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REVISAO SISTEMATICA
Leonardo Moreira Damasceno
Lettizia Wessler Cubas
Marcelo Moreno

RESUMO

O céncer esta entre as principais causas de mortalidade no mundo, com aproximadamente 18
milhdes de novos casos e 9,6 milhdes de mortes s6 em 2018. E a neoplasia maligna mais
incidente em mulheres no mundo, e a segunda mais diagnosticada na populacdo geral, atras
apenas do cancer de pulméo. O cancer de mama metastatico, até 0 momento nao possui cura,
sendo responsavel pela grande maioria das mortes causadas por essa doenca. Diferentes
pesquisas, em fase pré-clinica e com componentes naturais para o controle da multiplicagéo de
células do cancer de mama, tém sido publicadas nos ultimos anos. Dentre componentes naturais
estudados, se destaca a curcumina - um polifenol com importantes atividades bioldgicas no
cancer. Uma das metodologias mais utilizadas, para estudar efeitos antitumorais de substancias,
sdo as culturas de células. Sendo que a linhagem celular MDA-MB-231 representa 0 melhor
modelo por apresentar um fendtipo agressivo de cancer de mama metastatico. Assim, no
presente trabalho se propds revisar a acdo e os efeitos da curcumina, e derivados, sobre a
linhagem celular MDA-MB-231. Para isso, foram analisados artigos cientificos das bases de
dados PubMed, LILACS, BVS e Scielo, sem delimitacdo de tempo de publicacdo. Foram
incluidos trabalhos que possuiam os descritores ((cdncer de mama or breast cancer) and
(metastase or neoplasm metastasis)) and (curcumina or curcumine) e que atendiam o objetivo
proposto por essa pesquisa. As evidéncias demonstram que a metodologia mais utilizada para
avaliar a viabilidade da linhagem celular foi o ensaio de MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-
2-il-2,5-difeniltetrazolio). A diluicdo que mais prevalece na literatura € a curcumina purificada
da curcuma com pureza superior a 95%, e o tratamento mais utilizado para avaliar os efeitos
sobre a linhagem celular ¢ na concentragdo de 20uM. As evidéncias confirmam os efeitos

antiproliferativos, pré-apoptdticos, anti-metastaticos e anti-inflamatérios da curcumina.

Palavras-chave: Cancer de mama. Curcumina. Metastases. Técnicas de Cultura de Células.

Sobrevivéncia Celular.



ABSTRACT
Cancer is one of the leading causes of mortality in the world, with approximately 18 million
new cases and 9.6 million deaths in 2018. It is the most common malignant tumor in women in
the world, and the second most diagnosed in the general population, second only to lung cancer.
Metastatic breast cancer, so far, has no cure, accounting for the vast majority of deaths caused
by this disease. Different research on natural components to control the multiplication of breast
cancer cells have been published in recent years, including curcumin - a polyphenol with
important biological activities in cancer. Cell cultures are one of the approaches used to study
antitumor effects of substances, especially the MDA-MB-231 cell line, which represents an
aggressive phenotype of metastatic breast cancer. Thus, the present work sought to review the
action and effects of curcumin, and derivatives, on the MDA-MB-231 cell line. For this,
scientific articles from PubMed, LILACS, BVS and Scielo databases were analyzed, without
limitation of year. Studies that had the descriptors (cancer de mama or breast cancer) and
(metéastase or neoplasm metastasis) and (curcumina or curcumin) and that met the objective
proposed by this research were included. Evidence demonstrates that the most used
methodology to assess cell line viability was the MTT assay (3-4,5-dimethyl-thiazol-2-yl-2,5-
diphenyltetrazolium bromide). The most prevalent dilution in the literature is curcumin purified
from turmeric with a purity greater than 95%, and the most used treatment to assess the effects
on the cell line is at a concentration of 20uM. Evidence supports the anti-proliferative, pro-

apoptotic, anti-metastatic and anti-inflammatory effects of curcumin.

Keywords: Breast cancer. Curcumin. Metastasis. Cell Culture Techniques. Cell Survival.



1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2020), o cancer € a segunda causa de
mortes no mundo, com aproximadamente 18 milhdes de novos casos e 9,6 milhGes de mortes a
cada ano. E esperado que o ndmero de novos casos aumente em 70% nas proximas duas
décadas. No Brasil, estima-se a ocorréncia de mais de 626 mil casos este ano (INCA, 2020).
Nesse contexto, destaca-se o cancer de mama (CM), por ser a neoplasia mais incidente em
mulheres no mundo, e a segunda neoplasia mais diagnosticada na populagdo geral, atrds apenas
do céancer de pulmédo (FOUKAKIS, 2020). No Brasil, as estimativas apontam 66.280 novos
casos de CM em mulheres para o0 ano de 2020 e um total de 17.572 mortes por essa doenga na
populagéo feminina (INCA, 2020).

O CM é caracterizado como um grupo de neoplasias com comportamento heterogéneo,
possuindo diferentes apresentagdes clinicas e morfologicas, perfis genéticos e respostas
terapéuticas. O mecanismo exato pelo qual o CM é iniciado é desconhecido, no entanto, muito
esforco tem sido feito para caracterizar molecularmente e delinear a formacéo e progresséo da
doenca, especialmente quando se trata do CM metastatico, que até 0 momento ndo possui cura,
sendo responsavel pela grande maioria das mortes causadas pelo CM (BLEWISS, 2020).

Uma das abordagens para o tratamento do CM tem sido investigar se compostos
naturais teriam efeito no controle ou suspenséo da progressdo da doenga. Um dos compostos
naturais que frequentemente tem sido investigado € a curcumina, um polifenol e principal
curcuminoide extraido da cdrcuma (Curcuma longa). Essa substancia tem demonstrado
importantes atividades biologicas em diversas doencas cronicas inflamatorias, artrite
reumatoide, sindromes metabolicas e obesidade, além de ac¢Ges relacionadas ao impedimento
de progressao da divisdo celular em varios tipos de cancer. Desta forma, a curcumina apresenta
um possivel potencial de abordagem terapéutica no CM metastatico (ZHANG et al., 2007;
GIORDANO; TOMONNARO, 2019).

Uma das abordagens utilizadas para estudar efeitos antitumorais de substancias séo as
culturas de células. Neste contexto do CM metastatico, destaca-se a linhagem celular MDA-
MB-231, um modelo experimental que é triplo negativo para os receptores de estrogénio,
progesterona e EGF tipo 2 (HER2), representando assim um fenotipo agressivo de CM
metastatico, com alto potencial de crescimento, invasdo e atividade inflamatoria. Essa linhagem
celular tem sido abordada em diversos estudos recentes por ser um padréo util para abordar
efeitos antiproliferativos, pro-apoptoticos, anti-metastaticos e anti-inflamatérios para modelos
biolégicos do CM metastatico (WRIGHT et al., 2013; BACHMEIER et al., 2006).



Desta forma, o presente estudo buscou avaliar as evidéncias disponiveis na literatura
a respeito das acgdes e efeitos da curcumina sobre células da linhagem MDA-MB-231, que
representam um modelo experimental de CM metastatico, bem como as vias celulares pelos
quais tais efeitos sdo alcangados. O levantamento das evidéncias cientificas foi realizado por

meio de uma revisdo sistematica da literatura.

2 METODOLOGIA

Foi realizada uma revisao sistematica da literatura, delineada, estruturada e registrada
com base nos itens da ferramenta Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA). A presente revisdo sistematica foi registrada no banco de dados

International Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERQO) sob o0 nimero 214641.

2.1 Estratégia de busca e critérios de sele¢do

As buscas foram aplicadas as bases de dados MEDLINE via PubMed, Scientific
Eletronic Library Online (SciELO), Literatura Latino-americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude (LILACS) e Biblioteca Virtual em Saude (BVS), e foram utilizados os descritores
(cancer de mama or breast cancer) and (metastase* or metastasis) and (curcumina or
curcumine). Foram incluidos no estudo todos os artigos originais que avaliaram o efeito da
curcumina na linhagem celular MDA-MB-231, publicados nos idiomas portugués, inglés ou
espanhol, sendo considerados estudos in vitro e pré-clinicos com animais.

N&o foi utilizado delimitacdo de tempo para as publica¢des incluidas, por se tratar de
um tema recente na literatura, sendo consideradas todas as publica¢des relevantes para o estudo
até a data de 28 de maio de 2021.

Foram excluidos artigos de revisdo, estudos clinicos, estudos que ndo avaliaram o
efeito da curcumina sobre a linhagem celular MDA-MB-231, artigos em outros idiomas e

literatura cinzenta (cartas ao editor, artigos de opinido, resumos de eventos cientificos).

2.2 Coleta de dados e avaliacdo de qualidade das informacdes

Apbs a busca inicial pelos descritores nas bases de dados, foi realizada a primeira
andlise para exclusdo de estudos duplicados. Os artigos remanescentes tiveram seu contetdo
verificado via titulo e resumo por dois pesquisadores independentes (LWC e LMD) e, em casos
de discordancia a respeito da relevancia para revisdo, o consenso foi estabelecido por um
terceiro pesquisador sénior (MM). A analise por titulo e resumo determinou a pertinéncia das

publicacdes e aquelas que ndo se enquadram nos critérios de selecdo, foram também excluidas.



Os artigos restantes foram analisados em sua integralidade para a elaboragdo da
revisao sistematica. Apos a leitura completa dos textos, caso algum trabalho ainda nao se
enquadre nos critérios de selecdo este também foi excluido, sendo especificado o motivo da
excluséo.

As publicagGes por fim selecionadas para compor a revisdo tiveram seus dados
extraidos para planilha eletronica (Microsoft® Excel versdo 16.42) baseada nos seguintes
dominios: autores do trabalho, ano de publica¢&o, tipo de estudo realizado, derivado da curcuma
utilizado, via de administracdo, via celular avaliada pelo estudo e efeito apresentado pela
curcumina. A extracdo e computacao destes dados também foi realizada por dois pesquisadores
independentes e avaliada por um terceiro pesquisador sénior.

Os dados obtidos foram apresentados por meio de tabelas, bem como exposicéo
descritiva e discussdo dos resultados levantados, por meio dos quais foram reunidas as
evidéncias cientificas para se chegar a conclusdo do real papel e efeitos da curcumina na
linhagem de CM metastatico MDA-MB-231.

3 RESULTADOS

Foram encontrados 121 estudos na busca inicial nas bases de dados eletrdnicas. Apds a
identificacdo e exclusdo dos registros duplicados entre as bases de dados e os estudos de reviséo
(n = 37), 84 artigos potenciais foram avaliados pelos dos titulos e resumos (Figura 1). Destes,
54 foram encaminhados para a avaliacdo dos textos integrais, onde 37 artigos foram excluidos,
pelos seguintes motivos: ndo ter sido utilizada a linhagem celular MDA-MB-231 (n = 12); ndo
ter sido utilizado derivado da curcuma (n = 4); n&o ter sido realizada avaliac¢do in vitro (n = 10);
ndo se tratar de artigo original (n = 7); e devido ao delineamento do estudo néo estar claro (n =
4). Dessa forma, a sintese descritiva da presente revisao foi composta por 17 artigos originais,
todos eles de delineamento pré-clinico com linhagem celular MDA-MB-231 (in vitro e in vivo)
(Figura 1). O resumo dos dados levantados a partir dos artigos selecionados para a revisao estéo

apresentados nas Tabelas 1 (estudos in vitro) e 2 (estudos in vitro e in vivo).
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Figura 1. Fluxograma de selecéo dos estudos da presente revisao sistematica.
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Tabela 1- Estudos originais com avaliago in vitro, relacionando curcumina e linhagem celular MDA-MB-231.

Autores e ano Derivado Linhagens Via celular Efeito
. . x Suprimiu a proliferacdo de MDA-MB-231 (tempo e dose dependente), aumentou
BAGHI etal, DNC (Nanocurcumina dendrosomal) MDA-MB-231 Prollferag_ao, apoptose € apoptose e diminui migragéo, reduziu significativamente a expressao dos niveis de
2018 95% - 20 e 25pM migracao X
transcricdo de ZEB1 e BMI1
Curcumina, DMC (demetoxicurcumina) e MR Inibicdo significativa da invaséo celular e da migracéo para areas feridas; na
BOONRAO et BDMC-A (anéalogo da curcumina) MDA-MB-231, NIH3T3 e Secre¢do de MMP-3 presenca de DMC e BDMC o nivel de MMP-3 foi acentuadamente diminuido,
al., 2010 MCF-7 TR ~ .
20uM enquanto a Curcumina diminuiu ligeiramente a secre¢do de MMP-9;
CALAFl et al., Curcumina MCF-10F, Alpha5, Tumor2, Exoressio de CD44 e CD24 Diminuiu a expressdo do gene CD44 em MDA-MB-231, aumentou CD44 + /
2018 30uM MDA-MB-231 e MCF-7 P CD24 + e diminuiu subpopulagdes CD44 + / CD24- em células MDA-MB-231
Supresséo de viabilidades de células de cancer de mama e ativagdo da via de
ESKILER et al., Curcumina MCE-7 ¢ MDA-MB-231 Via de sinalizacdo TRIF sinalizacdo de TRIF mediada por TLR4 pela regulagdo negativa dos niveis de
2019 5-100pM mediada por TLR4 expressdo de TLR4 e IRF3 e a inibi¢do dos niveis de IFN tipo | (IFN-a./ B)
induzidos por LPS.
Exibiu atividades antiproliferativas e inibidoras da formacéo de coldnias nas linhas
. . x x celulares MCF-7 e MDA-MB-231. Também suprimiu a migragdo e invasdo de
HU et al., 2018 C“Jg“gm MCF-7 e MDA-MB-231 CEIrgr']'lfaerfr‘fforaf‘;g”;aﬁf\?agso células MDA-MB-231. A subpopulagio CD44 + CD24- / baixa foi maior nas
70 » Migrag mamoesferas quando as células aderentes MCF-7 e MDA-MB-231 foram
cultivadas com meio sem soro.
HUANG et al., Curcumina MCE-7 ¢ MDA-MB-231 Via de sinalizacdo NF-kB-  Inibicdo da motilidade celular e invasividade por meio da diminuicdo da expressao
2012 20uM Snail de marcadores de EMT induzidos por LPS;
. Inibigdo significativa do crescimento celular; inducdo de apoptose; reducdo
KANG etal., Curcimina MDA-MB-231 Complexo proteico NF-kB significativa do tamanho do tumor e da proliferagdo de células tumorais;
2009 10uM S < ;
diminuicéo da expressao de MMP-9;
Modulagdo da expressdo de miRNA e consequente modulagdo negativa das
KRONSKI et al., Curcumina MDA-MB-231 Expressdo de miRNAs citocinas pré-inflamatorias CXCL1 e CXCL2 (efeito antimetastatico); Indugdo da
2014 25mM (miR181b) apoptose e necrose das células cancerosas; Inibigdo da expressdo de MMPs em
células metastaticas; Prejuizo na capacidade invasiva das células cancerosas;
PALANGE et Curcumina SK-BR-3, MDA-MB-231, Via de sinalizacio NF-kB Diminuicéo e prevencdo da ocorréncia de metastases; redugdo da adesdo de CTCs
al., 2012 1-40uM MDA-MB-468 ¢ na vascularizagdo secundéria
As células tumorais MDA-MB-231 sdo mais resistentes a NANOCur do que as
NANOCur (polimero lipidico de HUVECSs; NANOCur apresenta menor toxicidade celular do que o tratamento com
PALANGE et nanoparticulas de curcumina encapsuladas) MDA-MB-231 e HUVECS Expresséo de ICAM-1 e curcumina livre; Promoveu modulagao da expresséo de ICAM-1 e MUC-1 em
al., 2014 MUC-1 endotélio inflamado e
10, 20 e 40mM x R x s .
reducdo na propensdo a adesdo vascular; além de aumento na velocidade de
rolamento;
. N . Inibiu o crescimento celular, induziu apoptose e regulou positivamente a expressao
PRASAD etal, Curcumina MCF-7 e MDA-MB-231 Expressdo de maspina e das proteinas supressoras maspina e proteina p53, além de promover regulagéo
2010 20M Bcl-2 .
negativa de Bcl-2.
WANG etal., WZ35 (anélogo da curcumina) MR Via de sinalizagdo ROS- x i . i o i .
2019 5,10 ¢ 20 ug/mL MDA-MB-231 e Hs578T YAP-INK Redugdo de N-caderina, MMP-2 e MMP-9; aumento de E-caderina.
Curcumina, desmetoxicurcumina, bis- .
WRIGHT etal., desmetoxicurcumina e curcumindides MDA-MB-231 Crescmlento celular e Inibiu o crescimento celular e secregdo de PTHrP osteolitico
2013 34 6 52% secrecéo de PTHrP
Inibiu a invasédo e a motilidade das células MDA-MB-231; reduziu a adesdo celular
ao matrigel, fibronectina e laminina, reduzindo a aderéncia celular & membrana
YODKEEREE et . . Via NF-kB e expressao de  basal; reduziu significativamente a expresséo de proteinas associadas & degradagdo
al., 2010 DMC (demetoxicurcumina) MDA-MB-231 e NIH3T3 uPA, uPAR e MT1-MMP de ECM; reduziu a expressdo das proteinas ICAM-1 e CXCR4; inibiu a atividade

de ligacdo ao DNA de NF-kB; reduziu os niveis de p65 (NF-kB) no nicleo, mas
ndo no citosol;
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Tabela 2 - Estudos originais com avaliagdo in vitro e in vivo, relacionando curcumina e linhagem celular MDA-MB-231.

Autores e ano Derivado Linhagens Via de administracéo e dose Via celular Efeito
Induziu apoptose das células MDA-
MB-231, reduziu expressdo das
. metaloproteinases de matriz e
. In vitro: MDA-MB-231 . , R
BACHMEIER Curcumina In vivo: camundongos CD-1 Foxninu fémeas Via oral (Te.klad 2019 + Via NFxB nlmero s]gnlflcatlvamente menor
et al., 2006 95% - 25uM . . : curcumina 1%) de metastases pulmonares em
inoculados intracardiacos com MDA-MB-231 . L
camundongos imunodeficientes
apos injecdo intercardiaca de
células 231
. In vitro: MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 Lo . x
LUAN etal, Curcumina In vivo: camundongos nus fémeas portadoras Via subcutanea (0,1g/kg) MRNA Ki-67 e uPA _D|m|[1uu;a0 ,da proliferacdo e
2017 10uM ) invasdo de células cancerosas
de células cancerosas MDA-MB-231
Inibiu o estimulo da via TGF-f de
In vivo: camundongos inoculados com MDA- Fator de crescimento PTHrP secregao de PTHrP por células de
WRIGHT et al., Curcumina ’ &8_231 Via intraperitoneal (25-50mg/kg; estimulado pela via de sinalizagéo cancer de mama MDA-MB-231;
2013a 98% 21 dias) TGF-p impediu o desenvolvimento de

In vitro: MDA-MB-231

lesdes osteoliticas, sem alterar a
area do tumor dentro do 0sso;
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Tendo em vista os estudos analisados para esta revisédo, pode-se afirmar que 0 meio de
cultura mais utilizado para o cultivo das linhagens celulares foi o meio Dulbecco Minimal
Essential Medium (DMEM), associado a suplementacgéo das placas com soro fetal bovino (FBS)
e antibidticos (penicilina e estreptomicina). Este meio, fornecido nas formas de pé ou liquido,
¢ composto por uma mistura de sais enriquecidos com aminoacidos e outros elementos
essenciais para o crescimento celular de linhagens humanas e de outros animais. Na forma em
po, tem a vantagem de se manter estavel por mais de 24 meses se conservado em ambiente e
temperatura adequados, além da vantagem da constancia de resultados quando se programam
culturas celulares a longo prazo, utilizando nesse caso um mesmo lote (ATENA, 2021).

O ensaio de invasdo em camara de Boyden, bem como os ensaios em placas de
Transwell foram os métodos de andlise citoldgica mais empregados nos estudos selecionados
para esta revisdo. A cdmara de Boyden, apesar de inicialmente ser projetada para estudar a
quimiotaxia de leucdcitos, tornou-se uma das ferramentas mais utilizadas para avaliar a
motilidade e invasao celular. Este método consiste em dois compartimentos separados por uma
membrana que representa uma barreira fisica que as células podem superar apenas por migracao
ativa. O método pode ser adaptado para estudar as propriedades invasivas das células tumorais
revestindo a membrana com diferentes proteinas da matriz extracelular (FALASCA;
RAIMONDI; MAFFUCCI, 2011). O ensaio de migracao celular transwell, por sua vez, mede
a capacidade quimiotatica de células em direcdo a um quimioatrativo. O ensaio de invasao
celular transwell, diferentemente, mede tanto a quimiotaxia como a invasdo celular através da
matriz extracelular, processo comumente encontrado em metastase do céancer ou em
desenvolvimento embrionario (JUSTUS et al., 2014).

Para avaliacdo da viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231, o0 ensaio mais
utilizado foi o ensaio colorimétrico MTT. A técnica de MTT mede a viabilidade celular com
base no dano induzido nas mitocdndrias, o principio deste método é a avaliacdo da atividade de
desidrogenases mitocondriais, quantificadas pela reducdo do MTT (um sal de coloracdo
amarela solivel em agua) a formazan (cristais de coloracdo purpura, insoltveis em agua) (LI &
SONG, 2007 apud SILVA et al., 2013).

Um maior detalhamento dos materiais e métodos utilizados, pelos trabalhos avaliados

nesta revisdo, é apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Materiais e métodos utilizados no estudos originais com avaliacdo in vitro e in
vivo, relacionando curcumina e linhagem celular MDA-MB-231.



Autores e ano

Cultura

Ensaios

BACHMEIER et al., 2006

BAGHI et al., 2018

BOONRAO etal., 2010

CALAFI etal., 2018

ESKILER et al., 2019

HU et al., 2018

HUANG et al., 2012

KANG et al., 2009

KRONSKI et al., 2014

LUAN et al., 2017

PALANGE et al., 2012

PALANGE et al., 2014

PRASAD et al., 2010

WANG et al., 2019

WRIGHT et al., 2013

WRIGHT etal., 2013a

YODKEEREE et al.,
2010

DMEM + 10% SFB +
penicilina/estreptomicina
+ aminoacidos ndo
essenciais
Meio RPMI + 10% SFB +
penicilina/estreptomicina

Meio Leibovitz + 10%
SFB +
penicilina/estreptomicina

Meio RPMI-1640

DMEM + 10% SFB +
penicilina/estreptomicina
+LPS

DMEM + 10% SFB +
penicilina/estreptomicina

DMEM + 10% SFB +
penicilina/estreptomicina
+ aminoacidos nao
essenciais

DMEM + Paclitaxel

DMEM + 10% SFB +
penicilina/estreptomicina

DMEM + nanossondas +
Tamoxifeno

DMEM + 10% SFB +
penicilina/estreptomicina

DMEM + 10% SFB +
penicilina/estreptomicina
+ TGF-p1
DMEM + 10% SFB +
penicilina/estreptomicina
+ TGF-p1
DMEM + 10% SFB +
penicilina/estreptomicina

Ensaio de invasdo
Zimografia

Ensaios de proliferagéo,
apoptose e migracéo
Ensaio de cAmara de
Boyden modificado

Ensaio de motilidade de

cicatrizacdo de feridas
Expressdo de CD44 e
CD24

Expressdo de TLR4

Ensaios do proliferacéo,
formacé&o de col6nia,
migracéo e invasdo

Ensaio MTT
Ensaio de invaséo celular

Anticorpo anti-NF-kB
Imuno-histoquimica de
PCNA e MMP-9
Avaliagdo de apoptose
por DAPI
Viabilidade por azul de
tripan
Ensaio de invasdo
Transwell
Ensaio CCK-8
Ensaio MTT
Ensaio de proliferagdo
baseado em CSFE
Ensaio de proliferacdo
XTT
Anadlise de microscopia
confocal
Citometria de fluxo para
acumulo de curcumina
Ensaio proliferativo XTT
Expressdo de maspina
Ensaio CCK-8
Citometria de fluxo
Ensaio de invasdo
Transwell

Secre¢do de PTHrP

Secrecédo de PTHrP
Ensaio MTT
Secre¢do de LDH

Ensaio MTT
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Os trabalhos que avaliam o efeito antitumoral da circuma fazem uso principalmente da
curcumina, sendo este o principal curcumindide presente na espécie e 0 que possui os efeitos
bioldgicos mais relevantes. De modo geral, os estudos adquirem extratos industrializados e
purificados do rizoma, com pureza, na grande maioria das vezes, superior a 95%, sendo que,

somente no trabalho de Wright et al. foi relatada uma diluicdo com rendimentos e purezas
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relativamente baixos (34 e 52%), visto que neste trabalho o extrato foi produzido pelos préprios
pesquisadores. Em relacdo a concentracdo da curcumina que € utilizada para tratamento das
linhagens celulares, a diluicdo encontrada na literatura variou de 5 at¢ 100uM, porém, as
concentra¢cdes mais utilizadas na maioria dos trabalhos foi 20 e 25uM, sendo que nesta dose o
curcumindide ndo apresenta efeitos citotdxicos para as células saudaveis, apresentando somente
seus efeitos bioldgicos nas células tumorais do cancer de mama.

Na Tabela 4, é descrito de forma, a dilui¢do e o tratamento dos compostos empregados

nos estudos incluidos na presente revisao.

Tabela 4 - Diluicdo e tratamento da curcumina utilizada nos estudos originais com
avaliagdo in vitro e in vivo, relacionando curcumina e linhagem celular MDA-MB-231.

Autor Derivado Diluicéo Tratamento
BACHMEIER et al., 2006 Curcumina Pureza: 95% 25uM
BAGHI et al., 2018 Curcumina Pureza > 95% 25uMee 20hp:)1\r/;sem 24ca8

Curcumina, DMC
(demetoxicurcumina) e

BOONRAO et al., 2010 BDMC-A (andlogo da - 20uM
curcumina)
CALAFIl etal., 2018 Curcumina - 30uM por 48h

5, 10, 25, 50, 100uM +

ESKILER et al., 2019 Curcumina - LPS 2uM por 24 ¢ 48h
HU et al., 2018 Curcumina Pureza > 99,5% Células aderentes e
mamosferas
HUANG et al., 2012 Curcumina - 20puM
KANG et al., 2009 Curcumina - 25uM
KRONSKI et al., 2014 Curcumina Pureza: 95% 25uM
LUAN et al., 2017 Curcumina - 10uM
PALANGE et al., 2012 Curcumina - 1, 10, 20 e 40puM

NANOCur (polimero
PALANGE etal, 2014  'IPidico de nanoparticulas - 10, 20 e 40pM
de curcumina

encapsuladas)

PRASAD et al., 2010 Curcumina - 20uM por 3, 6 € 12h
WANG et al., 2019 Cyrcumina e WZ?fS ) 5,10 ¢ 20 pg/mL por 24,
(anélogo da curcumina) 48 e 72h
Curcumina,
WRIGHT et al., 2013 desmetoxic_urcumin_a, bis- Pureza de_ 34 e 52%, _
desmetoxicurcumina e respectivamente
curcumindides
WRIGHT et al., 2013a Curcumina Pureza > 98% -
YODKEEREE etal., Demetoxicurcumina - -
2010

Em relacéo aos efeitos da curcumina sobre a linhagem celular MDA-MB-231, principal
objetivo da presente revisao, as evidéncias levantadas demonstram efeitos antiproliferativos,
pro-apoptoticos, anti-metastaticos e anti-inflamatdrios do composto sobre células do cancer de
mama, por diversas vias e mecanismos diferentes. Tais efeitos sdo apresentados e discutidos

mais detalhadamente adiante.
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4 DISCUSSAO

A curcumina tem apresentado potencial como um dos compostos farmacobotanicos
mais promissores para o tratamento do cancer, especialmente do cancer de mama. As evidéncias
presentes na literatura indicam sua importante atividade na supressdo de diversas vias,
marcadores e substancias essenciais para o desenvolvimento e progressdo do cancer em nivel
celular e molecular. Os estudos avaliados investigaram, por diferentes mecanismos, como
ocorre a interacdo desse composto vegetal com as células e vias no microambiente tumoral,
bem como seus possiveis efeitos toxicos e bioldgicos sistémicos.

Dentre as principais evidéncias levantadas, destacam-se os resultados dos estudos de Hu
et al. (2018), Yodkeeree et al. (2010), Baghi et al. (2018), Boonrao et al. (2010) e Palange et al.
(2012), demonstrando que quando as células tumorais MDA-MB-231 sdo tratadas com
curcumina, ha uma reducdo significativa na motilidade celular (que é necesséria para a
migracdo do local primario para um local secundario), na capacidade de invasdo das células
através da membrana basal (comprovando o efeito inibitorio na invasao do cancer por meio da
degradacdo reduzida da matriz extracelular e diminuicdo da expressdo e atividade de vérias
metaloproteinases de matriz), na capacidade de adesao celular a membrana basal, além de inibir
0 crescimento e a proliferacdo das células do cancer de mama de modo dose e tempo-
dependente. Esses dados demonstram que a curcumina possui efeitos anti-metéastases em células
tumorais altamente metastaticas, inibe a migracdo e invasdo celular, o que pode estar
relacionado com a resisténcia celular a caracteres stem-like e ao processo EMT (epithelial-
mesenchymal transition), efeito também demonstrado nos estudos de Huang et al. (2012) e
Wang et al. (2013). A eficécia da curcumina inibindo propriedades stem-like e regulando o
processo de EMT, foi relatada pela primeira vez na literatura nestes trabalhos. Estes dados
fornecem uma base tedrica para a possibilidade da curcumina (e derivados, como a
demetoxicurcumina) ser empregada como agente anti-metastatico para cancer de mama e,
portanto, pode ser vantajoso na prevencao e tratamento de recidivas e metastases.

Ademais, também foram demonstrados outros efeitos promissores da curcumina como
substancia com atividade antitumoral. No estudo de Wright et al. (2013), os pesquisadores
demonstraram claramente a capacidade unica dos compostos fendlicos derivados da circuma
de inibir o crescimento das células do cancer de mama e a secre¢do de importantes fatores
osteoliticos que conduzem as metastases 0sseas do cancer de mama avancado. Os efeitos

inibidores de crescimento dos curcuminéides no cancer de mama foram anteriormente
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atribuidos ao seu direcionamento ao ciclo celular e/ou vias celulares apoptdticas comprovando
um efeito pro-apoptdtico, ao invés de um efeito antiproliferativo. O estudo, entretanto,
comparou diferentes curcuminoides e demonstrou que todos foram equipotentes no bloqueio
da secrecdo de PTHrP (que tem sido reconhecido como um dos principais contribuintes para a
patogénese de complicacdes esqueléticas no cancer de mama), com valores de ICso > 5 vezes
menores do que 0s necessarios para induzir a morte celular. O estudo demonstrou uma poténcia
igual ou maior da mistura de curcuminoides vs. compostos isolados, indicando uso de misturas
como potenciais quimioterapicos no cancer de mama. Claramente, no entanto, essas descobertas
apontam novamente para os curcumindides derivados da curcuma como 0s mais potentes de
uma série de compostos fendlicos de ocorréncia botanica natural e estruturalmente relacionados
com potencial atividade anti-cancer de mama.

Em um segundo estudo publicado pelo mesmo grupo, no mesmo ano (WRIGHT et al.,
2013a), os pesquisadores corroboram com os resultados anteriores e avaliaram o efeito do TGF-
B, um fator de crescimento essencial para a progressdo tumoral, na secrecdo de PTHrP e as
complicacBes Osseas do cancer de mama metastatico. Eles demonstraram em seu estudo que a
secrecdo de PTHrP estimulada por TGF-f nas células MDA-MB-231 foi inibida de forma dose-
dependente por curcumindides. Os curcuminoides inibiram a secrecdo de PTHrP estimulada
por TGF-B com metade da concentragdo inibitdéria maxima que foi inferior a concentragao
minima efetiva para inibicdo da viabilidade celular e inducdo de citotoxicidade, indicando que
os efeitos inibitorios na secre¢do de PTHrP sdo independentes de mudangas no crescimento das
celulas tumorais. O tratamento in vivo, com curcuminoides de baixa e alta dose atenuou a lise
Ossea em relacdo aos controles tratados com veiculo, diminuindo a &rea de lesdo Gssea litica.
As doses de 25 e 50 mg/kg de curcumindides administrados intraperitonealmente nos
camundongos em dias alternados néo tiveram efeitos toxicos nos sistemas renais, hepéaticos ou
hematopoiéticos de camundongos avaliados pelo peso corporal, peso do figado, alanina
aminotransferase, peso do baco, nimero de globulos brancos, plaguetas e hematocrito. A
protecdo 0ssea conferida pelos curcumindides demonstrou pela primeira vez na literatura seu
potente efeito inibitorio na secrecdo de PTHrP por células de cancer de mama humano pela via
de sinalizacdo TGF-B-Smad em células MDA-MB-231.

Outro efeito importante para inclusdo da substancia como um potencial quimioterapico
¢ a avaliacdo de sua atividade inibitoria em substancias e vias que funcionam como um controle
positivo para o desenvolvimento tumoral, especialmente vias pré-inflamatorias, uma vez que é
bem documentado na literatura que a inflamacéo sustentada é essencial para o desenvolvimento

e progressao de certos tumores. Uma dessas, € a via de sinalizacdo TRIF dependente de TLR4
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induzida por lipopolissacarideo (LPS). Esse efeito foi investigado por Eskiler et al. (2019), que
indicaram em seus resultados que a curcumina suprime a atividade de LPS em células de cancer
de mama induzindo a morte celular por apoptose, apresenta toxicidade sobre as células tumorais
MDA-MB-231, que apresentam morfologia apoptdtica tipica quando tratadas com curcumina.
A curcumina exerceu atividade antagonista de TLR4 em células de cancer de mama por meio
de seus efeitos antiinflamatorios e poderia mediar a via de sinalizacdo de TLR4/TRIF/IRF3 e
respostas de IFN pela supressdo da inflamacdo estimulada por LPS. Outro efeito anti-
inflamatdrio da curcumina foi demonstrado por Kronski et al. (2014), que apresentou a
regulacdo negativa da substancia sobre as citocinas pro-inflamatérias CXCL1 e CXCL2,
envolvidas com a capacidade metastatica tumoral, diminuindo a sua expressdo em pelo menos
2,5 vezes em resposta a tratamento com a curcumina.

Além disso, alguns marcadores celulares estdo sendo relacionados a maior progresséo e
crescimento tumoral, como CD44, que é uma glicoproteina transmembrana do tipo | que regula
aadesdo celular e as interacdes célula-célula e as interagGes célula-matriz extracelular, e CD24,
que € expresso em tumores solidos benignos e malignos e também esta envolvido na adesdo e
metastase celular. No trabalho de Calafi et al. (2018), foi demonstrado o efeito da curcumina
sobre tais marcadores, onde a mesma diminui a expressao de CD44, aumenta as subpopulacdes
CD44*/CD24* e diminui as subpopulacdes CD44*/CD24 de células. O valor prognoéstico
desses marcadores no cancer de mama, entretanto, permanece controverso e requer mais
pesquisas para elucidacéo de seu real efeito.

Foi demonstrado que a curcumina reduz a viabilidade celular da linhagem MDA-MB-
231, sendo este efeito investigado principalmente por meio do ensaio de MTT, um dos mais
utilizados nos estudos analisados. Bachmeier et al. (2006) demonstraram que a curcumina
reduziu a viabilidade celular em 50% ap6s apenas 2h de tratamento, sendo que desde o0s
primeiros momentos, as células mostraram evidéncias claras de apoptose precoce e mais de
70% das células entraram no programa de apoptose em 4h de tratamento com curcumina. Esse
trabalho também realizou avaliacdo dos efeitos in vivo da curcumina em camundongos e
mostrou gque camundongos tratados com curcumina ndo apresentaram quaisquer efeitos
secundarios do tratamento e 0s pesos dos animais dos grupos avaliados eram comparaveis, visto
gue os tumores de animais tratados e néo tratados eram semelhantes em dimenséo, morfologia
e histologia. Além disso, a curcumina preveniu metastases pulmonares de uma maneira
altamente significativa. O nimero de animais com muito poucas metéastases aumentou
dramaticamente nos animais tratados em compara¢cdo com 0s animais ndo tratados. O estudo

demonstrou que a curcumina induz apoptose e inibe a expressao e atividade dos fatores de
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transcri¢do levando a diminuicdo da expressdo e atividade de véarias metaloproteinases de
matriz. Ainda, a curcumina reduziu significativamente o nimero de metastases formadas a
partir de células de céncer de mama injetadas intracardiacamente nos camundongos,
demonstrando mais uma vez um possivel efeito anti-metastase desse composto.

Dois trabalhos avaliaram os efeitos da curcumina comparados a agentes quimioterapicos
bem estabelecidos e empregados na pratica clinica. No estudo de Kang et al. (2009) o efeito foi
comparado ao paclitaxel e no estudo de Luan et al. (2017) foi comparado ao tamoxifeno. Kang
et al. (2009) demonstraram que tanto a curcumina quanto o paclitaxel inibiram o crescimento
tumoral e promoveram aumento da morte celular, além de diminuir a expressdo de MMP-9,
apontada como contribuinte para a progressao tumoral, angiogénese e invasdo celular.
Entretanto, a combinagdo dos dois agentes se mostrou mais efetiva quando comparada aos
agentes isolados, de forma dose e tempo-dependente. Ja o trabalho de Luan et al. (2017),
comprovou que a curcumina apresenta efeito comparavel ao tamoxifeno na reducdo da
proliferagéo celular da linhagem MDA-MB-231 por meio da via Ki-67.

A principal desvantagem do uso clinico da curcumina € a biodisponibilidade muito baixa e
ma biodistribuicdo da substancia, principalmente devido a sua ma absor¢do gastrointestinal,
metabolismo e rapida eliminacdo. Diversos esforcos tém sido feitos para aumentar a
biodisponibilidade do composto, especialmente quando administrado por via oral. Nesse
intuito, Palange et al. (2014) desenvolveram um forma farmacéutica de curcumina designada
NANOCur, que se trata de um polimero lipidico de nanoparticulas de curcumina encapsuladas.
Eles evidenciaram a captacéo celular de NANOCur e a progressiva libera¢do da curcumina no
organismo, sendo esta mais facilmente e rapidamente internalizada por células endoteliais
estimuladas com TNF-a, apoiando a ideia de que o polimero se acumularia preferencialmente
na area inflamada das células endoteliais, em comparacdo com a vasculatura normal. O
tratamento com NANOCur apresentou menor toxicidade celular se comparado ao tratamento
com a curcumina livre, isso é atribuido a diferente disponibilidade e farmacodinamica dos
compostos, enguanto a curcumina livre é imediatamente fornecida as células, NANOCur deve
primeiro ser internalizado pelas células, para entdo sua matriz polimérica se degradar
progressivamente, liberando lentamente a curcumina ao longo do tempo, que é eventualmente
metabolizada. Neste mesmo sentido, Wang et al. (2013) investigaram os efeitos do WZ35, um
analogo sintético da curcumina desenvolvida pelos pesquisadores, quando comparados a
curcumina natural. Eles comprovaram que o WZ35 reduz significativamente a taxa de
sobrevida celular, de maneira dose-dependente, e com efeitos antiproliferativos mais fortes do

que a curcumina. O composto inibiu a proliferacdo da linhagem MDA-MB-231 em baixas
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concentragdes, bem como aumentou de forma expressiva a propor¢éo de células na fase G2/M
em comparacao com o grupo controle e grupo tratado com curcumina. O estudo também aponta
que o tratamento de células com o WZ35 aumentou significativamente a proporcéo de células
em apoptose em comparagdo com a curcumina e com 0 grupo controle. Além disso, 0
tratamento de células com o WZ35 reduziu significativamente o nimero de colbnias da
linhagem MDA-MB-231, bem como a migracdo e a capacidade invasiva destas células. O
WZ35 mostrou efeito anti-migratdrio e anti-habilidade invasiva mais forte do que a curcumina.
Tais evidéncias apontam para possiveis formulacGes farmacéuticas que tornariam os efeitos

bioldgicos deste composto vegetal mais eficazes e efetivos em um potencial uso clinico futuro.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados apresentados na presente revisdo sisteméatica demonstram acdes e efeitos da
curcumina e derivados sobre células tumorais do cancer de mama metastatico, utilizando como
modelo experimental a linhagem celular MDA-MB-231.

As evidéncias demonstram que a metodologia mais utilizada para avaliar a viabilidade
da linhagem celular foi o ensaio de MTT. A diluicdo que mais prevalece na literatura é a
curcumina purificada da circuma com pureza superior a 95%, e o tratamento mais utilizado
para avaliar os efeitos sobre a linhagem celular ¢ na concentracdo de 20uM.

Os dados confirmam os efeitos antiproliferativos, pro-apoptéticos, anti-metastaticos e
anti-inflamatorios dos compostos fendlicos derivados da Curcuma longa, especialmente a
curcumina, principal curcuminoide extraido da espécie.

Com esse embasamento, a partir de resultados em nivel laboratorial, € possivel analisar
a seguranca e o potencial terapéutico da curcumina em estudos que utilizam modelos animais e
subsequentemente, em ensaios clinicos com seres humanos com diagndstico de cancer de

mama, em especial com estégio IV da doenca.
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