azul de tripan, sendo
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caracterizadas pela obtengédo da coloracdo azul a microscopia optica (STROBER,
2015).

Sendo assim, ap6s constatada a obtencdo de uma viabilidade igual ou superior
a 90% pelas linhagens de CM, estas foram cultivadas em placas de 96 pocos em uma
densidade de 3 x 10% células/poco e tratadas durante 72 horas com os tiazéis e com
a carvona em diferentes concentragdes, para a realizagdo do protocolo experimental
de redugéo do brometo de 3-(4,5-dimetiLtiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium) (MTT), que
quantifica o potencial de uma determinada substancia de reduzir a viabilidade celular
(DANTAS, 2018; SIMOES, 2017; MORAES JUNIOR 2017; COULIDIATI, 2014;
DANTAS, 2014).

Apés determinar as substancias que apresentaram esse potencial, as linhagens
celulares de CM foram tratadas com as substancias que demonstraram essa
capacidade e com a Doxorrubicina, sendo submetidas a um outro protocolo
experimental, a marcacao com lodeto de Propidio (IP) e Hoechst (HO), que, por sua
vez, permite a observacao de algumas caracteristicas de morte celular (DANTAS,
2018; SIMOES, 2017; MORAES JUNIOR 2017; COULIDIATI, 2014; DANTAS, 2014).

Para tanto, as linhagens celulares com uma viabilidade celular igual ou superior
a 90% foram cultivadas em placas de 6 pogos, em uma concentragdo de 3 x 104
células/pogco e, posteriormente, tratadas durante 24 horas as substancias que
apresentaram o potencial de reducao da viabilidade celular.

As tabelas abaixo demonstram os reagentes e solugdes (Tabela 1) e
equipamentos (Tabela 2) utilizados para execuc¢ao dos protocolos experimentais
realizados nesse estudo.

Tabela 1 — Reagentes utilizados para execugao dos protocolos experimentais da
pesquisa.

EQUIPAMENTO FABRICANTE
Azul de tripan SIGMA
DMSO VETEC
Estreptomicina CULTILAB

HO -

IP SIGMA

MTT AMRESCO
SDS SIGMA
Penicilina SIGMA

SBF CULTILAB




18

Tabela 2 — Equipamentos utilizados para execugao dos protocolos experimentais da
pesquisa.

EQUIPAMENTO FABRICANTE
Agitador de placas IKA

Autoclave PHOENIX LUFERICO
Balanca analitica CELTAC
Banho maria NOVA ETICA
Centrifuga refrigerada HERMLE
Destilador CRISTOFOLI
Estufa de CO ULTRASAFE
Estufa de secagem DE LEO

Fluxo laminar PACHANE
Freezer - 86° C INDREL

Leitor de microplacas BIOTEK
pHmetro LABMETER
Vortex VERTEX
Ultrapurificador SCHOLAR-UV

2.2.1 Ensaio colorimétrico de reducao do MTT

A técnica de redugédo do MTT tem sido amplamente explorada nas pesquisas
relacionadas ao cancer de modo geral. Sua abordagem possibilita a avaliacao
concomitante da viabilidade, citotoxicidade e proliferacao celular. Ela surgiu do fato de
que células vivas possuem a capacidade de catalisar reagdes, produzindo produtos
mensuraveis através da colorimetria (CHAN et al., 2013).

A reducao do sal MTT ocorre principalmente nas mitocéndrias de células vivas
a partir da atividade de desidrogenases mitocondriais, sobretudo a succinato
desidrogenase, que reduz o sal de tetrazdlio, uma substancia soluvel e de cor amarela,
a cristais de formazan, insoluveis e de coloragdo purpura. A intensidade da cor
mensurada é proporcional a atividade da enzima e, assim, a viabilidade celular (CHAN
et al., 2013).

O ensaio de reducao de MTT foi realizado em placas de 96 pocos, em que as
células viaveis foram cultivadas e incubadas em uma densidade de células por poco
de 3 x 10 Passado o periodo de adesdo (24 horas), essas mesmas células foram
tratadas com os tiazdis e com a carvona em diferentes concentracdes, sendo entao
alocados em uma incubadora, a uma temperatura de 37° C e pressdo de CO2de 5%

durante 72 horas.
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Apés o tratamento, as células foram centrifugadas e, entédo, tiveram parte do
seu sobrenadante removido. Assim, adicionou-se aos pog¢os contendo as células o
MTT em uma concentracao de 5 mg/ml. Passadas 4 horas — tempo necessario para
que haja a metabolizagdo do MTT em azul de formazam - foi adicionado as placas a
solugdo de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) que rompe a membrana plasmatica e
dissolve os cristais de formazan.

Por fim, as placas foram alocadas no agitador de placas durante o periodo
overnight e foram analisadas através do espectrofotdmetro do tipo ELISA, com filtro
de 570 nm. Os numeros em absorbancia, demonstrados por esse aparelho, foram
transferidos para o Software GraphPad Prism, versao 5.0, o que permitiu a conversao
desses dados em viabilidade celular. Através do programa estatistico, calculou-se,
ainda, a Concentracao Inibitéria Média (Clso), a partir da curva de regressao nao linear.

A analise estatistica foi realizada mediante 3 experimentos independentes, sob
o teste one-way ANOVA, seguido do poés-teste Bonferroni, sendo considerados

significativos valores de p < 0,05 em relagdo ao controle.
2.2.2 Ensaio de marcagao com lodeto de Propideo e Hoechst

A marcagdo com IP constitui um dos principais ensaios para avaliacao do
processo de morte celular. O IP atua como um fluoréforo que se liga ao material
genético celular quando a membrana plasméatica se encontra rompida, fornecendo um
indicativo de diferentes tipos de morte celular (CROWLEY et al., 2016; PIETKIEWICZ;
SCHIMIDT; LAVRIK, 2015).

O HO, assim como o IP, é ligado ao material genético, sem que seja necessario,
no entanto, a degradacao da membrana celular. O ensaio permite, ainda a observacao
da conformacdo nuclear. Dessa forma, um (Acido Desoxirribonucleico) DNA
condensado caracteriza a morte celular por apoptose, enquanto o material genético
nao condensado, fornece um indicativo de necrose (CROWLEY, 2016).

Desse modo, as células de CM com uma viabilidade igual ou superior a 90%,
foram semeadas em placas de 6 pocos em uma densidade de 3 x 10 células/poco e,
apds o periodo de adesao (24 horas), passaram pelo tratamento com os tiazéis, a
carvona e a Doxorrubicina — um farmaco utilizado como controle — durante o periodo
de 24 horas. Seguidamente, as células foram lavadas com PBS e centrifugadas e,
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entdo, ressuspendidas com IP ou HO, passando por um periodo de incubagao no
escuro de 30 minutos.

O protocolo experimental de avaliagcao do processo de morte celular findou-se
com a analise através da microscopia eletronica de fluorescéncia. Essa analise foi

meramente qualitativa, dispensando a utilizagdo de métodos estatisticos
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 MORTALIDADE POR CM NO BRASIL

3.1.1 Mortalidade por cancer de mama independente do sexo e da faixa etaria. Brasil,
1987 a 2016

Os dados provenientes desta etapa consideraram a TM por CM no Brasil
ajustada pela populagao brasileira de 2010, por 100.000, independente do sexo e da
faixa etaria, entre 1987 e 2016. A partir dela, constatou-se que, em 1987 a TM por CM
no Brasil foi de 3,89. Em 2016, esse coeficiente passou a adotar o valor de 7,48,
demonstrando que a TM por CM aumentou 1,92 vezes ao longo dos 30 anos
analisados (Figura 1).

Como caracteristico de um pais em desenvolvimento, o Brasil tem passado a
adotar estilos de vida que se constituem como predisponentes ao desenvolvimento do
CM, como o sedentarismo, a obesidade e o0 uso da contracepcao oral e da terapia de
reposicdo hormonal p6s menopausa; consoante a isso, a adocao de fatores de
protecdo, como a paridade e a amamentacao, tem se tornado cada vez mais restrita
(TORRE et al., 2015; CHLEBOWSKI et al., 2013).

Esse cenario tem acarretado o aumento da incidéncia do CM, e,
consequentemente, a demanda de recursos destinados a essa area; no entanto, o
financiamento atual da politica a pessoa com CM no Brasil ndo atende a essa
necessidade e ndo considera as especificidades populacionais — como 0 acesso
limitado aos servigos de referéncia no diagnostico e tratamento da doenca por boa
parte da populacao brasileira — 0 que compromete a obtencao da cura e, por sua vez,
tem reflexo na elevagédo da mortalidade por essa causa, como corroborado pelos
resultados deste estudo (INCA, 2014).

Ademais, nos paises pertencentes a Unido Europeia — aos quais correspondem
os maiores indices de mortalidade por CM, com valores variantes entre 11 e 20 por
100.000 mulheres — a mortalidade por CM tem sido reduzida em virtude da ocorréncia
de melhorias no diagnéstico e tratamento da doenca, o que reitera a
imprescindibilidade da qualidade da assisténcia para a redugéo desse indice e revela
a necessidade de se rever o manejo assistencial da pessoa com CM no Brasil
(CARIOLI et al, 2017).
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Figura 1 — Taxa de mortalidade por cancer de mama no Brasil ajustada pela
populacao brasileira de 2010, por 100.000, independente do sexo e da faixa etaria,
entre 1987 e 2016.

[$)] (o) ~ o
1 1 1 )

Taxa de mortalidade
N

]

(¢

Fonte: Autoria propria. Adaptado do Atlas Online de Mortalidade por Cancer,
Copyright© 2001-2016. INCA. MS.

3.1.2 Mortalidade por cancer de mama segundo o sexo e independente da faixa etaria.
Brasil, 1987 a 1996, 1997 a 2006 e 2007 a 2016

Observando a distribuicdo da TM por CM segundo o sexo, verificou-se que, ao
considerar o sexo feminino e o ajuste populacional para 100.000 mulheres, o
coeficiente de mortalidade foi, entre 1987 e 1996, de 7,81; entre 1997 e 2006, de 9,60;
e, entre 2007 e 2016, de 12,75. Ou seja, houve um aumento de 1,22 vezes entre 0
primeiro e o segundo periodo; 1,32 vezes entre 0 segundo e o terceiro periodo; e 1,63
vezes entre o primeiro e o terceiro periodo analisados (Figura 2).

Com relagdo ao sexo masculino, a TM de mortalidade por CM ajustada para
100.000 homens foi de 0,06 entre 1987 e 1996; 0,10 entre 1997 e 2006; e 0,18 entre
2007 e 2016. Isso implica em um aumento de 1,66 vezes entre o0 primeiro e 0 segundo
periodo; 1,80 vezes entre o segundo e o terceiro periodo; e 3 vezes entre o primeiro
e o terceiro periodo analisados (Figura 2).

Como j& observado no item anterior, 0 aumento progressivo da mortalidade por
CM no Brasil € um reflexo da elevagcao da incidéncia da doenca, associada a
existéncia de lacunas na assisténcia a pessoa com CM no Brasil (TORRE et al., 2015;
CHLEBOWSKI et al., 2013). Isso justifica a progressao desse indice sobretudo no
sexo feminino, no entanto, no sexo masculino esse aumento ocorre de modo mais
expressivo, fomentando a ideia da existéncia de especificidades inerentes a esse

grupo que necessitam serem discutidas de modo a justificar esse cenario.
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Nesse sentido, o principal fator a ser discutido envolve 0 modelo hegembnico
de masculinidade que tem influéncia direta na busca tardia dos servigos de saude
pelos homens e que, por sua vez, relaciona-se com diagnéstico do CM quando este
encontra-se em estagios avancados, diminuindo significativamente as chances de
sobrevida a doenca e aumentando a mortalidade por essa causa (CONNEL;
MESSERSCHMIDT, 2013).

Ademais, 0 manejo assistencial da doenca € pouco especifico para a populagao
masculina, o que culmina na progressao da mortalidade mais que no sexo feminino,
em que, apesar dos obstaculos assistenciais, as linhas de cuidados sdo bem
estabelecidas (ANDERSON et al., 2010; GIORDANO et al., 2004; GOSS et al., 1999).

Figura 2 — Taxa de mortalidade por cancer de mama no Brasil ajustada pela
populacgéao brasileira de 1991, 2000 ou 2010, por 100.000, segundo sexo e por periodo
selecionado.
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Fonte: Autoria propria. Adaptado do Atlas Online de Mortalidade por Céncer,
Copyright© 2001-2016. INCA. MS.

3.1.3 Progressao da mortalidade por cancer de mama segundo 0 sexo e por periodo

selecionado. Brasil, 2017 a 2107

Ao estimar a progressao da mortalidade por CM até 2107 considerando os
valores elencados no item anterior, percebe-se que, se o contexto assistencial do CM
no Brasil permanecer o mesmo, em 2107 a mortalidade por essa doenca estara em
torno dos 135,16 por 100.000 mulheres e 26,90 por 100.000 homens. Isso caracteriza
um aumento de 10,60 vezes no sexo feminino e 149,44 vezes no sexo masculino
(Figura 3).

O cenario acima descrito sintetiza as informac¢des abordadas nos dois ultimos

itens; isto é, reitera a necessidade de se intervir com melhorias na assisténcia a
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pessoa com CM no Brasil, ao passo que revela a caréncia do publico masculino de
ser visto nesse ambito assistencial.

Nesse sentido, a sensibilizacdo da populacao por meio da educacao em saude,
com énfase no publico masculino, mostra-se como uma importante ferramenta para a

reducgéo do indice de mortalidade e 0 ndo cumprimento dessa estimativa.

Figura 3 — Progresséo da taxa de mortalidade por cancer de mama no Brasil em 90
anos, segundo 0 sexo e por periodo selecionado.
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Fonte: Autoria propria. Adaptado do Atlas Online de Mortalidade por Cancer,
Copyright© 2001-2016. INCA. MS.

3.1.4 Mortalidade por cancer de mama segundo a faixa etaria e o sexo. Brasil, 1987 a
1996, 1997 a 2006 e 2007 a 2016

Ao considerar a TM por CM ajustada para 100.000 habitantes, em ambos os
sexos e observando a faixa etéria, observou-se que a mortalidade por CM no Brasil
tem registros a partir dos 10 anos no sexo feminino e dos 30 anos no sexo masculino;
no entanto, a partir dos 30 e 40 anos, os indices relativos a mortalidade tornam-se
mais expressivos, respectivamente, nos homens e nas mulheres.

No sexo feminino, entre os 30 e 39 anos — idade em que os indices comegam
a intensificar-se — a mortalidade foi de aproximadamente 5,21 por 100.000 mulheres
e, a partir dos 80 anos, de 88,56 por 100.000 mulheres (Figura 4 A). Com 0 sexo
masculino, por sua vez, entre os 40 e 49 anos, a mortalidade foi de aproximadamente
0,20 por 100.000 homens e, a partir dos 80 anos, de 1,84 por 100.000 homens (Figura
4 B). Dessa forma, verifica-se que ha uma relagdo de proporcionalidade entre o
aumento da idade e mortalidade que independe do sexo.

Acredita-se que esses resultados estejam associados a relagdo de

proporcionalidade existente entre o nimero de anos vividos e a maior exposi¢cao a
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fatores de risco extrinsecos. Além disso, sabe-se que o envelhecimento representa
uma condigao que fragiliza o organismo, tornando as chances de sobrevida a doenga
limitadas, a depender do tipo do tumor (INCA, 2014).

Figura 4 — Distribuicdo da TM por CM no Brasil segundo a faixa etaria no sexo
feminino (A) e no sexo masculino (B) ao longo dos periodos de 1987 a 1996, 1997 a
2006 e 2007 a 2016.
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Fonte: Autoria propria. Adaptado do Atlas Online de Mortalidade por Cancer,
Copyright© 2001-2016. INCA. MS.

3.2 ANALISE DO EFEITO ANTICANCER DOS TIAZOIS E DA CARVONA

Os resultados deste estudo revelam que, independente do sexo e da faixa
etaria, a mortalidade por CM no Brasil tem adotado um perfil crescente ao longo dos
anos. Ao relacionar essa informacao ao fato de que a reducao da mortalidade por CM
em paises desenvolvidos economicamente tem sido atribuida a maior acessibilidade
da populacdo a deteccao precoce a ao tratamento da doenca, entende-se que a
politica assistencial a pessoa com CM no Brasil encontra-se fragilizada, carecendo de
melhorias (RAHIMZADEH et al., 2014).

Importa ressaltar que, nesse sentido, 0 avango no rastreio e no tratamento do
CM é imprescindivel a reducao da mortalidade por essa causa. Considerando esse
fator, retoma-se o segundo objetivo da pesquisa, realizando-se, para tanto a triagem
preliminar de 21 moléculas — sendo 20 derivados do tiazol e os 2 isdbmeros da carvona

— ainda nao testadas visando determinar seus respectivos efeitos anticancer.

3.2.1 Avaliacao da viabilidade celular
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Para determinar o efeito dos tiaz6is e da carvona na reducdo do metabolismo
e, consequentemente, da viabilidade celular, utilizou-se o ensaio de redugdo do MTT
— sendo os dados expressos como valor de Clso. Assim, verificou-se que nenhum dos
20 tiazdis estudados apresentou citotoxicidade as linhagens de CM, MDA-MB-231 e
MCF-7, uma vez que a Clso obtida pelas moléculas foi maior que 200 uM para ambas
as linhagens (Tabela 1).

A carvona, por outro lado, reduziu a viabilidade das linhagens estudadas,
fornecendo um indicativo de citotoxicidade. A Clso da MDA-MB-231 foi de 2,76 mM
pela (S)-(+) carvona e 2,083 mM, pela (R)-(-) carvona); da MCF-7, por sua vez, foi de
3,18 mM pela (S)-(+) carvona) e 2,18 mM pela (R)-(-) carvona) (Tabela 1). Ademais,
foi observado que em ambas as linhagens estudadas a reducéo da viabilidade celular
pela carvona ocorreu em funcdo do aumento da concentracao, o que caracteriza uma
acao dependente da concentracao (Figura 5).

Ao comparar esses resultados com os de outros estudos, constatou-se que os
tiazdis aqui analisados revelam potencial de apresentarem outros efeitos além do
antitumoral, tendo em vista as diversas atividades bioldgicas que cabem a esse grupo,
sendo a antiparasitaria, antibacteriana, antifungica, e antirretroviral as mais
destacadas (GOMES et al., 2016; REDDY et al., 2016; XU et al., 2016). Ademais,
sugere-se que as substancias testadas ndo sejam tdxicas ao organismo humano,
tendo em vista sua baixa citotoxicidade as linhagens celulares analisadas neste
estudo.

Importa ressaltar que as linhagens MDA-MB-231 e MCF-7, sao,
respectivamente, sensiveis e resistentes a terapia hormonal, o que significa dizer que,
apesar dos produtos sintéticos ndo obterem o efeito esperado, os produtos naturais
analisados neste estudo demonstraram-se promissores ao desenvolvimento de uma
nova terapia quimica contra o CM, tendo em vista que as linhagens celulares
estudadas representam tanto tipos de CM com melhores prognéstico como os de pior
(TORRE et al, 2015).

Acerca da bioatividade anticancerigena da carvona, alguns estudos revelaram
0 potencial citotéxico de compostos dos quais a carvona faz parte em linhagens
celulares cancerigenas, o que corrobora os resultados desse estudo (MOLLAZADEH;
AFSHARI; HOSSEINZADEH, 2017; MO et al., 2019; SHAROPOQOV et al., 2018).

Um outro estudo trouxe, no entanto, de forma especifica, a atividade citotoxica
da carvona (R)-(-) em linhagens de MDA-MB-231 e MCF-7, reafirmando os resultados
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do presente estudo. Esse estudo revelou, ainda, a nao citotoxicidade da (R)-(-)
carvona em linhagens humanas ndo cancerigenas; assim, apesar da necessidade de
realizacdo de estudos posteriores, acredita-se que, ao considerar a similaridade
destes isdbmeros, a (S)-(+) carvona apresente a mesma caracteristica (PATEL;
THAKKAR, 2014). Ressalta-se o ineditismo desta pesquisa, tendo em vista que os
resultados aqui discutidos trazem um resultado ndo discutido na literatura.

Tabela 3 — Clso £ Erro Padrdo da Média (EPM) das linhagens celulares MDA-MB-231
e MCF-7 ap6s 72 horas de tratamento com os 20 compostos derivados do nucleo
tiazol e com a (+) carvona e (-) carvona.

MDA-MB-231 MCF-7
CS-01 > 200 uM > 200 uM
CS-02 > 200 uM > 200 uM
CS-03 > 200 uM > 200 uM
CS-04 > 200 uM > 200 uM
CS-05 > 200 uM > 200 uM
CS-06 > 200 uM > 200 uM
CS-09 > 200 uM > 200 uM
CS-10 > 200 uM > 200 uM
CS-11 > 200 uM > 200 uM
CS-12 > 200 uM > 200 uM
CS-13 > 200 uM > 200 uM
CS-15 > 200 uM > 200 uM
CS-16 > 200 uM > 200 uM
CS-17 > 200 uM > 200 uM
CS-18 > 200 uM > 200 uM
CS-19 > 200 uM > 200 uM
CS-20 > 200 uM > 200 uM
CS-21 > 200 uM > 200 uM
CS-23 > 200 uM > 200 uM
CSJ-K > 200 uM > 200 uM
(+) carvona 2,76 £ 3,99 mM 3,18+ 1,08 mM
(-) carvona 2,03 +255mM 2,18 + mM

*Dados obtidos de 3 experimentos independentes, realizados em triplicata.
Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 5 — Avaliagédo do efeito citotoxico da (+) carvona em MDA-MB-231 (A) e MCF-
7 (B) e da (-) carvona em MDA-MB-231 (C) e MCF-7 (D), durante o periodo de 72

horas através do ensaio de reducdo do MTT
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Como ja mencionado, o ensaio de MTT estima o comprometimento do

metabolismo celular; no entanto, a citotoxicidade ndo é totalmente esclarecida por

essa tecnica. Sendo assim, com a finalidade de confirmar a morte das linhagens

cancerigenas, a carvona, que apresentou um potencial de citotoxicidade, foi

submetida ao ensaio de marcagdo com Hoechst (HO) e lodeto de Propideo (IP).

Como esperado, todas as células foram marcadas com o HO, tendo em vista

que o fluoréforo consiste em um marcador nuclear, que atravessa a membrana celular

independente dela estar rompida, ou seja, independente da viabilidade celular

(CROWLEY et al., 2016). Acerca da morfologia nuclear, verificou-se que os nucleos

de varias células demonstraram um contorno fragmentado e material genético
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condensado, caracteristicas pertinentes a morte celular por apoptose (Figura 6 e
Figura 7) (CROWLEY et al., 2016).

Com relacgéo ao IP, verificou-se que a maioria das células foi marcada por esse
fluoréforo. Essa marcacao sé é possivel em condicdes que promovem o rompimento
da membrana celular, o que permite a ligacao do IP com o material genético e confirma
a morte das células e, consequentemente, a citoxicidade da carvona (Figura 6 e Figura
7) (CROWLEY et al, 2016).

Além disso, os resultados demonstram que, independente da linhagem, ambos
os isémeros da carvona obtiveram uma marcacao celular por HO e IP equiparavel ao
da Doxorrubicina, um quimioterapico ja usado na clinica para o tratamento do CM
(Figura 6 e Figura 7).

Os resultados obtidos no presente estudo convergem com as informacdes de
outros, realizados com nos quais o processo de morte por apoptose foi sugerido em
compostos dos quais a carvona faz parte e na (R)-(-)-carvona de forma especifica
(PATEL; THAKKAR, 2014; MOLLAZADEH; AFSHARI; HOSSEINZADEH, 2017; MO
et al., 2019; SHAROPOQV et al., 2018).

Ademais, sabe-se que a carvona constitui um dos componentes encontrados
nos Oleos essenciais de cominho (Carum carvi) e hortela (Mentha spicata) e — sendo
a (+) carvona presente nesse primeiro e a (-) carvona no segundo —, ambas as
especiarias corriqueiras nas preparacoes culinarias brasileiras (GONCALVES et al.,
2010; LAMBERT; COMPTON; CRAWFORD, 2012; SOUZA et al., 2013). Ao agregar
esses resultados a essa informagao surge a sugestdo de que a carvona tenha em sua

composicao as caracteristicas necessarias a prevencgao primaria da doencga.
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Figura 6 — Resultados da marcacao com Hoechst e IP em células MDA-MB-231 nao
tratadas (CTL) e apds 24 horas de tratamento com a (S)-(+) carvona ((+) C), (R)-(-)
carvona ((-) C) e Doxorrubicina (DOXO).

Fonte: dados da pesquisa
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Figura 7 — Resultados da marcacado com Hoechst e IP em células MDA-MB-231 néo
tratadas (CTL) e apds 24 horas de tratamento com (S)-(+) carvona ((+) C), (R)-(-)
carvona ((-) C) e Doxorrubicina (DOXO).

CTL 2

Fonte: dados da pesquisa.
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4 CONCLUSOES

Com relacédo ao perfil da mortalidade por CM no Brasil entre 1987 e 2016,
constatou-se que o indicador apresentou um comportamento crescente ao longo do
periodo analisado em ambos os sexos. Considerando a especificacdo por sexo,
verificou-se que ao sexo feminino corresponderam os valores mais elevados, no
entanto, no sexo masculino o aumento foi mais expressivo. Acerca da especificacao
por faixa etaria, observou-se que, os valores aumentam em conformidade com o sexo,
especialmente a partir dos 30 anos para as mulheres e 40 anos para os homens.

Dessa forma, os resultados mostram-se inéditos ao comparar a progressao da
TM por CM no sexo feminino com a do sexo masculino, revelando que, apesar dos
valores baixos, nos homens 0 aumento ocorre com uma progressao maior que nas
mulheres, deixando explicita a necessidade de implementagéo de politicas voltadas
também a esse publico, sobretudo na forma de educagao em saude, de modo a intervir
na mudanc¢a do modelo hegeménico de masculinidade.

Por fim, os resultados revelam a fragilidade assistencial em que se encontra a
pessoa com CM no Brasil, evidenciando a necessidade de implementacdo de
melhorias no ambito da politica de atencédo a pessoa com CM, sobretudo no que se
refere ao investimento em estratégias que proporcionem o diagnédstico precoce e o
tratamento em tempo habil.

Com relacao a porgcao experimental da pesquisa, constatou-se que os tiazbis
analisados nao apresentaram o potencial de citotoxicidade esperado nas linhagens
celulares de CM. A carvona, por outro lado, reduziu a viabilidade celular dessas
linhagens, demonstrando esse potencilal.

Desse modo, a partir dos resultados dessa pesquisa pode-se inferir que 0s
tiazdis analisados apresentam outras atividades biolégicas a serem buscadas — como
a antibidtica, antifungica e antiparasitaria — sobretudo ao considerar sua versatilidade
estrutural e seu baixo potencial citotoxico em linhagens humanas, mesmo estas sendo
cancerigenas.

Ademais, de forma inédita, demonstrou-se a citotoxicidade da carvona em
linhagens cancerigenas em ambos os isémeros, sugerindo, ainda, a que esse
composto possa ser Util na prevencao primaria do CM. Assim, espera-se que em
estudos futuros haja a elucidagcdo as vias moleculares que caracterizam essa
atividade.
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