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RESUMO 
 

O câncer de mama é o tipo de câncer mais prevalente e a principal causa de 

mortalidade entre mulheres. A quimioterapia é a modalidade mais empregada no 

tratamento, porém apresenta limitações, principalmente relacionadas à alta 

toxicidade e desenvolvimento de resistência aos medicamentos. Considerando que 

as organoteluranas apresentam potencial antitumoral, o objetivo deste estudo foi 

aprofundar a investigação da citotoxicidade e dos efeitos antitumorais in vitro da 

organotelurana RF07 na linhagem celular de adenocarcinoma mamário humano, 

MCF-7. A citotoxicidade foi avaliada utilizando o ensaio de brometo de 3-(4,5- 

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio (MTT) em células tumoral (MCF-7) e não 

tumoral (MCF-10A) humanas de mama. A RF07 apresentou uma concentração 

inibitória média (CI50) de 3,3 ± 0,08 µM e 21,16 ± 0,9 µM para MCF-7 e MCF-10A, 

respectivamente, após 72 horas de tratamento, mostrando seletividade 6 vezes 

maior para a linhagem tumoral (IS: 6,41). Para avaliar os mecanismos de ação da 

RF07 foram investigados seus efeitos no ciclo celular, na apoptose, na produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e o potencial citotóxico em esferoides 

tumorais. A RF07 alterou a progressão do ciclo celular, aumentando o percentual de 

células na fase S e na fração sub-G1, após 48 horas de tratamento. Houve um 

aumento no percentual de células em apoptose, detectado por citometria de fluxo 

após a marcação celular com anexina V-FITC e iodeto de propídeo (IP). Análises 

microscópicas confirmaram o efeito apoptótico da RF07, mostrando características 

morfológicas indicativas, como alterações nucleares (cromatina condensada e/ou 

fragmentada) e na permeabilidade da membrana mitocondrial. O pré-tratamento com 

N-acetil-L-cisteína (NAC) preveniu significativamente a citotoxicidade, sugerindo que 

a RF07 induz citotoxicidade por meio da produção de EROs. Além disso, a RF07 

reduziu o tamanho e o raio de migração de esferoides tumorais, confirmando sua 

ação citotóxica neste modelo experimental. Em conclusão, os resultados indicam 

que a RF07 apresenta atividade antitumoral in vitro em células de adenocarcinoma 

mamário humano MCF-7, promovendo alterações no ciclo celular, aumento na 

produção de espécies reativas de oxigênio e induzindo a apoptose. 

Palavras-chave: Citotoxicidade; atividade antitumoral; câncer de mama; 

organoteluranas. 
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ABSTRACT 
 

Breast cancer is the most prevalent type of cancer and the leading cause of mortality 

among women. Chemotherapy is the most commonly used treatment modality, but it 

has limitations, mainly due to high toxicity and the development of drug resistance. 

Considering that organotelluranes show antitumor potential, the aim of this study was 

to further investigate the cytotoxicity and in vitro antitumor effects of the 

organotellurane RF07 in the human breast adenocarcinoma cell line MCF-7. 

Cytotoxicity was evaluated using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide (MTT) assay in human tumor (MCF-7) and non-tumor (MCF- 

10A) breast cells. RF07 exhibited a median inhibitory concentration (IC50) of 3.3 ± 

0.08 µM and 21.16 ± 0.9 µM for MCF-7 and MCF-10A, respectively, after 72 hours of 

treatment, showing a 6-fold selectivity for the tumor cell line (SI: 6.41). To evaluate 

the mechanisms of action of RF07, its effects on the cell cycle, apoptosis, production 

of reactive oxygen species (ROS), and cytotoxic potential in tumor spheroids were 

investigated. RF07 altered cell cycle progression, increasing the percentage of cells 

in the S phase and in the sub-G1 fraction after 48 hours of treatment. There was an 

increase in the percentage of apoptotic cells, detected by flow cytometry after cell 

staining with annexin V-FITC and propidium iodide (PI). Microscopic analyses 

confirmed the apoptotic effect of RF07, showing indicative morphological 

characteristics such as nuclear alterations (condensed and/or fragmented chromatin) 

and changes in mitochondrial membrane permeability. Pre-treatment with N-acetyl-L- 

cysteine (NAC) significantly prevented cytotoxicity, suggesting that RF07 induces 

cytotoxicity through ROS production. Additionally, RF07 reduced the size and 

migration radius of tumor spheroids, confirming its cytotoxic action in this 

experimental model. In conclusion, the results indicate that RF07 exhibits in vitro 

antitumor activity in human breast adenocarcinoma MCF-7 cells, promoting cell cycle 

alterations, increased production of reactive oxygen species, and inducing apoptosis. 

 

Keywords: Cytotoxicity; antitumor activity; breast cancer; organotelluranes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
O câncer é um termo utilizado para definir um conjunto de doenças em que as 

células apresentam um crescimento anormal e adquirem determinadas 

características de malignidade, que culminam com a invasão e disseminação para 

outros tecidos e orgãos (Kumari, 2020). Corresponde a um extenso grupo de 

tumores malignos e heterogêneos que coletivamente é uma das principais causas 

de morte no mundo, causando aproximadamente 3.500 óbitos por milhão de 

pessoas a cada ano (Hussein et al., 2024). 

Os dados apontam que ocorreram aproximadamente 600.000 mortes nos 

EUA no ano de 2020 (Schwartz, 2024), enquanto no Brasil foram registradas 

181.377 mortes entre os meses de março e dezembro de 2020 (Jardim et al., 2022). 

Ainda, de acordo com o Instituto Nacional do Câncer José Alencar Gomes da Silva 

(INCA) a estimativa para o triênio de 2023 a 2025 é de 704 mil novos casos de 

câncer no país, sendo 35 mil destes apenas no Estado da Paraíba para o mesmo 

período (INCA, 2023). 

Entre esse conjunto de doenças destaca-se o câncer de mama, que 

representa um grande desafio para a saúde pública, pois é o tipo de câncer mais 

comumente diagnosticado no mundo e a principal causa de mortalidade entre 

mulheres. Mundialmente, foram registrados 2,3 milhões de novos casos de câncer 

de mama e 685.000 óbitos em 2020, correspondendo a quase 12% de todos os 

novos casos de câncer (Sung et al., 2021). No Brasil, segundo o INCA, a taxa de 

mortalidade por câncer de mama foi de 1,71 óbitos por 100.000 mulheres em 2021. 

Para cada ano do triênio 2023-2025 a perspectiva é que ocorram 73.610 novos 

casos desta patologia (INCA, 2023). 

O tratamento para o câncer de mama varia de acordo com o estadiamento da 

doença, suas características biológicas, bem como das condições da paciente 

(idade, menopausa e/ou comorbidades). As modalidades podem ser a cirurgia, 

seguida de terapias locais ou sistêmicas, tais como a radioterapia quimioterapia, 

hormonioterapia, imunoterapia e terapia alvo (INCA, 2022). Destas, a quimioterapia 

é a principal forma de tratamento (Wu et al., 2023) e atualmente os agentes 

habituais utilizados para o câncer de mama são baseados nas antraciclinas e 

taxanos, nas modalidades adjuvante e neoadjuvante (Ben-Dror, Shalamov & 

Sonnenblick, 2022). 



23 
 

 
 

 

No entanto, a quimioterapia apresenta certas limitações, devido à alta 

toxicidade sistêmica e emergente desenvolvimento de resistência aos 

quimioterápicos (Xie, Chen e Fang, 2020), tornando necessário a busca por novas 

abordagens que apresentem melhores resultados terapêuticos e baixos efeitos 

colaterais (Li et al., 2020). 

As organoteluranas são compostos que possuem pelo menos uma ligação 

covalente com o telúrio (Silberman et al., 2016), um elemento do grupo 16 da tabela 

periódica com propriedades químicas que permitem uma ampla gama de aplicações 

na química orgânica e inorgânica, bem como em materiais, ciência farmacológica e 

química medicinal (Teixeira et al., 2018). A literatura relata a ação destes compostos 

como agentes antioxidantes (Pessoto et al., 2007), bem como sua atividade 

antileishmania (Lima et al., 2009), anticonvulsivante (Persike et al., 2008) e 

antitumoral (Nascimento et al., 2021). 

A organotelurana RF07 (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4- 

teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter) é derivada da incorporação do p-metoxifenilo 

Te com 1-etinil-1-ciclo-hexanol, em refluxo de benzeno. Estudos recentes mostraram 

o potencial citotóxico desse composto frente à linhagens celulares de câncer de 

mama (MDA-MB-231 e MCF-7) (Nascimento, 2023), entretanto, as suas possíveis 

vias de ação ainda não foram elucidadas, portanto, o presente trabalho objetivou 

aprofundar a investigação da citotoxicidade e dos efeitos antitumorais da RF07 na 

linhagem celular de câncer de mama MCF-7. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 
2.1 Câncer de mama 

2.1.1 Epidemiologia 
 

O câncer de mama (CM) descreve uma série de doenças malignas que 

ocorrem nas glândulas mamárias, que coletivamente constituem o câncer mais 

prevalente no mundo (Organização Mundial da Saúde, 2021). 

O CM apresenta maior frequência em termos de incidência e mortalidade no 

sexo feminino, com uma curva ascendente de casos a partir dos 25 anos que se 

torna mais evidente na faixa etária entre 40-69 anos (Costa et al., 2024). Foram 

estimados 73.610 mil novos casos de CM feminina para o ano de 2023 (INCA 2022) 

(Figura 1), porém essa doença também pode acometer homens, sendo responsável 

por menos de 1% do total de casos no sexo masculino, com incidência rara antes 

dos 35 anos (Portela et al., 2024). 

Figura 1. Distribuição proporcional dos tipos de câncer mais incidentes por sexo 
estimados para 2023, exceto pele não melanoma. 

Fonte: INCA, 2022 

 
Quanto à mortalidade no Brasil, o CM é a primeira causa de morte por câncer 

em mulheres, sendo registrados 11,71 óbitos/100.000 mulheres em 2021. Em termos 

de distribuição dos óbitos ocorridos no país, as regiões Sul e Sudeste apresentam 

as maiores taxas de mortalidades (12,69 e 12,43 óbitos/100.000 mulheres, 

respectivamente), seguido da região nordeste (10,75 óbitos/100.000 mulheres), 

centro-oeste (10,90 óbitos/100.000 mulheres) e norte (8,59 óbitos/100.000 

mulheres). Já em relação à incidência, o INCA apresentou uma estimativa de 15.690 

novos casos de CM na região Nordeste e 55,40 casos/ 100.000 habitantes em João 

Pessoa, capital do Estado da Paraíba, para o ano de 2023 (INCA, 2022). 

https://www.magonlinelibrary.com/doi/full/10.12968/hmed.2021.0459?rfr_dat=cr_pub%2B%2B0pubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&B19
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2.1.2 Fatores de risco genéticos e ambientais 

A mama é uma estrutura complexa, constituída por diferentes partes e 

tecidos. Os lóbulos de tecido glandular são subdivididos em lóbulos menores e 

ligados por dutos de leite, responsáveis por transportar o leite dos lóbulos até os 

mamilos (Stark; Grandel; Spilker, 1992; Tanis et al., 2001). Uma região densa de 

tecido adiposo é encontrada envolvendo os lobos e preenchendo os espaços entre 

eles (Aronson et al., 2000), além de uma extensa rede de outras estruturas 

responsáveis pelas funções de sustentação (tecido conjuntivo, ligamentos), defesa 

imunológica (linfonodos, vasos linfáticos), nutrição e oxigenação (vasos sanguíneos, 

nervos) das mamas (Thomsen & Tatman, 1998) (Figura 2). O tecido adiposo na 

mama participa ativamente da diferenciação das células mamárias, pois apresenta a 

capacidade de secretar fatores de crescimento e enzimas (Zangani et al., 1999). 

Figura 2. Secção transversal da anatomia normal da mama 
 

 
Os números das setas da figura representam as seguintes estruturas: 1) parede torácica; 2) 
musculatura peitoral; 3) lóbulos; 4) superfície do mamilo; 5) aréola; 6) ductos lactíferos; 7) 
tecido adiposo; 8) pele. 
Fonte: Adaptado de Patrick J. Lynch (2006). 

 
A transformação da mama sadia em um tumor maligno ocorre devido ao 

acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas, além de mutações em genes 

relacionados aos mecanismos de controle da proliferação e morte celular, 

culminando no aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento do câncer (Sotiriou; 

Pusztai, 2009). Nesse contexto, o câncer é caracterizado pelo crescimento 
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descontrolado de células (Fitzmaurice et al., 2017) que se desenvolvem a partir de 

um processo denominado de carcinogênese, compreendendo três estágios (Figura 

3): 1) Iniciação: nesta etapa inicial, os genes das células sadias passam por 

modificações que podem ocorrer de forma espontânea ou induzidas pela exposição 

à agentes carcinógenos; 2) Promoção: posteriormente ocorre a expansão clonal 

das células anteriormente já alteradas, que são transformadas de maneira lenta e 

progressiva em células malignas, devido à exposição contínua aos agentes 

promotores; 3) Progressão: o último estágio da carcinogênese é irreversível, sendo 

caracterizado pela multiplicação descontrolada e autônoma das células, culminando 

com a aquisição da capacidade de invasão e metástase (Liu et al., 2015; Hausmann, 

2019). 

Figura 3. Etapas da carcinogênese 

A carcinogênese é dividida em três estágios sucessivos. No primeiro estágio, chamado de iniciação, 
as células sofrem a ação de um agente carcinógeno (iniciador), que provoca mutações em seus 
genes. Na etapa seguinte (promoção), as células anteriormente alteradas são transformadas de 
maneira lenta e progressiva em células malignas, devido à exposição contínua a agentes promotores. 
No último estágio (progressão), o câncer encontra-se instalado, logo, as células se multiplicam de 
forma descontrolada e irreversível, podendo adquirir um potencial invasivo e metastático. 

Fonte: Adaptado de Liu et al., 2015. 

 

Como mencionado anteriormente, os agentes carcinógenos transformam a 

célula para um fenótipo maligno principalmente por meio de mutações no DNA 

(ácido desoxirribonucleico) (Madia et al., 2019), que podem ser causadas por fatores 

extrínsecos ou intrínsecos (Ponomarev et al., 2022). Os fatores extrínsecos 

compreendem mutações adquiridas por meio de fatores ambientais, podendo-se 

citar como exemplos o tabagismo, os hábitos alimentares, o sedentarismo, a 

ingestão de bebidas alcoólicas, a exposição a radiações ultravioleta e agentes virais, 

entre outros (WU et al., 2018). Já os fatores intrínsecos estão relacionados à 
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condições geneticamente predeterminadas do indivíduo, envolvendo fatores de 

ordem genética, variações hormonais (Chen, 2008), idade da menarca, menopausa, 

amamentação e etnia (Miller et al., 2020). Contudo, é a interação entre esses fatores 

que determina o risco de desenvolvimento do câncer (INCA, 2023). 

A atividade física e uma alimentação adequada estão relacionadas ao CM 

pela influência que exercem nos hormônios. A prática da atividade física leva a 

liberação de endorfinas e substâncias que auxiliam na regulação hormonal, 

reduzindo níveis de estrogênio no organismo feminino (Silva et al., 2020). O 

estrogênio tem papel importante na diferenciação, crescimento e função de vários 

órgãos e tecidos, atuando na mama, útero e cérebro, por exemplo, locais onde 

estimulam a liberação de fatores de crescimento que desempenham uma variedade 

de atividades biológicas nas células (Dias, Floté, Valejo, 2022). Portanto, o 

sedentarismo pode desencadear um desequilíbrio hormonal, aumentando os níveis 

de estrogênio levando ao desenvolvimento do CM. Ademais, a prática de exercício 

físico também está relacionada com a redução da gordura corporal, condição que 

também promove o desenvolvimento da neoplasia mamária (Campos et al., 2022), 

uma vez que a síntese de tecido adiposo em mulheres obesas provoca o aumento 

nos níveis circulantes de estrogênio (Dias, Floté, Valejo, 2022). 

Nos homens, os fatores de risco para o desenvolvimento de CM estão 

associados a um desequilíbrio entre o excesso de estrogênio e a deficiência de 

androgênio. Esse desequilíbrio pode estar relacionado à Síndrome de Klinefelter 

(SK), ginecomastia, obesidade, disfunção testicular e/ou hepática, infertilidade, 

hiperprolactinemia e consumo de álcool (Agrawal et al., 2007). Nesse contexto, o 

consumo de álcool está intimamente ligado ao CM, de acordo com Muniz (2022) o 

álcool interfere no metabolismo do estrogênio ou atua causando danos ao DNA das 

células mamárias, levando ao desenvolvimento de tumores. 

Em relação à influência dos genes na carcinogênese do CM, sabe-se que 

diferentes variações genéticas geralmente são encontradas nos proto-oncogenes, 

genes que codificam proteínas que controlam os processos de diferenciação, 

proliferação e morte celular em células sadias, levando ao surgimento de 

oncogenes, os quais favorecem a estimulação de vias que mantém as células 

neoplásicas em crescimento constante (Sheikh et al., 2015). 

Além disso, mutações que levam a perda de função em genes supressores de 

tumor também são frequentemente encontradas em células tumorais, inviabilizando 
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o papel destes no controle da divisão celular e nos mecanismos de reparo aos 

danos do DNA (Sheikh et al., 2015; Wang et al., 2002). Os dois principais genes 

supressores mutados no CM são o BRCA1 (do inglês, breast cancer 1) e BRCA2 (do 

inglês, breast cancer 2), responsáveis por 5 a 7% de todos os casos desse tipo de 

neoplasia (Xie et al., 2022). A perda da função proteica leva a instabilidade genética 

possibilitando um aumento do risco de carcinogênese em portadores destas 

mutações (Weifeng et al., 2019). De fato, é relatado que a incidência do câncer de 

mama em portadores da mutação BRCA2 é de 12,50%, o que representa um 

aumento cinco vezes superior quando comparado à indivíduos não portadores 

destas mutações (2,49%) (Ming; Honggang; Shaolong, 2020). 

Outro gene supressor que pode estar envolvido no desenvolvimento do CM é 

o CDH1 (do inglês, Cadherina-epitelial 1), gene que codifica a E-caderina, molécula 

de adesão celular que atua na manutenção da integridade dos tecidos epiteliais em 

células fisiologicamente sadias. Quando mutados os genes de CDH1 levam a uma 

expressão reduzida de E-caderina, o que ocasiona a perda da adesão celular em 

consequência de alterações na motilidade celular, permitindo que as células 

neoplásicas invadam os tecidos próximos, estabelecendo metástases (Chong; 

Sankavaram; Freeke, 2011; Schrader et al., 2011; Benusiglio et al., 2013). 

Mutações adicionais também envolvem os genes: I) STK11/LBK1 (do inglês, 

Serine/Threonine Kinase 11/LKB1), associados à positividade do receptor de 

estrogênio (Luo; Zang; Guo, 2010); II) TP53 (do inglês, Tumor Protein 53), gene 

supressor tumoral que codifica a transcrição da proteína p53 (do inglês, Protein 53), 

um fator de transcrição regulador de processos críticos envolvendo o ciclo celular, a 

apoptose e o reparo do DNA (Kastenhuber; Lowe, 2017); III) AR, gene que codifica o 

receptor de andrógeno (Anestis et al., 2020); e IV) BARD1, CHECK2, FGFR2, 

RAD51 e MAP3K1, genes que estão envolvidos com o reparo do DNA, 

processamento de RNA, transcrição, regulação do ciclo celular e apoptose (Jara- 

Palomares et al., 2017). 

2.1.3 Sintomas e diagnósticos 
 

Geralmente o CM se apresenta como um nódulo indolor (Organização 

Mundial da Saúde, 2021), sintoma que é o mais comum entre mulheres e possui um 

valor prognóstico relativamente elevado para a malignidade (Redaniel et al., 2015). 

Entretanto, 90% das massas mamárias são de natureza benigna, constituindo 
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fibroadenomas, cistos e/ou alterações fibrocísticas (Organização Mundial da Saúde, 

2021). 

O nódulo mamário ou axilar proveniente do CM tem características únicas, 

podendo apresentar-se imóvel ou fixo, e com um formato consistente ou irregular 

(Fonseca et al, 2019). Além disso, outras anormalidades são frequentemente 

relatadas, tais como a presença de secreção ou inversão no mamilo, alterações na 

pele (eritema, covinhas, corrosão, ulceração, casca de laranja) e na mama (dor, 

inchaço, alterações na forma e tamanho) (Figura 4). Anormalidades mamárias não 

específicas, como a perda de peso, dor axilar, dor musculoesquelética, falta de ar, 

fraqueza, entre outros também são observadas (Katsura et al., 2022). 

 
Figura 4. Sintomas do câncer de mama. 

 

Fonte: OMS, 2021. 

 
 

Nos homens o tumor se desenvolve logo abaixo do mamilo, onde estão 

localizados os ductos mamários rudimentares, portanto os mamilos tendem a serem 

afetados mais cedo nos homens quando comparado às mulheres, que geralmente 

mostram um desenvolvimento inicial do tumor no quadrante superolateral da mama 

(Joshi et al., 1996). 

Para o diagnóstico mais acertivo é imprescindível o exame clínico das 

mamas. Durante o exame devem ser avaliadas as mamas, o tórax, as axilas e os 



31 
 

 
 

 

linfonodos (Saslow et al., 2004). O exame clínico é composto inicialmente pela 

inspeção, momento no qual o profissional médico avaliará visualmente a pele em 

busca de alterações específicas. Em seguida é realizada a palpação das margens 

superior para inferior, assim como da medial para a lateral de cada mama, além dos 

linfonodos axilares e supraclaviculares, possibilitando que o profissional observe 

diferenças no tecido mamário (Klein, 2005). 

Os pacientes que apresentarem alguma evidência de comprometimento dos 

linfonodos ou mama devem ser submetidos a exames de imagens (Cardoso, 

Kyriakides, Ohno, 2019), entre eles os mais solicitados são a mamografia e a 

ressonância magnética (Silva et al., 2023). A mamografia, primeiro exame de 

imagem realizado, é uma radiografia da mama que pode revelar anormalidades 

benignas ou malignas. É realizada pela aplicação da radiação através da mama, 

pós-compressão entre duas placas, para produzir uma imagem de raio-x (Bhan, 

2013). Mesmo sendo o exame de imagem mais requisitado para o diagnóstico, a 

mamografia apresenta limitações em mulheres com tecidos mamários densos, 

nestes casos utiliza-se o ultrassom como método complementar para rastrear áreas 

não visualizadas pela mamografia (Sridharan et al., 2015). Por outro lado, a 

ressonância magnética da mama é uma técnica não invasiva e não ionizante, que 

utiliza ondas de radiofrequência de baixa energia e um campo magnético para gerar 

imagens detalhadas das estruturas internas da mama (Graves, Zhu, 2015), 

permitindo mensurar o tamanho do câncer e/ou localizar tumores metastáticos 

(Jethava et al., 2015). 

Conforme a necessidade podem ser utilizados outros métodos para definir o 

prognóstico e condutas, como a avaliação histopatológica das amostras de biópsia e 

a citologia (Koh e Kim, 2019). A biópsia do linfonodo sentinela (BLS) é um método 

inovador e minimamente invasivo utilizado para determinar se houve metástase em 

pacientes com câncer de mama em estágio inicial. Dependendo da presença de 

metástase no linfonodo, a BLS é geralmente realizada para escolher a abordagem 

terapêutica mais adequada (Lyman et al., 2016). Já a citologia é uma técnica menos 

invasiva que a biópsia, que utiliza as secreções mamárias obtidas geralmente a 

partir da punção aspirativa por agulha fina (PAAF) de lesões palpáveis ou 

impalpáveis para investigar a presença de células neoplásicas nas amostras (Bree, 

2002). 
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De maneira geral a detecção precoce da doença é essencial para um 

tratamento eficaz e um prognóstico favorável, pois pacientes com tumores menores 

no momento do diagnóstico apresentam uma probabilidade significativamente menor 

de mortalidade e uma maior taxa de sobrevivência (Bhushan; Gonsalves; Menon, 

2021). 

2.1.4 Características e classificações 
 

Embora o câncer seja representado por um grupo grande e heterogêneo de 

tumores malignos, estes apresentam características semelhantes, uma vez que as 

células neoplásicas adquirem um conjunto de capacidades funcionais durante o 

processo de carcinogênese que as distinguem de células sadias. Essas 

características foram denominadas de “marcas do câncer” (do inglês: Hallmarks of 

cancer) (Figura 5), são estas: sinalização proliferativa sustentada; fuga de 

supressores do crescimento; reprogramação epigenética não mutacional; evasão da 

destruição imune; habilitação para imortalidade replicativa; inflamação promotora do 

tumor; microbiomas polimórficos; ativação da invasão e metástase; indução ou 

acesso à angiogênese; senescência celular; instabilidade genômica e mutação; 

resistência à morte celular; desregulação do metabolismo celular; e desbloqueio da 

plasticidade fenotípica (Hanahan, 2022). 
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Figura 5. Características do câncer 
 

 
Fonte: Adaptado de Hanahan, 2022. 

 

As variações genéticas adquiridas resultam em uma heterogeneidade de 

genótipos/fenótipos no câncer de mama, apresentando um desafio na classificação 

desta neoplasia como uma doença única, devido à sua natureza multifatorial. Essa 

complexidade heterogênea é evidente tanto em variações espaciais quanto 

temporais (Keenan; Tolaney, 2020). A heterogeneidade espacial refere-se às 

diferenças nas características fenotípicas, epigenéticas e genômicas presentes 

dentro de um único tumor. Já a heterogeneidade temporal abrange as disparidades 

observadas entre tumores primários e metástases, ou entre diferentes locais 

metastáticos, ao longo da progressão tumoral (Yu et al., 2021; Bonacho, Rodrigues; 

Liberal, 2019). 

Para classificar o CM é necessária a análise de sua estrutura 

multidimensional, incorporando as classificações histopatológicas, as características 

clínicas e a análise molecular avançada. Pela histologia, os tumores podem ser 

classificados como carcinoma in situ e carcinoma invasivo (Figura 6) (Nolan; 

Lindeman; Visvader, 2023). De acordo com Pasqualini et al. (2021), eles podem ser 

subdivididos em: I) carcinoma ductal in situ: se refere a tumores localizados que 
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afetam os ductos mamários; II) carcinoma ductal invasivo: caracterizado pela 

capacidade de romper os ductos mamários e invadir os tecidos adjacentes. Estes 

tumores geralmente possuem pelo menos um receptor hormonal em sua superfície; 

III) carcinoma lobular in situ: originam-se nas glândulas produtoras de leite e não 

produzem metástases; e IV) carcinoma lobular invasivo: originam-se nos lóbulos 

mamários e podem atingir outros tecidos. Geralmente apresentam receptores de 

estrogênio e progesterona, mas não superexpressam a proteína HER2. Ademais, o 

carcinoma tem como subtipo o adenocarcinoma que é desenvolvido nas células 

glandulares da mama, apresentam-se como o tipo mais comum de carcinoma uma 

vez que tanto os ductos quanto os lóbulos são compostos por células glandulares 

ductal ou lobular (Kashyap et al., 2022). 

Figura 6. Carcinoma in situ e carcinoma invasivo 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

Além disso, o CM ainda pode ser classificado de acordo com a presença ou 

ausência de receptores, os quais ao serem ativados pelos ligantes específicos 

sinalizam vias que mantém o crescimento tumoral. Os receptores mais conhecidos 

são os I) hormonais (RH), que respondem aos hormônios estrogênio e/ou 

progesterona, e os II) receptores para a proteína HER2 (receptor 2 do fator de 

crescimento epidérmico humano), proteína envolvida na proliferação de células 

epiteliais (Nagini, 2017). A partir dessa classificação o CM pode ser diferenciado em 

quatro sub-grupos moleculares com perfis genéticos próprios: I) Luminal A e II) 

Luminal B: tumores que se caracterizam pela superexpressão de receptores 

hormonais (estrogênio e/ou progesterona), mas com ausência da superexpressão da 

proteína HER2 (HER2 negativo). O subtipo Luminal A exibe um crescimento lento 

das células tumorais, enquanto o subtipo Luminal B diferencia-se do anterior por 

possuir características mais agressivas, incluindo a presença de um marcador de 

índice de proliferação chamado ki67, o qual reflete a velocidade de proliferação das 
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células neoplásicas (Gao; Swain, 2018); III) HER2 +: não superexpressa os 

receptores hormonais, mas apresenta superexpressão dos receptores para a 

proteína HER2 (HER2 positivo); e IV) Triplo negativo: não apresentam ambos os 

receptores hormonais (estrogênio e/ou progesterona), nem os receptores para a 

proteína HER2 (Nagini, 2017; INCA, 2023; FEMAMA, 2023) (Tabela 1). 

 
Tabela 1. Classificação dos subtipos moleculares de câncer de mama 

 

 

Biomarcadores 
moleculares 

 
SUBTIPOS 

 

 
Luminal A Luminal B HER2 + Triplo negativo 

Estrogênio ER + ER + ER- ER- 

Progesterona PR + PR + PR - PR - 

Receptor HER2 HER2 - HER2 - HER2 + HER2 - 

 
ER: Receptor de estrogênio; PR: Receptor de progesterona; HER2: Receptor 2 do fator de 
crescimento epidérmico humano. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

Os hormônios e seus receptores são responsáveis por diversas funções 

biológicas que em conjunto mantêm a homeostase celular (Asavasupreechar et al., 

2020). Estima-se que aproximadamente 70% dos cânceres de mama expressem 

receptores hormonais (Clark; Osborne; Mcguire, 1984). De acordo com Mallepell et 

al. (2006) o estrogênio e a progesterona são os principais hormônios esteroides 

proliferativos no epitélio mamário que sinalizam o desenvolvimento da glândula 

mamária e também desempenham um importante papel no desenvolvimento e 

progressão do câncer de mama. 

O CM triplo negativo é o único subtipo molecular que não possui receptores 

para os hormônios (progesterona e/ou estrogênio) e não superexpressam a proteína 

HER2 (Shi et al., 2018), utilizando a via PI3K/AKT/mTOR para se desenvolver 

(Janku; Yap; Meric-Bernstam, 2018). Este subtipo representa 10–20% dos CM 

invasivos, sendo biologicamente e clinicamente mais agressivo, com células 

tumorais extremamente proliferativas e de pior prognóstico (Kumar; Aggarwal, 2015). 
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Além disso, sabe-se que os cânceres HER2+ são menos responsivos às 

terapias atuais e apresentam maior probabilidade de recorrência do que os tumores 

HER2- ou receptores hormonais positivos (Karim et al., 2023). Neste contexto, 

BRCA1 (do inglês, Breast cancer 1) foi bem caracterizado como um gene de 

suscetibilidade para o CM triplo negativo (Shimelis et al., 2018), bem como as 

variantes patogênicas BRIP1 , BARD1 , RAD51C e PALB2, que foram descritas com 

maior frequência em comparação com outros subtipos de câncer (Laraqui et al., 

2021). 

A seguir será descrito brevemente algumas das principais características e as 

vias de sinalização ativadas por estes receptores (receptores hormonais e HER2) 

envolvidos no CM. 

 
2.1.4.1 Receptores de estrogênio (ER) 

Os receptores de estrogênio (ER) pertencem à superfamília de receptores 

esteroides e nucleares, que quando ativados por estrogênio medeiam e regulam 

vários processos fisiológicos tais como: desenvolvimento de órgãos sexuais, 

mobilização de colesterol, sistema cardiovascular, gravidez entre outros (Begam; 

Jubie;Nanjan, 2017; Asavasupreechar et al., 2020). Com base em genes específicos 

localizados nos cromossomos eles são subdivididos em receptores de estrogênio 

alfa (ERα, também conhecidos como ESR1) e receptores de estrogênio β (ERβ, 

também conhecidos como ESR2). ERα é o receptor de estrogênio mais conhecido e 

está presente na glândula mamária, localizado predominantemente no núcleo, 

podendo, no entanto, se mover entre este compartimento e o citoplasma, onde atua 

por duas vias principais, a via genômica e a não genômica (Edwards, 2005; Khan et 

al., 2022) (Figura 7). 

Na via genômica, o estrogênio (E2) se liga ao ERα, promovendo uma 

mudança conformacional que ativa o receptor. O ERα ativado se dimeriza e é 

translocado para o núcleo, onde recruta co-repressores transcricionais (Shiau et al., 

1998) e interage com fatores de transcrição ou com elementos reguladores 

específicos, tais como os elementos de resposta ao estrogênio (EREs) e os 

elementos responsivos ao soro (SREs) (Frasor et al., 2003; Stender et al., 2010). 

Por meio dessa via o ERα regula a transcrição de uma ampla gama de genes 

envolvidos no crescimento e na diferenciação celular. Em células sadias, por 

exemplo, contribui para o desenvolvimento  e a manutenção do tecido mamário 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/brip1
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bard1
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rad51c
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/palb2
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/physiological-process
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/estrogen-receptor-alpha
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/estrogen-receptor-alpha
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/estrogen-receptor-beta
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durante o ciclo menstrual e na gravidez. Já nas células tumorais ERα regula a 

expressão de genes envolvidos no ciclo celular, na proliferação e na apoptose, tais 

como MYC, ciclina D1, FOXM1, GREB1, BCL2, IGF-1 e CXCL12, que possuem 

potencial oncogênico, levando ao aumento de células cancerígenas e ao risco de 

danos no DNA em resposta aos estrogênios (Harbeck et al., 2019) (Figura 7). 

Figura 7. Vias genômica e não genômica do receptor de estrogênio alfa (ERα) 
 

Vias genômicas e não genômicas do ERα. A ativação de ERα ocorre após a ligação de estrogênio 
(E2) ou fosforilação (P) por cinases celulares. A estimulação do receptor do fator de crescimento (GF) 
leva à sua translocação para o núcleo. Lá, o homodímero de ERα se liga ao DNA direta ou 
indiretamente, por meio de elementos responsivos ao estrogênio (EREs), ou através de fatores de 
transcrição, como AP1 ou SP1, que se ligam ao DNA por meio dos elementos responsivos ao soro 
(SREs). Esta é a chamada ação genômica de ERα, que leva à regulação da transcrição de genes 
alvo. ERα também pode estar ancorado à membrana e interagir com proteínas G (Ga) ou receptores 
GF. A ativação de ERα também desencadeia a produção de segundos mensageiros (como o 
monofosfato de adenosina cíclico, AMPc) e estimula vias de sinalização envolvendo PI3K/AKT ou 
Ras/MAPK, por exemplo. Essa atividade não genômica do ERα eventualmente leva à ativação de 
fatores de transcrição (FTs) envolvidos na regulação da proliferação e sobrevivência celular. 
Fonte: Adaptado de Clusan et al., 2023. 

 

Na via não genômica o E2 se liga ao ERα citosólico e forma um complexo 

citoplasmático com algumas proteínas, como a Src (do inglês, proto-oncogene 

tyrosine-protein kinase Src) e a PI3K (fosfoinositídeo 3-cinase), desencadeando a 

ativação das vias das MAPK (cinases ativadas por mitógenos) e de AKT (proteína 

cinase B) (Cabodi et al., 2004), que estão envolvidas com a proliferação, 

sobrevivência e migração celular (Acconcia; Barnes; Kumar, 2006; Song; Zhang; 

Citoplasma 
Núcleo 
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Santen, 2005). O E2 também pode ativar uma proteína transmembrana chamada 

GPER (do inglês, G protein-coupled estrogen receptor 1), que está presente em 

diversos tecidos como no fígado, no tecido adiposo e nas glândulas mamárias 

(Varricchio et al., 2007), cuja expressão também vem sendo relatada em vários tipos 

de câncer de mama (Xu et al., 2022). A estimulação dessa proteína pela E2 

desencadeia o aumento nas concentrações de AMPc (monofosfato de adenosina 

cíclico) (Luo; Liu, 2020) e a mobilização de cálcio intracelular, resultando na ativação 

das vias de PI3K/Akt e Ras/MAPK, as quais regulam genes envolvidos na 

proliferação e sobrevivência celular (Chan et al., 2019) (Figura 7). Por fim, estudos 

demonstraram que as vias genômica e não genômica estão conectadas (Larosa et 

al., 2012; Acconcia; Marino, 2003; Pedram et al., 2002), indicando que há uma 

convergência  de  sinalização  em  elementos  e/ou  genes  alvo  do  E2  (Björnströ; 

Sjöberg, 2005). 

2.1.4.2 Receptores de progesterona (PR) 

Os receptores de progesterona (PR) são membros da superfamília de fatores 

de transcrição do receptor nuclear, localizados no citoplasma como um complexo de 

chaperona multiproteica que funciona de maneira dependente e/ou independente de 

ligante (Scarpin et al., 2009). Possuem duas isoformas PRα e PRβ, que são 

codificadas pelo mesmo gene localizado no cromossomo 11 (11q22-q23) e 

transcritas por promotores distintos induzidos por E2. Portanto, acredita-se que os 

PRs sejam alvos diretos dos ERs (Anderson, 2002). 

Os PRs apresentam duas vias de sinalização, denominadas de vias clássica e 

não clássica (Figura 8). Na sinalização clássica (Figura 8-A) a progesterona se liga 

ao receptor, promovendo uma mudança conformacional que induz a dissociação da 

proteína de choque térmico (HSP) e dimerização do PR. O complexo ligante- 

receptor liga-se a um elemento de resposta da progesterona (PRE), ativando a 

transcrição gênica de alvos efetores a jusante, tais como as proteínas ciclina D1 

relacionada com a regulação do ciclo celular (JIA et al., 2024) e RANKL (Ativador do 

receptor do ligante do fator nuclear kappa-B"), envolvida na diferenciação dos 

osteoclastos (Yokota, 2023). 
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Figura 8. Sinalização clássica e não clássica dos receptores de progesterona (PR) 
 

Visão geral das ações da progesterona por meio da sinalização clássica e não clássica. (A) A 
sinalização clássica induzida pela ligação da progesterona aos seus receptores (PR) leva à 
dissociação da proteína de choque térmico (HSP), dimerização de PR, ligação do elemento de 
resposta à progesterona (PRE) e transcrição de alvos efetores a jusante, como ciclina D1 e RANKL. 
(B) A rápida ativação não clássica de progesterona de ações proximais à membrana no proto- 
oncogene tirosina-proteína Src (c-Src), na proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) e na 
proteína quinase B (AKT), promove a fosforilação de PR e a ligação à fatores de transcrição que 
transcrevem os genes das proteínas WNT-1, ciclina D1, EGFR e p21. (C) Os progesterona iniciam a 
sinalização não clássica dos receptores de progesterona de membrana (mPRs) e do componente 1 
da membrana do receptor de progesterona (PGRMC1), ativando alvos a jusante (como exemplo, a 
proteína quinase C (PKC); a proteína quinase A (PKA); o monofosfato de guanosina cíclico (cGMP) e 
AKT), levando ao influxo de Ca 2+ , proliferação e sobrevivência celular. 

Fonte: Adaptado de Pedroza, Subramani e Lakshmanaswamy (2020). 

 
 

Na sinalização não clássica (Figura 8-B), a progesterona ativa vias de 

sinalização importantes, como as vias MAPK e AKT, que promovem a proliferação e 

o crescimento das células tumorais. Quando a progesterona se liga ao seu receptor 

(PR), ocorre a ativação da proteína c-Src e a fosforilação do PR na posição Ser345, 

um processo regulado pela via MAPK. Essa fosforilação aumenta a ativação de 

STAT (transdutor de sinal e ativador da transcrição) mediada pela prolactina. A 

ativação de STAT por sua vez estimula a transcrição do WNT-1, um proto-oncogene 

que pode contribuir para o desenvolvimento de câncer (Leehy et al., 2018) 

Ademais, na via não clássica, a progesterona também apresenta a 

capacidade de se ligar à receptores presentes nas membranas celulares, 

Núcleo 

Citoplasma 

Proliferação e 

sobrevivência 

celular 

Progesterona 
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denominados de “receptores de progesterona de membrana” (mPRs) (Figura 8-C). 

Alguns desses receptores possuem 7 domínios transmembranares e são 

semelhantes a proteína G (GPCRs) (Valadez-Cosmes et al., 2016), enquanto outros 

se apresentam como um único tipo de proteína de domínio transmembrana 

conhecida como “componente de membrana do receptor de progesterona 1 e 2” 

(PGRMC1 e PGRMC2) (Cahill, 2007). Quando a progesterona se liga aos mPRs 

ativa várias vias de sinalização, incluindo as MAPKs, logo o influxo de cálcio (Ca²⁺) 

dentro da célula e as cascatas de sinalização resultantes desencadeiam respostas 

celulares críticas envolvendo a regulação do crescimento e da proliferação celular 

(Ashley et al., 2006; Hanna et al., 2006; Karteris et al., 2006). 

2.1.4.3 Receptores HER2 

HER2, uma proteína da família HER, são receptores transmembrana do fator 

de crescimento tipo II e constitui um oncogene em células de câncer de mama 

HER2-positivo (Moasser, 2007). Essa proteína tem potencial tumorigênico quando 

superexpressa, o que ocorre por meio da sua amplificação genética ou desregulação 

transcricional (Figueiredo et al., 2022). É relatado na literatura que células HER2+ 

(OH; BANG, 2019) apresentam 25-50 cópias do gene HER2 e um aumento de 40- 

100 vezes na expressão da proteína HER2, resultando em até 2 milhões de 

receptores expressos na superfície dos tumores de mama (Moasser, 2007). 

HER2 induz a tumorigênese por uma série de sinalizações (Figura 9). A 

atividade dessa proteína não depende de sua ligação direta com ligantes 

(Sliwkowski, 2003 ). Quando superexpresso HER2 apresenta uma conformação 

constitutivamente aberta, o que permite a interação com RTK (receptor de tirosina 

cinase) disponíveis (Cho et al., 2003), tais como o EGF (fator de crescimento 

epidérmico). Assim, o EGF se liga ao seu receptor (EGFR), induzindo a formação de 

dímeros com HER2, o que resulta na fosforilação de resíduos de tirosina e na 

transdução de sinais, desencadeando a ativação de diversas vias de sinalização 

(por exemplo: PI3K/AKT, RAS/MEK/MAPK, JAK/STAT e PKC), que promovem 

distintos efeitos relacionados à proliferação, diferenciação, invasão celular, 

angiogênese, entre outros (Najjar et al., 2022). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3021475/#R171
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Figura 9.Via de sinalização HER2 

HER2 é ativado após heterodimerização com outra família de receptores EGFR ativados ou por 
heterodimerização com receptores HER2 ativados. A dimerização do receptor leva à fosforilação de 
resíduos de tirosina e à transdução de sinais. PI3K/AKT, RAS/MEK/MAPK, JAK/STAT e PKC são as 
vias de sinalização mais comuns por meio das quais várias cascatas a jusante são ativadas, 
promovendo vários efeitos, incluindo proliferação celular, sobrevivência, diferenciação, angiogênese e 
invasão. Além disso, PI3K/AKT ativado também leva à degradação do inibidor do ciclo celular 
p27 Kip1 e, portanto, promove a progressão do ciclo celular. 
EGF: fator de crescimento epidérmico; HB-EGF: fator de crescimento epidérmico de ligação à 
heparina; TGF: fator de crescimento tumoral; NRG: neuregulina. 

Fonte: Adaptado de Najjar et al. (2022). 

 

 
2.1.5 Tratamento 

 

De maneira geral, a terapia utilizada para o tratamento do câncer de mama é 

baseada no seu subtipo molecular (Shien; Iwata, 2020). Quando o diagnóstico é 

realizado nos estágios iniciais da doença a primeira opção é a cirurgia, que consiste 

na retirada do tumor. No CM a cirurgia pode ter duas abordagens: I) a mastectomia: 

consiste na retirada total da mama, incluindo todo tecido mamário e às vezes tecidos 

adjacentes; e a II) Lumpectomia, mastectomia parcial ou cirurgia conservadora da 

mama: essa abordagem envolve a retirada do segmento que contém o tumor 

mamário, com uma região de tecido normal circundante como margem de segurança 

(Schnitt; Moran; Giuliano, 2020). 

Além do procedimento cirúrgico, caso seja necessário utiliza-se também a 

radioterapia (Kaur; Bhardwaj; Gupta, 2023). A radioterapia baseia-se no uso de 
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radiações de alta energia (como raios-X e raios gama), que são aplicadas em toda a 

mama ou em uma parte da mesma (após a lumpectomia, por exemplo), na parede 

torácica (após a mastectomia) e/ou em linfonodos regionais (Boyages, 2017). Essa 

terapia pode ser utilizada para tratar todos os subtipos de CM, mas tem maior 

aplicabilidade no subtipo triplo negativo, uma vez que esse subtipo não possui uma 

terapia personalizada (Feng et al., 2018). 

Existem ainda modalidades terapêuticas mais atuais e personalizadas, como 

a imunoterapia (Silva, et al., 2014), terapia hormonal (Chlebowski; Manson, 2022) e 

terapia alvo (Ye et al., 2023). 

A imunoterapia tem como mecanismo de ação induzir o sistema imunológico 

do próprio paciente para que reconheça e elimine o tumor maligno, escapando das 

barreiras imunossupressoras desenvolvidas pelo câncer (Syn et al., 2017). Nesta 

terapia são utilizadas abordagens baseadas na transferência de células T, anticorpos 

monoclonais, vacinas de tratamento, moduladores imunológicos e inibidores dos 

pontos de controle (checkpoints) imunológicos, com o objetivo de ativar as respostas 

das células efetoras do sistema imune e provocar a morte celular. Como exemplos 

de imunoterapicos já usados na clínica pode-se citar os antagonistas do ligante de 

morte celular programada-1/morte programada-1 (PD-1/PD-L1) (como Avelumab, 

Atezolizumab, Tezolizumab e Pembrolizumab), ligantes da proteína 4 associada a 

linfócitos T citotóxicos (CTLA-4), (como Tremelimumab e Ipilimuma), que são 

utilizados para tratar os cânceres de mama triplo negativo (TN), Hormônio positivos 

(ER+ ou PR+) e HER2 negativo (HER2−) (Loibl et al., 2021; Márquez-Garbán et al., 

2019; Emens, 2018). 

O CM HER2+ também pode ser tratado utilizando anticorpos monoclonais, 

tais como o trastuzumab (Herceptin), trastuzumab-DM1 (T-DM1) e pertuzumab. O 

trastuzumab é usado como tratamento de primeira linha nesse tipo de CM e vem 

sendo inserido em monoterapia ou em combinação com a quimioterapia. O uso 

desse anticorpo monoclonal tem demonstrado resultados promissores, favorecendo 

a resposta imune por intermédio da ativação de células T, células natural killers e 

macrófagos, produzindo efeitos antitumorais citotóxicos em pacientes acometidos 

com esse tipo de câncer (Schneble; Jinga; Peoples, 2015). 

A Terapia hormonal é utilizada nos tipos de tumores hormônio dependentes. 

Esses medicamentos agem de forma sistêmica, diminuindo a capacidade de 

liberação e produção desses hormônios, ou bloqueando a ligação destes com seus 
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receptores, privando as células neoplásicas dos estímulos necessários para sua 

proliferação (Deli; Orosz; Jakab, 2020). Essa modalidade geralmente é utilizada 

como terapia neoadjuvante, sendo aplicada antes da retirada do tumor (Korde et al., 

2021). 

No CM, a terapia hormonal é empregada para tratar pacientes positivos aos 

receptores hormonais (RH), dos subtipos Luminal A e Luminal B (Wang; Minden, 

2022). Os receptores de estrogênio têm sido modulados pelo uso de antiestrogênios, 

que compreendem principalmente os Moduladores Seletivos do Receptor de 

Estrogênio (SERMs) e os Reguladores Seletivos do Receptor de Estrogênio 

(SERDs), tais como o Tamoxifeno, Toremifeno, Raloxifeno e o Fulvestrant (Patel; 

Bihani, 2018). Os inibidores de aromatase (Ais) também são empregados, os quais 

atuam por meio da inibição da conversão de andrógenos em estrogênios (Goldstein, 

2021; Chakraborty, 2022). Contudo, o uso dessa terapia pode apresentar alguns 

efeitos colaterais, que limitam a sua aplicabilidade, prejudicando tecidos/orgãos 

vitais presentes no osso, coração e cérebro, por exemplo, uma vez que o estrogênio 

desempenha papéis importantes nesses locais (Wang; Minden, 2022). 

A terapia alvo atua na destruição seletiva das células tumorais, reconhecendo 

alvos moleculares específicos nas células transformadas que promovem seu 

crescimento, disseminação e capacidade proliferativa (Baudino, 2015). Os tipos mais 

comumente utilizados atualmente compreendem os anticorpos monoclonais e os 

inibidores de pequenas moléculas (Cao; Niu, 2020). No tratamento do CM já tem 

sido utilizado: I) inibidores de PI3K/AKT/mTOR, que inibem a via mTOR (como 

exemplo a Metformina e Demetoxicurcumina); II) inibidores de PARP (Olaparib, 

Talazoparib, Veliparib, Iniparib); III) inibidores de mTOR (Everolimus); IV) inibidores 

de pan-PI3K (por exemplo, Buparlisib, Alpelisib, Pictilisib, Taselisib); e V) inibidores 

de CDK4/6 (Palbociclib, Ribociclib, Abemaciclib) (Faria et al., 2019; Cao, et al., 2019; 

Cortesi; Rugo; Jackisch, 2021; Moreau-Bachelard et al., 2023; Glaviano et al., 2023; 

Zhang et al., 2024). 

Como relatado, estas terapias se mostram promissoras por serem alvo- 

dirigidas e personalizadas, contudo, ainda não são acessíveis para o tratamento da 

grande maioria dos pacientes devido ao seu alto custo (Mailankody; Prasad, 2015; 

Prasad; Jesus; Mailankody, 2017; Seiger et al., 2020). Neste contexto, a 

quimioterapia apresenta-se como a primeira opção para o tratamento de vários tipos 

de câncer (Galmarin et al., 2012). Baseia-se no tratamento sistêmico, ou seja, no 
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uso de medicamentos que atuam na circulação sanguínea e consequentemente 

afetam as células sadias e neoplásicas em todos os tecidos do corpo (Pereyra et al., 

2019). O tratamento sistêmico varia em terapia adjuvante (após a retirada cirúrgica) 

e neoadjuvante (antes da retirada cirúrgica) (Shien; Iwata, 2020; Viale et al., 2008). 

De acordo com o seus mecanismos de ação os quimioterápicos podem ser 

divididos em: I) agentes alquilantes, tais como a ciclofosfamida e as nitrosureias 

(carmustina, lomustina e estreptozocina) (Sauter; Gillingham, 2018), que atuam por 

meio da ligação de grupos alquil à diferentes partes do DNA (Peng; Pei, 2021); II) 

antimetabólitos, por exemplo o 5-fluoracil e o metotrexato, que agem inibindo a 

enzima timidilato sintase, bloqueando a síntese de DNA nas células neoplásicas, 

(Brandes et al., 2016); III) inibidores da topoisomerase, tais como o topotecano 

(Beretta et al., 2013) e o irinotecano (Hart et al., 2021), que impedem a ação das 

enzimas topoisomerases I e II durante a replicação (You; Gao, 2019); IV) inibidores 

do fuso mitótico, como o paclitaxel, docetaxel, taxano e os alcaloides da vinca 

(vincristina e vimblastina), que atuam inibindo a função dos microtúbulos do fuso 

mitótico, levando à morte celular (Asma et al., 2022; Sinha; Duijf; Khanna, 2019; 

Chin et al., 2022); e os V) antibióticos antitumorais, como a daunorrubicina, 

doxorrubicina, e epirrubicina, que impedem o complexo da topoisomerase II, inibindo 

a replicação celular (Apetoh et al., 2015; Mayer; Tardi; Louie, 2019). 

A combinação terapêutica vem sendo utilizada a séculos e o uso da 

quimioterapia combinada com outras terapias oferece vantagens como a chance de 

melhorar a eficácia e a diminuição do desenvolvimento de resistência aos 

medicamentos (Foucquier; Guedj, 2015). A quimioterapia combinada pode ser 

utilizada para tratar todos os subtipos de CM e deve ser escolhido de acordo com as 

características biológicas de cada subtipo (Fisusi; Akala, 2019). Os regimes de 

quimioterapia combinada a outra terapia são classificados como primeira, segunda e 

terceira geração, com diferentes combinações de fármacos e ciclos de 

admnistrações, conforme evidenciado no Quadro 1. 
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Quadro 1. Classificação dos regimes de quimioterapia utilizada para tratar o câncer 
de mama 

 

Geração Regime 

Primeira geração CMFx6, ACx4, FEC50x6 

Segunda geração FEC100x6, CAFx6, FACx6 

ACx4- Tx4 

DCx4, Ex4- CMFx4 

Terceira geração FECx4- Dx3, FECx4- Tx8 

DACx6 

ACx4- Tx4 de dose densa 

ACx4- paclitaxel semanal 

ACx4- docetaxel 

CMF: Ciclofosfamida, metotrexato, 5-fluorouracil; AC:Doxorrubicina, ciclofosfamida; FEC50: 5- 
fluorouracil, epirrubicina (50 mg), ciclofosfamida; FEC100: 5-fluorouracil, epirrubicina (100 mg), 
ciclofosfamida; AC-T: Doxorrubicina; ciclofosfamida e paclitaxel; DC: Docetaxel, ciclofosfamida; CAF: 
Ciclofosfamida, doxorrubicina, 5-fluorouracil; FAC: 5-fluororacil, doxorrubicina, ciclofosfamida; DAC: 
Docetaxel, doxorrubicina, ciclofosfamida; T: paclitaxel; D:Docetaxel; E: Epirrubicina. 

Fonte: Adaptado de Anampa; Makower; Sparano (2015). 
 

No entanto, a quimioterapia apresenta limitações que comprometem o 

sucesso terapêutico, o que é evidenciado em pacientes com resistência aos 

quimioterápicos, envolvendo mecanismos que reduzem a absorção ou induzem o 

efluxo desses agentes. Além disso, por agirem de forma sistêmica provocam a 

destruição de células sadias, toxicidade e diversos efeitos colaterais (Mondal; 

Panigrahi; Khuda-Bukhsh, 2014; Hussein, 2024). Por isso a pesquisa por novos 

agentes antitumorais tem sido constante, objetivando identificar novas moléculas 

que atuem de forma seletiva nas células neoplásicas, minimizando os efeitos tóxicos 

destas terapias (Stine et al., 2022). 

2.2 Ciclo celular e o câncer de mama 
 

A manutenção da homeostase dos tecidos é controlada por dois processos 

fisiológicos principais, a divisão e a morte celular, que quando desregulados são 

responsáveis pelo desenvolvimento de células alteradas e com intenso potencial 

proliferativo (Piezzo et al., 2020). 

O ciclo celular é a sequência de eventos coordenada por diversas moléculas 

que monitoram continuamente as células em processos que envolvem a 

diferenciação, replicação do genoma, divisão e proliferação (Chinzei et al., 2015). 
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Essa sequência consiste em duas etapas principais: (1) a intérfase (subdividida nas 

fases G1, S e G2), etapa onde ocorre o crescimento celular e a duplicação do 

material genético, e a (2) mitose ou fase M, caracterizada pela divisão celular 

propriamente dita, culminando com a formação de duas células filhas idênticas (Tan; 

Duncan; Slawson, 2017). 

A maioria das células diferenciadas dos tecidos adultos sadios é mantida em 

um estado de dormência denominado G0, caracterizado pela ausência de atividade 

proliferativa, embora as células estejam metabolicamente ativas. Este período pode 

ser transitório e reversível (quiescência) ou permanente (senescência), resultando 

neste último caso na morte celular (Piezzo et al., 2020). Caso as células quiescentes 

recebam estímulos mitogênicos para se dividirem elas poderão iniciar um novo ciclo 

celular. A primera fase, denominada G1 (do inglês, gap 1), é caracterizada pelo 

aumento do tamanho e do metabolismo celular. Genes de diferentes moléculas 

envolvidas no controle das etapas seguintes do ciclo estão sendo transcritos. 

Posteriormente, o material genético das células será sintetizado na fase S. A 

próxima etapa é chamada de G2 (do inglês, gap 2) e corresponde à fase no qual as 

células finalizam seu crescimento e sintetizam proteínas necessárias para entrar na 

última etapa, a fase M, onde ocorre a divisão celular e a formação das novas células 

(Thu et al., 2018). Ainda, nas fases Gap (G1 e G2) existem pontos de verificação 

regulatórios críticos que monitoram a integridade deste processo e determinam se 

as células poderão entrar na fase S e M, respectivamente (Niu; Xu; Sun, 2019). 

O ciclo celular é regulado majoritariamente por proteínas ciclinas e cinases 

dependente de ciclinas (CDKs) (Figura 10). Em células sadias quiescentes, a fase 

G1 é regulada por CDK4 e CDK6, duas serina/treonina cinases cuja atividade 

catalítica é modulada por ciclinas do tipo D (D1, D2 e D3). Esse complexo inativa a 

proteína associada ao retinoblastoma (pRb), uma importante proteína supressora 

tumoral, que atua como co-repressor transcricional e limita a expressão dos genes 

alvos de E2F, um fator de transcrição responsável pela progressão do ciclo celular. A 

hiperfosforilação de Rb pelo complexo ciclina D-CDK4/6 reduz sua afinidade por E2F 

e permite a liberação deste para transcrever os genes necessários a entrada da 

célula na fase S (Cardoso et al., 2018). 
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Figura 10. Progressão do ciclo celular mediado por ciclinas e cinases dependentes 

de ciclinas (CDKs) 

O ciclo celular consiste de uma fase onde ocorre a síntese de DNA (S) e uma fase mitótica 

(M), separada por dois intervalos ou gaps (G1 e G2), necessários ao crescimento celular. Diferentes 

complexos ciclina/CDK regulam a progressão das células pelas diferentes fases do ciclo celular. 

Fonte: Adaptado de Suryadinata et al., 2010 

De acordo com Piezzo et al. (2020) no câncer de mama é observado 

frequentemente uma desregulação do ciclo celular via ciclina D/CDK/pRb, no qual o 

complexo CDK4/6 foi identificado como principal indutor da proliferação em CM HR- 

positivo, enquanto a pRb é encontrada alterada em tumores TN e HER2+ (Jiang et 

al., 2019). Ainda, é relatado na literatura que tumores luminais e HER2+ apresentam 

os genes CCND1 (codifica a ciclina-D1), CCNE1 (codifica a ciclina E1) e CDK4 

superexpressos, modulando o processo de divisão celular e proliferação de células 

neoplásicas (Jiang et al., 2019; Rinaldi et al., 2020). 

Atualmente os inibores de CDK4/6, como exemplo o palbociclib, ribociclib e 

abemaciclib, são os únicos medicamentos ciclo-específicos aprovados para o 

tratamento do CM, induzindo as células tumorais a entrarem em um estado de 

quiescência (Slamon et al., 2023). O conhecimento desses marcadores moleculares 

fornece uma justificativa para utilizar reguladores do ciclo celular em pacientes com 

CM, bem como aprofundar os estudos para o desenvolvimento de novos fármacos 

desta classe (Fuentes-Antrás; Bedard; Cescón, 2024). 

2.3 Apoptose e o câncer de mama 
 

A apoptose é um tipo de morte celular que regula processos fisiológicos vitais, 

tais como a diferenciação e o desenvolvimento embrionário, eliminando células 

alteradas, não-funcionais ou contendo danos irreparáveis, com o objetivo de manter 

a homeostase celular (Singh; Letai.; Sarosiek, 2019; Galimberti; Rothlin; Ghosh, 
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2019). Na carcinogênese, a apoptose pode auxiliar no controle das células que 

invadem outros tecidos, bloqueando a metástase (Ichim; Tait, 2016; Su et al., 2015), 

entretanto sabe-se que diferentes tipos de cânceres desenvolvem resistência à 

apoptose (Rathore et al., 2017; Sharma; Boise; Shanmugam, 2019), portanto, o 

estudo dessas vias de sinalização celular é importante para a busca de novos alvos 

terapêuticos no tratamento do câncer (Carneiro; El-Deiry, 2020). 

A apoptose apresenta características morfológicas específicas que incluem a 

contração celular, agregação da cromatina, fragmentação nuclear, formação de 

prolongamentos na membrana celular (blebs de membrana) e de corpos apoptóticos 

(fragmentos celulares envolvidos por membrana) (Roos; Kaina, 2013). 

Adicionalmente, também ocorrem mudanças bioquímicas características, incluindo a 

ativação de proteínas denominadas caspases, a clivagem do DNA em fragmentos 

internucleossomais, e alterações na superfície da membrana, como por exemplo, a 

externalização da fosfatidilserina, fosfolipídeo que ao ser translocado sinaliza para 

que células apoptóticas sejam reconhecidas e destruídas por fagócitos (Saraste; 

Pulkki, 2000; Shlomovitz; Speir; Gerlic, 2019). Em geral a apoptose resulta em uma 

eliminação “silenciosa” da célula, pois não há extravassamento do conteúdo 

intracelular, e consequentemente não ocorre um processo inflamatório, diferente da 

necrose, outro tipo de morte celular (Galluzzi et al., 2018). 

Esse processo pode acontecer por duas vias principais dependentes de 

proteases de cisteína que clivam seus alvos em resíduos de ácido aspártico, 

denominadas caspases: 1) via endógena, intrínseca ou mitocondrial e 2) via 

extrínseca, exógena ou induzida por receptores de morte (Campbell; Tait, 2018) 

(Figura 11). Adicionalmente, existem relatos na literatura que indicam uma via 

alternativa independente de caspases, onde a morte celular é mediada pela proteína 

formadora de poros, perforina, e por uma serina protease denominada granzima 

(Voskoboinik; Whisstock; Trapani, 2015). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8836889/#B102
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Figura 11. Vias extrínseca e intrínseca da apoptose 
 
 

A via extrínseca é iniciada pela ligação de ligantes de morte aos receptores de morte, o que ativa a 
caspase 8. A via intrínseca, regulada pela família Bcl-2, é desencadeada por estressores 
intracelulares, como danos ao DNA e estresse oxidativo, resultando na liberação do citocromo c da 
mitocôndria e na ativação da caspase 9. As duas vias convergem, em última análise, na caspase 3, 
que medeia a execução da apoptose. 

Fonte: Adaptado de Park et al. (2023). 

 

A via extrínseca da apoptose é induzida por ligantes externos, como o 

Fas/CD95 e/ou o fator de necrose tumoral (TNFα), que se ligam aos receptores de 

morte na superfície celular. Estes receptores são proteínas da superfamília de 

receptores do fator de necrose tumoral (TNF, do inglês tumor necrosis factor), que 

inclui o receptor para o próprio TNF (TNF-R1), o receptor de morte Fas (CD95 e 

APO1) e os receptores para o ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de 

necrose tumoral (TRAIL, do inglês TNF-related apoptosis inducing ligand) (Tummers; 

Green, 2017). A ativação desses receptores promove o recrutamento de pró- 

caspases iniciadoras (-8, -10 ou ambas) para formar o complexo de sinalização 

indutor de morte (DISC, do inglês death-inducing signaling complex), que ativa 

caspases executoras (geralmente a -3 e -7), as quais direcionam a célula à morte 

(Ashkenazi, 2015). Ainda, a caspase-8 também pode ativar a apoptose por uma via 

mediada por mitocôndrias, clivando a proteína Bid (do inglês, BH3 interacting 

domain death agonist), e o Bid clivado (tBid) ativa Bax (do inglês, Bcl-2 associated X 
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protein) e/ou Bak (do inglês, Bcl-2 antagonist killer 1), para mediar a liberação de 

proteínas pró-apoptóticas da mitocôndria, iniciando a apoptose (Shoshan-Barmatz; 

Arif; Shteinfer-Kuzmine, 2023). 

A ativação da apoptose também pode ocorrer em resposta à estímulos 

celulares internos, como o estresse oxidativo, fragmentação do DNA, exposição à 

radiação ou medicamentos citotóxicos, entre outros. Esses estímulos levam ao 

aumento na produção de proteínas da família Bcl-2 (do inglês, B cell Lymphoma 2) , 

como exemplo as proteínas pró-apoptóticas BH3-only (BIM, BID, PUMA, BMF, 

NOXA, BIK, BAD e HRK) (Lopez; Tait, 2015), que por sua vez se ligam às proteínas 

antiapoptóticas BCL-2, liberando efetores da apoptose como BAX e BAK. Uma vez 

liberados esses efetores oligomerizam e formam poros na membrana mitocondrial 

externa, causando a abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial 

(MPT, do inglês mitochondrial permeability transition), com consequente liberação de 

fatores apoptogênicos (como o citocromo c e as proteínas apoptóticas 

SMAC/DIABLO) a partir do interior da mitocôndria para o citosol (Uren; Iyer;Kluck, 

2017). O citocromo c se associa ao Fator 1 de Ativação de Protease Apoptótica 

(APAF-1) e à pró-caspase-9 para constituir um complexo proteico chamado 

apoptossomo. Em seguida, a pró-caspase iniciadora -9 é ativada e cliva as pró- 

caspases executoras (-3, -6, -7), que executam a apoptose através da via intrínseca 

(Singh;Letai; Sarosiek, 2019). 

As proteínas da família Bcl-2 exercem papéis críticos distintos durante o 

desenvolvimento e a função do organismo (Brinkmann et al., 2022). Os constituintes 

dessa família de proteínas podem ser classificados em três subgrupos com base em 

suas funções e na similaridade da sequência de aminoácidos. Isso inclui as 

proteínas pró-apoptóticas BH3-only (BIM, BID, PUMA, BMF, NOXA, BIK, BAD, HRK), 

as proteínas pró-sobrevivência (BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1, A1/BFL-1) e os 

efetores da apoptose (BAX, BAK, BOK). O que define se uma célula entrará em 

apoptose ou sobreviverá é a interação entre os membros dos subgrupos dessas 

proteínas (Czabotar et al., 2013; Kaloni et al., 2022). 

Em células mamárias sadias há um equilíbrio entre os processos de 

proliferação celular e apoptose para manter a homeostase celular (Parton et al., 

2001). No CM esse equilíbrio é interrompido e a via de sinalização antiapoptótica é 

ativada, ou ainda observa-se uma deficiência da via proapoptótica, culminando com 

a proliferação celular descontrolada, resistência terapêutica e recorrência de células 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8836889/#B88
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8836889/#B88
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tumorais (Mohammad et al., 2015). Neste contexto, alguns estudos relataram que a 

ocorrência de câncer de mama não está relacionada apenas à mutação, deleção ou 

ativação de alguns proto-oncogenes e genes supressores tumorais, mas também 

com o envolvimento do gene BCL-2 (Liu et al., 2015; Sun; Zhao, 2021). 

Alguns inibidores de membros da família Bcl-2 estão sendo desenvolvidos 

atualmente para tratar o CM (Singh; Lim, 2022), enquanto outros já foram aprovados 

pela FDA (Food and Drug Administration), como exemplo o Venetoclax (Roberts et 

al., 2016). Portanto, direcionar as células para as vias apoptóticas é uma estratégia 

eficiente para identificar agentes terapêuticos que visem a indução desse tipo de 

morte celular, tornando-se uma abordagem efetiva para tratar o CM (Rajabi et al., 

2021). 

2.4 Estresse oxidativo e o câncer de mama 
 

O estresse oxidativo (EO) refere-se ao desequilíbrio entre os sistemas 

oxidante e antioxidante no organismo, causando uma produção excessiva de 

peróxidos e radicais livres, que podem danificar diversas biomoléculas nas células 

afetadas (Forman; Zhang, 2021; Pisoschi et al., 2021), 

Entre os subprodutos gerados estão as espécies reativas de oxigênio (EROs), 

pequenas moléculas, derivadas do oxigênio molecular (Sies; Jones, 2020), que 

possuem elétrons desemparelhados em sua camada de valência, o que as tornam 

altamente reativas (Chatterjee; Chatterjee, 2020). Essas espécies incluem os 

radicais hidroxila (•OH), radicais superóxido (O2• − ) e o peróxido de hidrogênio 

(H2O 2) (Perillo et al., 2020). Ademais, as espécies reativas de nitrogênio (RNS) 

também desempenham um papel significativo no estresse oxidativo (Jomova et al., 

2023), a exemplo do óxido nítrico (NO) e do peroxinitrito (ONOO-). As RNSs 

induzem danos celulares e estão envolvidos em diferentes vias de sinalização 

relacionadas à progressão do câncer (Zaric; Macvanin; Isenovic, 2023). 

As EROs apresentam um papel dual no metabolismo celular. Geralmente 

concentrações baixas a moderadas são benéficas para a manutenção de atividades 

fisiológicas e vias de sinalização intracelulares (Hancock; Veal, 2020), no entanto, 

concentrações mais altas dessas espécies podem resultar em danos ou até mesmo 

em morte celular (Sies; Jones, 2020) (Figura 12). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8836889/#B81
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8836889/#B97
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8836889/#B97
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Figura 12. Os papéis biológicos das espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 

Em células sadias antioxidantes endógenos podem neutralizar efetivamente o excesso de EROs para 
manter o equilíbrio redox e a homeostase celular. No entanto, níveis mais altos dessas espécies 
impulsionados por diferentes fatores podem levar à transformação maligna, o que promove a 
tumorigênese e a progressão do câncer. Além disso, o excesso de EROs induzido pelo desequilíbrio 
redox ou por terapias pró-oxidantes exógenas ativará múltiplas vias antioxidantes e provocará danos 
oxidativos às biomacromoléculas ou até mesmo a morte celular. 

Fonte: Adaptada de Jiang et al. (2023) 

 

O aumento de EROs desempenha um papel crucial na transformação de 

células sadias em células tumorais. Ele pode induzir mutações no DNA, causar 

quebras de fita, ou até mesmo provocar aberrações cromossômicas ao interagir com 

as bases nitrogenadas e com a estrutura açúcar-fosfato do DNA. Essas alterações 

genéticas podem comprometer a integridade dos eventos que ocorrem no ciclo 

celular, na apoptose e no reparo do DNA, resultando na ativação de oncogenes e na 

inativação de genes supressores de tumor, ambientes que favorecem a proliferação 

celular descontrolada e a tumorigênese (Baird; Yamamoto, 2020). 

Portanto, as células tumorais apresentam níveis de EROs elevados quando 

comparado às células sadias, o que pode resultar em danos irreversíveis e/ou na 

morte celular programada (Able et al., 2022). Em contrapartida, se essas células 

receberem estímulos para produzirem antioxidantes, ou se forem expostas à estes, 

podem induzir a diminuição dos níveis de EROs, prevenindo consequentemente os 

danos celulares provocados por esse processo (Tong et al., 2015). Considerando 

isto, já existem medicamentos que visam aumentar os níveis de EROs com o 

objetivo de induzir a célula tumoral à entrar em apoptose. A doxorrubicina e o 

paclitaxel são exemplos utilizados para tratar o CM (Kciuk et al., 2023). 
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2.5 Organoteluranas 
 

O telúrio é um integrante do grupo dos calcogênicos juntamente com o 

oxigênio, enxofre, selênio e polônio. No entanto, esse elemento se diferencia dos 

demais por não apresentar efeitos nos tecidos biológicos (Vavrovrá et al., 2021). 

Eles possuem propriedades químicas de um não metal ou metaloide, e as 

propriedades físicas de um metal (Ba et al., 2010), possuindo aplicações na química 

orgânica e/ou na inorgânica (Teixeira et al., 2018). 

A química do organotelúrio é um campo amplo para a pesquisa e 

desenvolvimento de aplicações (Nogueira; Zeni; Rocha, 2004). As organoteluranas 

são uma subfamília de compostos organotelúricos que apresentam pelo menos uma 

ligação covalente entre o telúrio (Te) e o carbono (C) (Silberman et al., 2016). Além 

disso, exibem estruturas complexas com caráter eletrofílico, descritas por uma 

geometria pseudo-bipiramide-trigonal, onde os átomos mais eletronegativos ocupam 

uma posição axial no arranjo molecular, enquanto os átomos mais eletropositivos 

ocupam a posição equatorial (Cunha et al., 2009). O átomo central de Te pode se 

unir à outros ligantes, originando uma variedade de organotuleranas com diferentes 

atividades biológicas (Carmely et al., 2009). 

Os compostos contendo telúrio apresentam propriedades biológicas 

relevantes, tais como atividades: antioxidante (Gay et al., 2010); anti-inflamatória 

(Rima et al., 2016); antimicrobiana (Daniel et al., 2009); imunomoduladora (Hayun et 

al., 2009); antiviral (Friedman et al., 2009); e antitumoral (Nascimento, 2021). 

Vários estudos revelam o potencial antitumoral in vitro desses 

compostos.Sailer e colaboradores (2004), mostraram que a organotelurana 2,2'- 

dimetoxidifenilditelureto e 2,2'-diamino-3,3',5,5' -tetrametildifenilditelureto induziu a 

apoptose na linhagem celular de leucemia mielóide humana (HL60). Nos estudos de 

Hayun e colaboradores (2009) a organotelurana AS101 induziu a apoptose e 

interferiu no ciclo celular, direcionando a célula tumoral à entrar em um estado de 

senescência. Ainda, Tanini e colaboradores (2019) relataram o efeito citotóxico de 

uma organotelurana frente à linhagem celular de adenocarcinoma mamário (MDA- 

MB-231). 

A atividade antitumoral das organoteluranas também tem sido observado em 

modelos in vivo. As organoteluranas RF 13R e RF 13S induziram efeito citotóxico e 

inibiram a progressão do tumor em camundongos 57BL com melanoma (Paschoalin 
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et al., 2019). Os estudos de Borges e colaboradores (2007) mostraram que a 

organotelurana DPDT induziu hepatotoxicidade por AST (aspartato 

aminotransferase) e ALT (alanina aminotransferase) e citotoxicidade nos eritrócitos 

de ratos wistar, colaborando com os resultados de Stangherlin et al. (2006) que 

verificaram que a mesma organotelurana provocou toxicidade no tecido testicular no 

mesmo modelo animal. 

2.5.1 Organotelurana RF07 
 

Dentre a ampla variedade de organoteluranas encontra-se a (4-{2-Cloro-3- 

[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter), codificada 

neste trabalho como RF07 (Figura 13). Essa molécula apresenta peso molecular de 

427,5 g/mol e é obtida pela incorporação do p-metoxifenilo Te com 1- etinil-1-ciclo-

hexanol em refluxo de benzeno (Persike et al, 2008; Paschoalin et al., 2019). 

Figura 13. Estrutura química da organotelurana RF07 ((4-{2-Cloro-3- 

[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter) 

 
Fonte: Adaptada de Nunes et al. (2020). 

 
Na literatura são descritas algumas atividades biológicas dessa molécula, 

como: antifúngica, antibacteriana, antiparasitária, anticonvulsivante, hemolítica, 

proteolítica, anti-leishmania e antitumoral (Persike et al., 2008; Pimentel et al., 2012; 

Maluf et al., 2015; Nunes et al., 2020; Nunes et al. (2020); Nascimento et al., 2021). 

Entretanto a citotoxicidade e atividade antitumoral dessa molécula ainda é 

pouco explorada. Nascimento e colaboradores (2021) demonstraram que a RF07 

apresenta capacidade de induzir morte celular in vitro por via apoptótica, além de 

provocar efeitos genotóxicos e mutagênicos em cultura primária de sarcoma murino. 
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Em outro estudo, Nascimento e colaboradores (2023) evidenciaram o efeito 

citotóxico da RF07 frente as linhagens celulares de adenocarcinoma mamário MDA- 

MB-231 e MCF-7. Para a linhagem MDA-MB-231 a substância RF07 apresentou 

concentração inibitória média (CI50) de 4,78 µM e induziu citotoxicidade e apoptose 

através da ativação da via mitocondrial. Na linhagem MCF-7 a CI50 obtida foi de 1,86 

µM e também houve ativação da apoptose nesse tipo celular. 

Considerando isto, observa-se que o RF07 possui potencial citotóxico em 

células tumorais, apesar de seus mecanismos de ação ainda não estarem 

totalmente elucidados. Por isso, este estudo foi conduzido para uma melhor 

compreensão da ação citotóxica e atividade antitumoral dessa substância na 

linhagem de adenocarcinoma mamário humano MCF-7. 
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3. OBJETIVOS 

 
3.1 Objetivo geral 

 
 

  Investigar a citotoxicidade e ação antitumoral in vitro do (4-{2-Cloro-3- 

[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter) 

(RF07). 

 
 

3.2 Objetivos específicos 

 
 

  Avaliar a citotoxicidade do RF07 em linhagem de câncer de mama humano 

(MCF-7); 

  Avaliar a citotoxicidade do RF07 em células não tumorais mamárias (MCF- 

10A); 

 Determinar o índice de seletividade (IS) do RF07; 

  Verificar a interferência do RF07 sobre a progressão do ciclo celular em 

células MCF-7; 

  Identificar o tipo de morte (apoptose ou necrose) induzida pelo RF07 em 

células MCF-7; 

 Investigar a interferência do RF07 no estresse oxidativo em células MCF-7; 

  Avaliar o efeito citotóxico e antimetastático do RF07 através da análise do 

raio do esferoide tumoral mamário produzido em células MCF-7. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
4.1 Local da pesquisa 

 

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de OncoFarmacologia (OncoFar), 

localizado no Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos (IPeFarM), onde 

funciona o Programa de Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos 

(PPgPNSB), do Centro de Ciências da Saúde (CCS), na Universidade Federal da 

Paraíba (UFPB). 

 
 

4.2 Material 

4.2.1 Substâncias e reagentes 
 

Neste estudo foram utilizadas as seguintes substâncias: meio Dulbecco’s 

Modified Eagle’s (DMEM) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); soro bovino 

fetal (SBF) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA); solução fosfato tamponada 

(PBS) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); dimetilsulfóxido (DMSO) 

(Dinâmica®, Indaiatuba, São Paulo, Brasil); tripsina 0,25% com ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA); azul de 

tripan (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2- 

il)-2,5-difenil tetrazólio (MTT) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); N- 

acetilcisteína (NAC) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA); dodecil sulfato de 

sódio (SDS) (Êxodo Científica®, Sumaré, São Paulo, Brasil); doxorrubicina (Sigma- 

Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); solução estabilizada de penicilina (100 UI/mL) - 

estreptomicina (100 μg/mL) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); iodeto de 

propídeo (Thermo Fisher®, Rochester, New York, EUA); anexina V-FITC (Thermo 

Fisher®, Rochester, New York, EUA); RNAse (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, 

EUA); cloreto de sódio (NaCl) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA); cloreto de 

potássio (KCl) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA); cloreto de cálcio (CaCl2) 

(GIBCO®, Grand Island, New York, EUA); sulfato de magnésio (MgSO4) (GIBCO®, 

Grand Island, New York, EUA); sulfato de sódio (Na2SO4) (GIBCO®, Grand Island, 

New York, EUA); cianeto de carbonila 3-clorofenilhidrazona (CCCP) (Sigma- 

Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); Hoechst 34580 (Invitrogen®, Waltham, 

Massachusetts,        EUA)        e        cloreto        de        5,5′,6,6′-tetracloro-1,1′,3,3′- 
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tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, 

EUA). 

4.2.2 Equipamentos 
 

Foram utilizados os seguintes equipamentos: microscópio confocal de 

varredura a laser (Leica®, Hesse, Alemanha); microscópio invertido Nikon Eclipse 

TS100 (Olympus®, Tóquio, Japão); estereomicroscópio Televal 31 (Zeiss®, Baden- 

Württemberg, Alemanha); microscópio AxioObserver A1 (Zeiss®, Baden- 

Württemberg, Alemanha); câmera fotográfica OverShot A2500 (Canon®, São Paulo, 

Brasil); citômetro de fluxo FacsCanto II (Becton Dickinson®, New Jersey, EUA); leitor 

de multidetecção Synergy HT (BioTek®, Vermont, EUA); centrífuga Rotina 380R 

(Hettich®, North Rhine-Westphalia, Alemanha); banho-maria AQUAline (LAUDA®, 

São Paulo, Brasil); geladeira DFN49 (Eletrolux®, Paraná, Brasil); incubadora de CO2 

MCO-18ACL-PA (Panasonic®, Osaka, Japão); autoclave vertical linha CS-A 

(Prismatec®, São Paulo, Brasil); estufa de secagem (DeLeo® equipamentos 

laboratoriais, Rio Grande do Sul, Brasil); balança analítica eletrônica SHI-AUW220D 

(Shimadzu®, São Paulo, Brasil); cabine de fluxo de ar laminar vertical Aeolus V 

(Telstar®, São Paulo, Brasil) e agitador MS 3 digital (IKA®, Baden-Württemberg, 

Alemanha). 

4.2.3 Amostra teste 
 

A amostra teste RF07 foi cedida pelos professores Dr. Rodrigo Cunha 

(coordenador do Laboratório de Biologia Química, na Universidade Federal do ABC, 

em Santo André, São Paulo, Brasil) e Dr. João Marcelo Castro e Sousa 

(coordenador do Laboratório de Pesquisa em Genética Toxicológica, na 

Universidade Federal do Piauí, em Teresina, Piauí, Brasil). 

A molécula foi sintetizada no Laboratório de Biologia Química da Universidade 

Federal do ABC, de acordo com a metodologia descrita por Zeni et al. (1999) e 

caracterizada por infravermelho, Ressonância Magnética Nuclear de 1H, 13C e 125 

Te, e análise elementar (C, H, N). 

4.2.4 Cultivo celular 
 

Nos experimentos de citotoxicidade, foram utilizadas as linhagens celulares 

humanas MCF-7 (adenocarcinoma mamário) e MCF-10A (linhagem celular mamária 

sadia), fornecidas pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e pelo Dr. João 
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Marcelo Castro e Sousa (Universidade Federal do Piauí, Teresina, Piauí, Brasil), 

respectivamente. 

As células foram cultivadas no meio Dulbecco's Modified Eagle's 

(DMEM), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de penicilina- 

estreptomicina, e mantidas em estufa com 5% de CO2, a 37 °C. O crescimento 

celular foi monitorado diariamente e ao atingirem 80% de confluência foi realizado 

procedimento para repique celular em fluxo laminar. As células aderentes foram 

desprendidas da superfície do frasco de cultura celular por meio da incubação com 2 

mL da solução de tripsina 0,25%-EDTA, por 4 minutos. Após este período foi 

adicionado meio suplementado com SBF, na mesma proporção, para neutralizar sua 

ação. As células foram centrifugadas a 500 × g, por 5 minutos, em seguida o pellet 

foi ressuspendido em meio suplementado com SBF para a contagem em câmara de 

Neubauer. A viabilidade celular foi avaliada usando o corante azul de tripan e a 

concentração celular foi ajustada para 1 × 105 células/mL. 

4.3 MÉTODOS 

4.3.1 Citotoxicidade celular pelo método do MTT 
 

A investigação da citotoxicidade do RF07 foi realizada em linhagens de 

células tumorais e não tumorais humanas, utilizando o ensaio do 3-(4,5-dimetiltiazol- 

2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) (Mosmann, 1983). O MTT é um sal amarelo que 

atravessa as membranas celulares. Em células viáveis, ele é convertido em cristais 

roxos insolúveis de formazan, que podem ser quantificados 

espectrofotometricamente. A densidade óptica medida é proporcional ao número de 

células viáveis (Duarte et al., 2022). 

Para esse ensaio as células MCF-7 e MCF-10A foram cultivadas em meio 

DMEM suplementado com 10% de SBF, com uma solução dos antibióticos penicilina 

(100 U/mL) e estreptomicina (100 μg/mL), e mantidas em estufa a 37 °C, em 

atmosfera umidificada com 5% de CO2. As células foram cultivadas em placas de 96 

poços a uma densidade de 1×105 células/mL (MCF-7) ou 3×105células/mL (MCF- 

10A), com 100 μL por poço. Após 24 horas, foram adicionados 100 μL das soluções 

de RF07 (0,78-50 μM para a linhagem MCF-7; 1,5-100 μM para a linhagem MCF10- 

A) ou da droga padrão doxorrubicina (DXR, 0,31-20 μM), dissolvidos em DMSO 

(0,5%). No controle negativo foi utilizado apenas o veículo e meio de cultura. Após 

72 horas de incubação, as placas foram centrifugadas (500 × g, 24 °C, 5 minutos), o 
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sobrenadante foi removido (110 μL), e a solução de MTT (5 mg/mL, 10 μL) foi 

adicionada, com incubação adicional por 4 horas (37 °C, 5% de CO2). O formazan 

formado foi dissolvido com SDS (100 μL) (Mosmann, 1983) e as densidades ópticas 

foram obtidas em um leitor de microplacas (λ = 570 nm) para calcular a 

concentração inibitória média (CI50). Para cada linhagem celular foram realizados 

três experimentos independentes em triplicata. 

O índice de seletividade (IS) foi calculado a partir da fórmula abaixo: 

IS= CI50 da linhagem não tumoral (MCF-10A) 

CI50 da linhagem tumoral (MCF-7) 

 

 
4.3.2 Investigação do efeito antitumoral in vitro do RF07 em células MCF-7 

 

Para melhor caracterizar o efeito antitumoral in vitro do RF07, foram 

realizados alguns ensaios com este composto frente à linhagem de adenocarcinoma 

mamário humano MCF-7, os quais serão descritos a seguir. Para todas as 

metodologias foram realizados três experimentos independentes, em triplicata ou 

duplicata. 

 
4.3.2.1 Avaliação da interferência do RF07 sobre a progressão do ciclo celular 

 

Para verificar a interferência do RF07 sobre a progressão do ciclo celular, as 

células MCF-7 foram marcadas com o fluoróforo iodeto de propídeo (IP) e 

analisadas por citometria de fluxo. O IP se intercala ao DNA e, portanto, a 

intensidade de fluorescência emitida pelo IP permite a quantificação do DNA das 

células em cada fase do ciclo celular: (1) fase G0/G1 (Ploidia: 2n, diplóide; células 

que não estão em divisão); (2) fase S (Ploidia: >2n; células que iniciam o processo 

de duplicação do material genético); (3) fase G2/M (Ploidia: 4n; células com o DNA 

totalmente duplicado). Além disso, pode ocorrer a formação de uma população 

celular com quantidade de DNA inferior à G1 (<2n), chamado de sub-G1 

(Darzynkiewicz et al., 2001; Páral et al., 2018). 

Para este ensaio as células MCF-7 foram adicionadas (1×105 células/mL) em 

placas de 24 poços e após 24h foram incubadas com o RF07 (3 ou 6 μM, 

correspondentes aos valores da CI50 e ao dobro da CI50, respectivamente) e DXR (2 

μM, correspondente a CI50). Após 48 de incubação com os compostos, as células 

foram coletadas e centrifugadas (500 × g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em PBS, 
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fixadas com etanol 70% previamente gelado, em agitador, e congeladas (-20 °C) até 

a análise. No momento da análise as células foram recuperadas por centrifugação 

(400 × g, 10 min, 4 °C), lavadas com PBS e Triton X-100 (0,1%), e incubadas (no 

escuro, 25 °C, 30 minutos) com RNase (0,1 mg/mL) e IP (0,05 mg/mL). Em seguida, 

a leitura foi realizada em citômetro de fluxo, utilizando detectores de fluorescência 

vermelha (IP, 325/488 nm) e adquirindo-se 10.000 eventos/amostra. Foi determinado 

o percentual de células nas diferentes fases do ciclo celular, bem como células 

subdiploides (sub-G1). Os dados foram obtidos com o software DIVA 6.0 (Sousa et 

al., 2023; Ferreira et al., 2023). 

4.3.2.2 Identificação do tipo de morte celular induzida pelo RF07 

4.3.2.2.1 Marcação com anexina V-FITC e iodeto de propídeo e análise por 

citometria de fluxo 

Para a identificação do tipo de morte induzida pelo RF07 em células MCF-7 

foi realizado o ensaio de marcação com anexina V conjugada ao isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) e IP. A anexina V é uma proteína que se liga à fosfatidilserina, 

um tipo de fosfolipídeo que se move para a superfície externa da membrana celular 

no início do processo de apoptose. Em contraste, o iodeto de propídio (IP) se liga 

diretamente ao DNA de células que possuem a membrana comprometida, 

permitindo diferenciar entre células que estão em apoptose inicial e tardia (Tan; 

Norhaizan, 2019). 

Neste ensaio, as células foram adicionadas (1×105 células/mL) em placas de 

24 poços e após 24h foram tratadas com o RF07 (3 ou 6 μM) e DXR (2 μM), por 48 

h. Após este período, as células foram coletadas por centrifugação (500 × g, 20 °C, 5 

minutos), ressuspensas em tampão de ligação e incubadas com anexina V-FITC 

(temperatura ambiente, 10 minutos, no escuro). Posteriormente, as células foram 

novamente centrifugadas (500 × g, 20 °C, 5 minutos), lavadas com o tampão de 

ligação e marcadas com IP (20 μg/mL). A leitura foi realizada em citômetro de fluxo, 

adquirindo-se 10.000 eventos/amostra, usando detectores de fluorescência 

vermelha (IP, 325/488 nm) e verde (FITC, 493/525 nm). Os dados foram obtidos com 

o software DIVA 6.0 (Sousa et al., 2023). 
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4.3.2.2.2 Análise das alterações nucleares induzidas pelo RF07 utilizando a 

marcação com Hoechst e análise por microscopia confocal 

As células MCF-7 foram semeadas em placas de 24 poços na concentração 

de 1×10 5 células/mL e após 24h foram tratadas com o RF07 (3 μM) por 48 h. Após 

este tempo, as células foram coletadas por centrifugação (500 × g, 20 °C, 5 minutos) 

e lavadas com PBS. Sequencialmente foram incubadas (15-20 minutos, em 

temperatura ambiente, no escuro) com 20 µL de Hoechst 34580 (10 µg/mL), uma 

sonda fluorescente permeável à membrana celular, que se liga ao DNA, emitindo 

coloração azul (Medeiros, 2018). As células coradas foram visualizadas em campos 

selecionados aleatoriamente sob um microscópio confocal de varredura a laser 

(Leica, Hesse, Alemanha), com 2000x de magnificação, utilizando o laser de 405nm, 

e emissão na faixa de 410-600nm, o marcador foi utilizado para identificação das 

alterações nucleares em células apoptóticas, tais como condensação da cromatina e 

fragmentação do DNA (Kabakov e Gabai, 2017). A fluorescência foi mensurada 

utilizando o software Image J 

4.3.2.2.3 Análise do potencial de membrana mitocondrial utilizando a marcação 

com JC-1 e microscopia confocal 

Para avaliar as alterações no potencial de membrana mitocondrial foi utilizado 

o JC-1 (cloreto de 5,5′,6,6′-tetracloro-1,1′,3,3′-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina), um 

corante fluorescente catiônico lipofílico que alterna entre dois estados de emissão de 

fluorescência. Em células saudáveis o JC-1 se acumula e oligomeriza na matriz 

mitocondrial, emitindo fluorescência vermelha. Em contraste, quando há 

despolarização e consequente redução do potencial de membrana mitocondrial, tal 

como ocorre em células apoptóticas, o JC-1 se apresenta como monômero e emite 

fluorescência verde. Portanto, a perda do potencial da membrana mitocondrial é 

indicada pela mudança de fluorescência do vermelho para o verde (Sivandzade; 

Bhalerao; Cucullo, 2019). 

As células foram semeadas em placas de 24 poços na concentração de 

1×10 5 células/mL e após 24h tratadas com o RF07 (3 ou 6 μM) por 48 h. Após este 

tempo, as células foram coletadas por centrifugação (500 × g, 20 °C, 5 minutos) e 

lavadas com PBS. Sequencialmente foram coradas com 20 μL de cloreto de 5,5′,6,6′-

tetracloro-1,1′,3,3′-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina  (JC-1,  2,5  μM)  por  15 minutos, 

em temperatura ambiente e protegido da luz. O carbonil cianeto m- 
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clorofenilidrazona (CCCP, 50 μM) foi utilizado como controle positivo neste ensaio. 

As células coradas foram analisadas em um microscópio confocal de varredura a 

laser, com 2000x de magnificação, utilizando o laser de 488nm, e emissão nas 

faixas de 520-542 nm e 580-614 nm. A fluorescência foi mensurada utilizando o 

software Image J. 

 

4.3.2.3 Investigação da ação do RF07 no estresse oxidativo: citotoxicidade na 

presença ou ausência de N-acetilcisteína (NAC) 

Para investigar o envolvimento das espécies reativas de oxigênio (EROs) no 

efeito citotóxico do RF07, as células MCF-7 foram pré-tratadas com N-acetilcisteína 

(NAC), uma molécula antioxidante que atua neutralizando EROs, bem como sendo 

precursora para a síntese de glutationa (Marco; Foti; Corsico, 2022). O ensaio do 

MTT foi utilizado para avaliar a citotoxicidade do RF07 na ausência e presença de 

NAC. Para isto, as células foram semeadas em placas de 96 poços a uma 

densidade de 1×105 células/mL. Após 24 h foram incubadas (3h) na presença ou 

ausência da NAC (10 mM). Decorrido este período, as células foram tratadas com 

RF07 (3 e 6 μM) e DXR (2 μM). Após 72 h o sobrenadante foi descartado (110 μL) e a 

solução de MTT (5 mg/mL, 10 μL) foi adicionada e incubada por mais 4 h. O 

formazan depositado foi dissolvido com SDS overnight (Mosmann, 1983) e as 

densidades ópticas foram obtidas em um leitor de microplacas (λ = 570 nm) para 

determinação da viabilidade celular (%) (Ferreira et al., 2023). 

4.3.2.4 Avaliação do efeito citotóxico do RF07 através da análise do esferoide 

tumoral 

Os esferóides são o modelo tridimensional mais comum para estudar a 

biologia do câncer, pois conseguem replicar a estrutura, assim como as 

características moleculares e funcionais dos tumores encontrados no organismo 

(Hamilton; Rath, 2018). Nesse ensaio, foi utilizado o método de “hangingdrop”, ou 

gota invertida (Coelho, 2020). A suspensão celular de MCF-7 (6×104 células/mL) foi 

depositada em gotas (25 µL) na tampa de uma placa de petri descartável e estéril. 

Em seguida, a tampa foi invertida sobre a placa de petri permitindo o acúmulo de 

células na interface líquido/ar. Aguardou-se 3 dias para a formação do esferóide. Os 

esferóides formados foram transferidos para uma placa de 48 poços, um por poço, e 

a placa foi incubada por 40-60 minutos, à 37ºC e 5% de CO2, com o objetivo de 
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garantir a adesão do esferoide à placa. Decorrido este período, adicionou-se 500 

µLda solução contendo RF07 (3 e 6 μM) para o tratamento por 48h. Os esferoides 

foram fotografados em microscópio invertido com o programa ZEN 2 Pro (versão 

2.0.0.0) nos tempos de 0 e 48h para avaliação do tamanho e raio de migração. Os 

dados foram analisados utilizando o software Image J. 

4.3.3 Análise estatística 
 

Para a análise estatística foi utilizado o programa GraphPad Prism 8.0.2 

(GraphpadSoftware Inc, San Diego, CA, EUA). 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (SEM). A 

análise estatística dos dados foi realizada por meio da Análise de Variância (ANOVA) 

one-way, seguida do teste de Tukey (p < 0,05). As concentrações inibitórias médias 

(CI50) e seus intervalos de confiança de 95% (IC 95%) foram obtidos por análise de 

regressão não-linear. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Citotoxicidade do RF07 em linhagens de células tumoral e não tumoral 

humanas 

 

No ensaio do MTT foi observado que o RF07 induziu citotoxicidade na 

linhagem celular de adenocarcinoma mamário (MCF-7) obtendo-se uma CI50 no 

valor de 3,3 ± 0,08 µM (Figura 14). Em relação à linhagem celular mamária sadia 

(MCF-10A) foi obtida uma CI50 de 21,16 ± 0,9 µM (Figura 15). Em adição, a droga 

padrão doxorrubicina (DXR) apresentou CI50 de 1,53 ± 0,20 µM e 0,68 ± 0,07 µM, 

para as linhagens MCF-7 (Figura 14) e MCF-10A (Figura 15), respectivamente, após 

72 h de tratamento. 

Figura 14. Citotoxicidade do RF07* e da DXR** em células de adenocarcinoma 
mamário humano (MCF-7), após 72h de tratamento 

 

 
Os dados estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes 
realizados em triplicata, analisados por Análise de Variância (ANOVA) one-way, seguido do 
teste de Tukey. “a” expressa diferença significativa (p < 0,05) quando comparado ao grupo 
controle. 
* (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter). 
** Doxorrubicina 
Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 15. Citotoxicidade do RF07* e da DXR** em células mamárias sadias (MCF- 
10A), após 72h de tratamento 

 

 
Os dados estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes 
realizados em triplicata, analisados por Análise de Variância (ANOVA) one-way, seguido do 
teste de Tukey. “a” expressa diferença significativa (p < 0,05) quando comparado ao grupo 
controle. 
* (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter). 
** Doxorrubicina 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 
A partir dos valores de CI50 obtidos foi possível determinar o Índice de 

Seletividade (IS) do RF07 e DXR. A RF07 apresentou maior seletividade (IS: 6,41) 

para as células MCF-7 comparado a droga padrão doxorrubicina (IS: 0,44), 

conforme mostrado na Tabela 2. Esse resultado indica que a RF07 é citotóxica e 

apresenta seletividade para a linhagem tumoral testada, justificando a continuidade 

dos estudos para investigação da ação antitumoral deste composto na linhagem 

MCF-7. 

Tabela 2. Citotoxicidade e índice de seletividade do RF07* e da DXR** em linhagens 
de células mamárias humanas, após 72h de tratamento 

 
 

Linhagens 

celulares 

CI50 (µM) IS 

RF07 DXR RF07 DXR 

MCF-7 3,3 ± 0,08 1,53 ± 0,20 6,41 0,44 

MCF-10A 21,16 ± 0,9 0,68 ± 0,07 

MCF-7: Linhagem de adenocarcinoma mamário humano; MCF-10A: Linhagem de células 
mamárias sadias humana; CI50: Concentração inibitória mínima; IS: Índice de seletividade 
(CI50 linhagem não tumoral/CI50 linhagem tumoral). Os dados estão expressos como média ± 
EPM de três experimentos independentes realizados em triplicata e apresentados em 
valores de CI50 obtidos por regressão não linear com intervalo de confiança de 95%. 
* (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter). 
** Doxorrubicina 
Fonte: Elaborado pelo autor 
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Todos os resultados dos ensaios a seguir utilizaram o RF07 nas 

concentrações de 3 e 6 µM (correspondente aos valores da CI50 e ao dobro da CI50, 

respectivamente) e a DXR na concentração de 2 µM (correspondente a CI50). 

 
 

5.2 Investigação do efeito antitumoral in vitro do RF07 em células MCF-7 

5.2.1 Interferência do RF07 na progressão do ciclo celular 

Após 48 horas de tratamento com RF07 (3 e 6 µM), observou-se uma redução 

significativa no percentual de células na fase G0/G1 (3 µM: 75,93 ± 1,55%; 6 µM: 

69,19 ± 1,16%, p < 0,05 para ambos) em comparação ao controle (82,60 ± 0,73%). 

Além disso, a concentração de 6 µM induziu um aumento significativo no percentual 

de células na fração sub-G1 (7,39 ± 1,41%, p < 0,05) e na fase S (7,57 ± 0,42%, p < 

0,05), em relação aos seus respectivos controles (0,16 ± 0,22% e 4,36 ± 0,42%) 

(Figura 16). 

O tratamento com DXR (2 µM) provocou um aumento significativo no 

percentual de células nas fases S (27,52 ± 2,04%, p < 0,05), G2/M (14,96 ± 1,27%, p 

< 0,05) e na fração sub-G1 (4,97 ± 0,58%, p < 0,05), quando comparado aos grupos 

controles (S: 4,36 ± 0,42%; G2/M: 5,98 ± 0,43%; sub-G1: 0,16 ± 0,22%). Também foi 

observado uma redução significativa no percentual de células na fase G0/G1 (52,67 

± 0,88%, p < 0,05) em comparação ao controle (82,60 ± 0,73%) (Figura 16). 
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Figura 16. Efeito do tratamento (48h) com RF07* (3 e 6 µM) e DXR** (2 µM) na 
distribuição das células de adenocarcinoma mamário humano MCF-7 nas diferentes 
fases do ciclo celular 

 

 

Percentual de células em cada fase do ciclo celular e no pico sub-G1. Os dados estão 
expressos como média ± EPM de dois experimentos independentes realizados em triplicata, 
analisados por Análise de Variância (ANOVA) one-way, seguido do teste de Tukey. a: 
Expressa diferença significativa quando comparado ao grupo controle Sub-G1; b: Expressa 
diferença significativa quando comparado ao grupo controle G0/G1, c: Expressa diferença 
significativa quando comparado ao grupo controle S; d: Expressa diferença significativa 
quando comparado ao grupo controle G2/M. p < 0,05. 
* (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter). 
** Doxorrubicina 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
5.3 Identificação do tipo de morte celular induzida pelo RF07 

5.3.1 Marcação com anexina V-FITC e iodeto de propídeo e análise por 

citometria de fluxo 

A marcação com anexina V-FITC e iodeto de propídeo (IP) mostrou que o 

tratamento com RF07 induziu um aumento no percentual de células apoptóticas 

(Figura 17). Na concentração de 3 µM houve um aumento significativo (58 ± 5,5%, 

p<0,05) de células em apoptose inicial (anexina V-FITC+ /IP-) e tardia (anexina V- 

FITC+ /IP+) (10,64 ± 0,93%, p<0,05), quando comparado aos seus respectivos 

grupos controle (4,20 ± 1,12% e 2,93 ± 0,72%). Em contrapartida, na concentração 

de 6 µM houve um aumento significativo apenas no percentual de células em 

apoptose tardia/necrose (94,33 ± 1,92%, p<0,05) em relação ao controle (Figura 17). 

Como evidenciado na figura 17, o RF07 aumentou significativamente o 

percentual de células apoptóticas (apoptose total) em ambas concentrações 

utilizadas (3 µM: 68,64 ± 5,26 %; 6 µM: 93,65 ± 2,07 %, p<0,05 para ambos), 

comparado ao grupo controle (7,46 ± 1,82 %, p<0,05). 
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A droga padrão doxorrubicina induziu um aumento significativo do número de 

células em apoptose inicial (89,27 ± 0,26 %, p < 0,05) e total (91,91 ± 0,38 %, p < 

0,05), quando comparado ao controle (7,46 ± 1,82 %, p<0,05 )(Figura 17). 

Figura 17. Efeitos do tratamento (48h) com RF07* (3 e 6 µM) e DXR** (2 µM) na 
morte celular em células de adenocarcinoma mamário humano MCF-7 marcadas 
com anexina V-fluoresceína isotiocianato (FITC) e/ou iodeto de propídeo (IP) 

 

 
(A) Dotplots representativos obtidos por meio da análise de citometria de fluxo. Os dotplots 
foram divididos em quatro quadrantes que representam diferentes populações celulares: 
células viáveis (anexina V-FITC-/IP-, quadrante inferior esquerdo); células em apoptose 
inicial (anexina V-FITC+/IP-, quadrante inferior direito); células em apoptose tardia/necrose 
(anexina V-FITC+/IP+, quadrante superior direito) e células mortas (anexina V-FITC-/IP+, 
quadrante superior esquerdo). Um total de 10.000 eventos/amostra foram adquiridos usando 
detectores de fluorescência vermelha (IP, 325/488 nm) e de fluorescência verde (FITC, 
493/525 nm). (B) Porcentagem de células marcadas com anexina V-FITC e/ou IP. Os dados 
estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes realizados em 
triplicata e analisados por Análise de Variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste de 
Tukey. a indica diferença significativa quando comparado ao grupo controle “anexina V- 
FITC+/IP-”; b indica diferença significativa quando comparado ao grupo controle “anexina V- 
FITC+/IP+”; c indica diferença significativa quando comparado ao grupo controle do “total 
apoptótico”. p < 0,05. 
* (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter). 
** Doxorrubicina 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5.3.2 Análise das alterações nucleares induzidas pelo RF07 utilizando a 

marcação com Hoechst e análise por microscopia confocal 

Após a marcação com Hoechst foi observado que as células tratadas (48h) 

com RF07 (3 µM) exibiram intensa fluorescência azul, com um aumento na 

quantidade de núcleos contendo cromatina condensada e/ou fragmentada, ou seja, 

alterações nucleares características de células apoptóticas. Em contraste, o grupo 

controle apresentou células com núcleos levemente corados em azul e um aspecto 

homogêneo, indicando uma predominância de células com poucas alterações 

nucleares evidentes (Figura 18). 

Figura 18. Imagens representativas da avaliação da morfologia nuclear de células 
de adenocarcinoma mamário humano MCF-7 tratadas (48h) com RF07* (3 e 6 µM) e 
marcadas com Hoechst 34580 

As células foram observadas por microscopia confocal a laser. O grupo controle apresentou 
células com núcleos levemente corados em azul e com estrutura intacta. As células tratadas 
com RF07 mostraram intensa fluorescência azul. Setas vermelhas indicam núcleos 
condensados ou fragmentados. Foram realizados três experimentos independentes, em 
triplicata. 
* (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A intensidade da fluorescência das células tratadas com RF07 (3 µM) e 

marcadas com Hoechst foi quantificada e normalizada em relação à intensidade de 

fluorescência das células do grupo controle. Os resultados estão representados no 

gráfico da Figura 19. É possível observar que o grupo tratado com 3 µM de RF07 
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apresentou um aumento significativo no percentual de fluorescência, com uma 

média de 186,8 ± 12,84%, em comparação ao controle (112,5 ± 6,9%). 

Figura 19. Intensidade de fluorescência (%) de células de adenocarcinoma mamário 
humano MCF-7 tratadas (48h) com RF07* (3 e 6 µM) e marcadas com Hoechst 
34580 

 
 

 
Os dados estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes 
realizados em triplicata e analisados por Análise de Variância (ANOVA) one-way, seguido do 
teste de Tukey. a indica diferença significativa comparado ao controle. p <0,05. 
* (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
5.3.3 Análise do potencial de membrana mitocondrial utilizando a marcação 

com JC-1 e microscopia confocal 

A figura 20 apresenta imagens representativas das células MCF-7 após o 

tratamento (48 horas) com RF07 (3 µM e 6 µM) e CCP (50 µM). A marcação com JC- 

1 mostrou que houve um aumento na fluorescência de luz verde nos grupos 

tratados, em comparação com o grupo controle, que apresentou predominantemente 

células com a fluorescência de luz vermelha (Figura 20). 
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Figura 20. Imagens representativas da avaliação do potencial de membrana 
mitocondrial por JC-1 em células de adenocarcinoma mamário humano MCF-7 
tratadas (48h) com RF07* (3 e 6 µM) e CCCP*** (50 µM) 

 

 
As células foram observadas por microscopia confocal a laser. O grupo controle apresentou 
células com fluorescência vermelha, enquanto nos grupos tratados com o RF07 (3 e 6 µM) e 
com o controle positivo CCCP (50 µM) foi observado majoritariamente células com 
fluorescência verde, indicativo de perda do potencial de membrana mitocondrial. Foram 
realizados três experimentos independentes, em triplicata. Merge: indica a sobreposição das 
fluorescências verde e vermelha. 
* (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil   Éter). 
*** Carbonil cianeto m-clorofenilidrazona 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Os dados apresentados anteriormente foram quantificados e estão ilustrados 

na Figura 21. Observa-se um aumento na intensidade de fluorescência 

verde/vermelho (razão da fluorescência monômero/agregado de JC-1). Os grupos 

tratados com RF07 nas concentrações de 3 µM e 6 µM apresentaram médias de 

fluorescência de 1,29 ± 0,08 % e 1,35 ± 0,14 % respectivamente, valores 

significativamente superiores à média de fluorescência do controle negativo (0,18± 

0,01). Como esperado, o controle positivo também induziu um aumento significativo 

na razão de fluorescência verde/vermelho (3,05± 0,30). 
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Figura 21. Razão da fluorescência verde/vermelha (monômero/agregado) de JC-1 
em células de adenocarcinoma mamário humano MCF-7 tratadas (48h) com RF07* 
(3 e 6 µM) e CCCP*** (50 µM) 

 
 

 
Os dados estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes 
realizados em triplicata analisados por Análise de Variância (ANOVA) one-way, seguido do 
teste de Tukey. a indica diferença significativa quando comparado ao controle negativo. p < 
0,05. 

* (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil   Éter). 
*** Carbonil cianeto m-clorofenilidrazona 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

5.4 Investigação da ação do RF07 no estresse oxidativo: citotoxicidade na 

presença ou ausência de N-acetilcisteína (NAC) 

Após 72 horas de tratamento com RF07 foi observado que na ausência de 

NAC este composto reduziu significativamente a viabilidade celular (3 µM: 58,86 ± 

1,1%; 6 µM: 42,65 ± 2,8%; p < 0,05 para ambos), em comparação ao grupo controle 

(100 ± 3,37%) (Figura 22). 

Como mostrado na Figura 22, o pré-tratamento com NAC (10 mM) por 3 

horas preveniu o efeito citotóxico do RF07 (3 µM: 123,1 ± 5,1%; 6 µM: 99,4 ± 9,7%; 

p < 0,05 para ambos), indicando uma redução significativa da citotoxicidade em 

comparação com os grupos tratados com RF07 na ausência de NAC. 
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Figura 22. Citotoxicidade do RF07* (3 e 6 µM) e da DXR** (2 µM) na presença ou 

ausência de N-acetilcisteína (NAC, 10 mM) após 72 h de tratamento 
 
 

 
Os dados estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes 
realizados em triplicata e analisados por Análise de Variância (ANOVA) one-way, seguido do 
teste de Tukey. a indica diferença significativa quando comparado ao respectivo controle na 
ausência ou na presença de NAC; # indica diferença significativa quando comparado ao 
respectivo grupo na ausência de NAC. p < 0,05. 
* (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter). 
** Doxorrubicina 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

Para o grupo tratado com DXR (2 µM) na ausência de NAC houve uma 

redução significativa na viabilidade celular (45,80 ± 1,1%; p < 0,05), em relação ao 

grupo controle. Como esperado, o efeito citotóxico da DXR foi significativamente 

reduzido na presença de NAC (77,51 ± 3,5%; p < 0,05), em comparação com o 

grupo tratado com DXR na ausência de NAC (Figura 22). 

 

 
5.5 Avaliação do efeito citotóxico do RF07 através da análise do esferoide 

tumoral 

5.5.1 RF07 reduziu o tamanho do esferoide 
 

A avaliação da área do esferoide tumoral mostrou uma redução significativa 

no tamanho dos esferoides após 48 horas de tratamento com RF07 (3 µM: 284,7 ± 

14,7 µ%; 6 µM: 199,6 ± 9,7 %; p < 0,05 para ambos), comparado ao grupo controle 
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(455,0 ± 16,7 %). Adicionalmente, foi observado uma redução significativa no 

tamanho dos esferoides ao longo do tempo de incubação com RF07 na 

concentração de 6 µM (tamanho dos esferoides em 0 horas: 313,5 ± 17,4 %; 

tamanho dos esferoides em 48 horas: 199,6 ± 9,7 %; p < 0,05). em relação ao grupo 

controle (tamanho dos esferoides em 0 horas: 279,5 ± 12,2 %; tamanho dos 

esferoides em 48 horas: 455,0 ± 16,7 %) (Figura 23 e 25). 

Figura 23. Efeito do tratamento (0 e 48h) com RF07* (3 e 6 µM) sobre o tamanho 
dos esferoides de células de adenocarcinoma mamário humano MCF-7 

 
 

 

Os dados estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes, 
realizados em duplicata e analisados por Análise de Variância (ANOVA) one-way, seguido 
do teste de Tukey. a indica diferença significativa quando comparado ao respectivo grupo no 
tempo de 0h; # indica diferença significativa quando comparado ao grupo controle no tempo 
de 48h. p < 0,05. 
* (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.5.2 RF07 reduziu a migração celular ao redor dos esferoides 
 

Também foi avaliada a migração celular ao redor dos esferoides após 48 

horas de exposição ao RF07 (3 e 6 µM). Os resultados mostraram uma redução 

significativa da migração celular nos esferoides tratados (3 µM: 207,5 ± 19,64 %; 6 

µM: 69,94 ± 4,30 %; p < 0,05 para ambos) em comparação com o grupo controle 

(841,3 ± 37,85 %) (Figura 24 e 25). 
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Figura 24. Redução da migração celular ao redor dos esferoides de células de 
adenocarcinoma mamário humano MCF-7 após 48h de exposição ao RF07* (3 e 6 
µM) 

 
 

 
Os dados estão expressos como média ± EPM de três experimentos independentes 
realizados em duplicata e analisados por Análise de Variância (ANOVA) one-way, seguido do 
teste de Tukey. a indica diferença significativa quando comparado ao controle. p < 0,05. 
* (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 25. Imagens representativas do efeito citotóxico do tratamento (0 e 48h) com 
RF07* (3 e 6 µM) no tamanho e na migração celular dos esferoides de células de 
adenocarcinoma mamário humano MCF-7 

 
 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6 DISCUSSÃO 

 
O câncer de mama (CM) é uma doença causada pela multiplicação 

descontrolada de células da mama (Santos et al., 2022), constituindo o câncer com 

maior incidência entre as mulheres no Brasil e no mundo (INCA, 2022; Organização 

Mundial da Saúde, 2021). De acordo com suas características moleculares o CM 

pode ser classificado em quatro subtipos: luminal A (ER+ e/ou PR+, HER2-); luminal 

B (ER+ e/ou PR+, HER2- e Ki67>14%); receptor tipo 2 do fator de crescimento 

epidérmico humano, HER2+ (ER-, PR-, HER2+) e Triplo Negativo (ER-, PR-, HER2-) 

(Bevers et al., 2023). 

As modalidades de tratamento do CM incluem a cirurgia e terapias locais ou 

sistêmicas, das quais a quimioterapia é a principal forma de tratamento (Wu et al., 

2023). Entretanto esta apresenta diversas limitações, como toxicidade sistêmica, 

taxa de resposta insatisfatória e/ou resistência aos quimioterápicos (Xie, Chen e 

Fang, 2020), tornando necessário a busca por novos agentes que proporcionem 

melhores resultados terapêuticos (Li et al., 2020). 

As organoteluranas são compostos que possuem pelo menos uma ligação 

covalente com o telúrio (Silberman et al., 2016) e que se ligam à diferentes alvos, 

originando compostos com atividades biológicas relevantes (Carmely et al., 2009), 

incluindo ação antitumoral (Sailer et al., 2004; Hayun et al., 2009; Tanini et al., 2019; 

Paschoalin et al., 2019). Nessa perspectiva, o presente estudo propôs aprofundar a 

investigação da citotoxicidade e dos efeitos antitumorais in vitro da RF07 ((4-{2- 

Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2-il}fenil Metil Éter), uma 

nova organotelurana que previamente mostrou-se promissora contra linhagens de 

câncer de mama (Nascimento et al., 2023) 

A linhagem celular de adenocarcinoma mamário humano MCF-7 foi 

selecionada para realizar estes estudos. Essa linhagem pertence ao subtipo 

molecular luminal A, que é ER+ e PR+ (Gunduz; Gunduz; Shirazi, 2011) e é utilizada 

mundialmente nas pesquisas de potenciais fármacos antitumorais (Comşa; Cîmpean; 

Raica, 2015; Amini et al., 2021). Inicialmente, o efeito citotóxico do RF07 foi avaliado 

por meio do ensaio de redução do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2- il)- 2,5-difenil 

tetrazólio (MTT), um método colorimétrico amplamente utilizado para inferir a 

citotoxicidade de novos compostos (Ghasemi et al., 2023). A doxorrubicina (DXR), 

uma antraciclina isolada da espécie Streptomyces peucetius var. caesius, foi 
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escolhida como droga padrão dos ensaios por já ser empregada na clínica para o 

tratamento do CM (Rawat et al., 2021). 

Como resultado, o RF07 apresentou significativa citotoxicidade (CI50: 3,3 ± 

0,08 µM) contra a linhagem MCF-7. Os resultados do estudo de Nascimento e 

colaboradores (2023) corroboram essas descobertas, demonstrando que a 

substância RF07 mostrou atividade antiproliferativa nas linhagens tumorais MCF-7 e 

CT26.Wt (células de carcinoma de cólon). 

Outras organoteluranas também demonstraram citotoxicidade in vitro em 

diferentes linhagens celulares. Por exemplo, o estudo de Sailer et al. (2004) 

evidenciou que as organoteluranas 2,2'-dimetoxidifenil ditelureto e 2,2'-diamino- 

3,3',5,5'-tetrametildifenil ditelureto, nas concentrações de 1 a 5 µM, exibiram 

citotoxicidade na linhagem celular de leucemia promielocítica aguda humana (HL- 

60). De maneira similar, o estudo de Santos et al. (2009) mostrou que a 

organotelurana 2-(butil telúrio) furano foi citotóxica para eritrócitos humanos nas 

concentrações de 4, 8, 50, 75 e 100 µM. 

O desenvolvimento de terapias seletivas para células tumorais é essencial 

para minimizar a toxicidade associada ao tratamento (Saleh et al., 2023), já que os 

quimioterápicos induzem danos não apenas às células tumorais, mas também às 

células saudáveis que se proliferam rapidamente (Muhamad; Plengsuriyakarn; Na- 

Bangchang, 2018). Isso pode levar a efeitos adversos significativos (Blagosklonny, 

2023), como perda de cabelo, náuseas, vômitos, diminuição da fertilidade e 

mielossupressão (Asqarov; Bekmirzaeva; Usmanova, 2023). Diante disso, a 

avaliação da citotoxicidade do RF07 em células de mama humano sadias (MCF- 

10A) permitiu a obtenção do índice de seletividade, parâmetro que permite inferir se 

o composto é mais seletivo para as células tumorais em comparação às não 

tumorais, sendo considerado promissor quando o valor for igual ou superior a 2 

(Oliveira et al., 2015; Pilon et al., 2020; Duarte et al., 2022). 

A substância RF07 demonstrou uma seletividade seis vezes maior para a 

linhagem tumoral MCF-7 (IS: 6,41), em comparação com a linhagem sadia MCF- 

10A, indicando que a RF07 exerce um efeito citotóxico in vitro mais seletivo para a 

linhagem de adenocarcinoma mamário humano. Ainda, esses dados mostram que a 

seletividade obtida no presente estudo foi superior à observada por Nascimento e 

colaboradores (2023), que relataram um IS de 1,91 e 1,02, para as linhagens 

tumorais mamárias MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente. 
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Em contrapartida, a droga padrão doxorrubicina, amplamente utilizada no 

tratamento do CM (Anampa; Makower; Sparano, 2015), não foi seletiva, 

apresentando um índice de seletividade inferior a um (IS: 0,44). Tais resultados 

justificam os efeitos adversos dos quimioterápicos já utilizados nos pacientes em 

tratamento do câncer (Moustafa et al., 2023) e impulsionam a busca por novas 

drogas que causem menos efeitos adversos (Malyarenko et al., 2023). 

Na próxima etapa deste estudo buscou-se elucidar as prováveis ações 

antitumorais do RF07 envolvidas na citotoxicidade de MCF-7. Para isto, seus efeitos 

antitumorais in vitro foram avaliados no período de 48 horas, utilizando-se o valor 

aproximado da CI50 (3 µM), que representa o efeito citotóxico máximo, e o dobro da 

CI50 (6 µM). 

Primeiramente foi investigado a interferência deste composto no ciclo celular, 

considerando a premissa de que os inibidores ciclo-específicos têm sido alternativas 

promissoras na terapia do câncer de mama (Piezzo et al., 2020; Ray et al., 2019). O 

tratamento com o RF07 (6 µM) causou um aumento significativo no percentual de 

células na fase S do ciclo celular e em sub-G1. A população sub-G1 caracteriza-se 

por células que apresentam menor conteúdo de DNA devido à fragmentação do 

material genético (Chainumnim et al., 2022), o que é característico de células 

apoptóticas (Zhang et al., 2023). Portanto, os dados obtidos sugerem que o RF07 

possivelmente induz a apoptose nestas células. Ademais, a fase S do ciclo celular é 

caracterizado pela síntese e replicação do material genético (Rasli et al., 2023), 

portanto, o aumento de células nessa fase pode ser justificado pela parada do ciclo 

no ponto de verificação intra-fase S, o qual interrompe o inicio da replicação e o 

alongamento do DNA (Seiler et al., 2007). Existem substâncias, como os análogos 

de nucleosídeos, que agem incorporando-se ao DNA durante a replicação e, 

portanto, têm como alvos mais específicos as células na fase S. Quando estes 

compostos se ligam ao DNA das células podem ativar a verificação da fase S, 

impedindo a progressão do ciclo celular (Shi et al., 2001). Com esse resultado 

podemos inferir que o RF07 interfere no ciclo celular. 

A literatura relata a atividade de outras organoteluranas no ciclo celular. 

Shaaban e colaboradores (2014) mostraram que uma organotelurana era capaz de 

causar um atraso na divisão celular, inferido a partir do aumento de células na fase 

G0/G1 e uma redução em G2/M, na linhagem MCF-7. A orgatelurana AS101 induziu 

parada do ciclo celular em G2/M em células Jukart (Frei et al., 2007), resultado que 
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também foi observado para o mesmo composto em co-cultura de células estromais 

da medula óssea de camundongos MS-5 e 5T33MM (Hayun et al., 2009). 

Baseado no aumento do percentual de células em sub-G1, que como 

mencionado anteriormente é um resultado preliminar sugestivo de apoptose, o 

objetivo da próxima etapa deste estudo foi investigar o efeito do RF07 neste 

processo. 

A apoptose é um mecanismo de morte celular programada com 

características morfológicas próprias, tais como o encolhimento celular, a 

condensação da cromatina e a fragmentação em pequenos corpos apoptóticos. 

Além disso, existem outros tipos de morte celular que podem ser avaliadas na 

pesquisa por novas drogas, a exemplo da necrose, piroptose, necroptose e 

autofagia (Park et al., 2023; Tkachenko, 2023). No câncer, porém, as células 

habitualmente apresentam resistência à apoptose (Sun; Zhao, 2021; Hanahan, 

2022), portanto, a indução deste tipo de morte celular tem sido um dos vários alvos 

farmacológicos de interesse para o tratamento do câncer (Mirzayans, 2024). 

Para a investigação da morte celular foram realizados ensaios 

complementares, empregando diferentes fluoróforos e/ou marcadores celulares, que 

foram avaliados por citometria de fluxo e microscopia confocal. A análise por 

citometria de fluxo, após a marcação celular com anexina V-FITC e IP, mostrou que 

o tratamento com o RF07 aumentou o percentual de células apoptóticas (apoptose 

inicial + tardia/necrose) em ambas as concentrações (3 e 6 µM). Nascimento (2023) 

também investigou o tipo de morte induzida pelo RF07 na linhagem MCF-7, 

marcando as células com laranja de acridina/ iodeto de propídio e analisando a 

morfologia por microscopia confocal de fluorescência. Os autores observaram que o 

RF07 induziu a apoptose nesta linhagem. Adicionalmente eles avaliaram a morte 

celular em MDA-MB-231 e MCF-10A, utilizando os marcadores anexina V PE e 7- 

AAD   por citometria de fluxo, e relataram que o RF07 também causou a apoptose 

nas duas linhagens celulares. Além disso, em outro trabalho o RF07 casou a 

apoptose em cultura primária de sarcoma murino (Nascimento et al., 2021). Por fim, 

estudos com diferentes organoteluranas demonstraram que essa classe de 

compostos atua por este mecanismo antitumoral (Sailer et al., 2004; Vij; Hardej, 

2012; Shakibaie et al., 2018). 

Para corroborar os resultados anteriormente obtidos, as células de MCF-7 

foram coradas com Hoechst 34580 (tricloridrato de N,N-Dimetil-4-[5-(4-metil-1- 
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piperazinil)[2,5′-bi-1H-benzimidazol]-2′-il]benzenamina), um corante que se intercala 

ao DNA e emite fluorescência azul, permitindo distinguir algumas das alterações 

nucleares ocorridas durante o processo apoptótico (Kabakov; Gabai, 2017). As 

análises morfológicas por microscopia confocal de fluorescência evidenciaram que 

as células MCF-7 após o tratamento com RF07 (3 µM) apresentaram encolhimento 

celular, condensação e fragmentação de cromatina, características de células 

apoptóticas. Nascimento e colaboradores (2021) observaram alterações nucleares 

induzidas pelo RF07 em cultura primária de sarcoma murino. Ademais, outras 

organoteluranas induziram fragmentação nuclear em células V79 (fibroblasto do 

pulmão de um hamster) (Trindade, 2015) e de leucemia promielocítica aguda 

humana (HL-60) (Abondanza et al., 2008). 

A perda do potencial transmembrana mitocondrial é um evento que ocorre nas 

mitocôndrias e está envolvido com a abertura do poro de permeabilidade 

mitocondrial e consequente liberação de fatores apoptogênicos, os quais ativam as 

vias de sinalização intracelular responsáveis pela apoptose (Zorova et al., 2018). 

Nesta perspectiva, na próxima etapa deste estudo as células tratadas com RF07 

foram marcadas com JC-1 (5,5,6,6'-tetracloro-1,1',3,3' tetraetilbenzimi- 

dazoilcarbocianina iodeto), um corante catiônico lipofílico que permite inferir as 

alterações do potencial de membrana mitocondrial. Quando as células estão 

saudáveis o corante penetra na mitocôndria e se acumula formando agregados com 

fluorescência vermelha, entretanto, em células apoptóticas o JC-1 entra na 

mitocôndria em menor quantidade e não consegue formar agregados, apresentando 

monômeros que emitem fluorescência verde. Portanto, a razão de fluorescência 

monômeros/agregados do JC-1 na mitocôndria pode ser utilizada como um 

parâmetro na avaliação direta do estado de polarização mitocondrial (Sivandzade; 

Bhalerao; Cucullo, 2019). 

O RF07 (3 e 6 µM) aumentou a razão da intensidade de fluorescência verde 

em função da fluorescência vermelha (monômeros/agregados), sugerindo que este 

composto interfere no estado de polarização da mitocôndria. Além disso, a perda do 

potencial de membrana mitocondrial pode estar relacionada com a ativação da via 

mitocondrial da apoptose, como já é relatado na literatura (HUANG et al., 2019). 

Este resultado corrobora com os estudos anteriores de Nascimento (2023), que 

demonstraram que o RF07 induz a apoptose em células da linhagem MDA-MB-231 

por via intrínseca mitocondrial, regulando positivamente a expressão de caspases 
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específicas desta via e atuando na instabilidade mitocondrial. Já é relatado que 

outras organoteluranas promovem alterações mitocondriais em diferentes linhagens 

tumorais (Puntel et al., 2013; Trindade et al., 2019; Siqueira et al., 2023). 

Prosseguindo com a elucidação dos efeitos antitumorais do RF07, foi 

investigado o seu papel no estresse oxidativo celular. As espécies reativas de 

oxigênio (EROs) agem como moléculas sinalizadoras e participam de várias vias de 

sinalização intracelular fundamentais para a manutenção da homeostase celular 

(Hancock; Veal, 2020). Geralmente, as células cancerígenas apresentam níveis 

basais mais altos de EROs em comparação às células sadias (Yang; Chen; Shi, 

2019). No câncer de mama as EROs atuam como transdutores de sinais para ativar 

processos que mantêm a carcinogênese, como a proliferação, angiogênese, 

migração e invasão celular (Liu et al., 2023). Entretanto, aumentos adicionais nos 

níveis destas espécies causam danos a proteínas, DNA, lipídios e organelas 

celulares, induzindo a célula à morte (Nakamura; Takada, 2021). Nessa perspectiva, 

o câncer de mama pode ser tratado com agentes farmacológicos que induzem a 

formação de EROs à níveis elevados, levando a célula tumoral ao estresse oxidativo 

e consequente morte celular (Souza et al., 2024). A doxorrubicina, metotrexato e a 

cisplatina são exemplos de agentes farmacológicos que atuam induzindo estresse 

oxidativo e são utilizados na prática para tratar o câncer de mama (Sinha; Tokar; 

Bushel, 2020). 

O efeito de RF07 no estresse oxidativo foi avaliado pelo ensaio do MTT, 

realizado na presença e na ausência do antioxidante N-acetilcisteína (NAC) 

(Sahasrabudhe; Terluk; Kartha, 2023; Ferreira et al., 2023). O pré-tratamento com 

NAC reduziu significativamente a citotoxicidade induzida pelo RF07, permitindo 

inferir que existe o envolvimento de EROs no efeito antitumoral produzido por este 

composto. 

A ação oxidativa das organoteluranas é uma das mais explanadas e pode 

estar relacionada com a capacidade que essas substâncias possuem de reduzir a 

atividade das enzimas antioxidantes δ-ALA-D, glutationa-redutase, glutationa-S- 

transferase e peróxido dismutase (Trindade, 2015; Capperucci et al., 2021). Além 

disso, as organoteluranas também produzem espécies reativas de oxigênio (Du et 

al. 2014; Petreni et al., 2022), exibindo mecanismos oxidativos pela diminuição de 

glutationa uma vez que os grupamentos tióis desses compostos interagem com essa 

enzima (Frei et al., 2007; Vij; Hardej, 2012; Vij; Hardej, 2016). 
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Os efeitos do RF07 também foram avaliados no modelo experimental de 

esferoides. Os esferoides representam o modelo tridimensional mais utilizado para 

investigar a biologia do câncer, uma vez que conseguem simular a arquitetura do 

microambiente tumoral, bem como as características moleculares e funcionais do 

tumor in vivo (Froehlich et al., 2016; Hamilton; Rath, 2018). 

A formação de esferoides pode ocorrer por meio de diferentes técnicas, 

divididas em duas categorias: esferoides produzidos sobre ou incorporados em 

substratos (scaffold-based) e esferoides gerados sem qualquer substrato de suporte 

(scaffold-free) (Coelho, 2020). Na técnica scaffold-based os esferoides são 

cultivados no topo ou embebidos dentro de uma matriz extracelular sintética ou 

natural, como por exemplo, polímeros de hidrogéis e metilcelulose (Xu et al., 2016). 

Na outra categoria (scaffold-free) essas estruturas são formadas espontaneamente, 

pois as células são colocadas em condições que não favorecem a aderência no 

substrato, resultando na adesão célula-célula (Weiswald, Bellet; Dangles-Marie, 

2015). Nessa última categoria existem três métodos para a formação dos esferoides: 

liquid overlay, suspension culture e hanging drop method (Froehlich et al., 2016). A 

técnica de hanging drop envolve a utilização de gotas suspensas contendo meio 

nutritivo e células para a produção de esferoides, com a ação gravitacional 

facilitando a sua formação (Timmins et al., 2005). 

As células MCF-7 possuem a capacidade de gerar agregados 3D 

multicelulares que podem levar a formação de esferoides. Os esferiodes formados 

por essa linhagem celular são descritos como uma massa de células com núcleo 

desorganizado, que possuem ligações célula-célula mediada pela proteína E- 

caderina (Comşa; Cîmpean; Raica, 2015). Assim, estes modelos têm sido utilizados 

em diferentes linhas de pesquisa que visam o entendimento da biologia do câncer 

de mama, a análise de potenciais drogas antitumorais, bem como o estudo da 

migração e invasão celular (Coelho, 2020; Klein; Distel; Neuhuber, 2021). 

Os esferoides formados com células MCF-7 foram produzidos utilizando a 

técnica de hanging drop e classificados como scaffold-free. Após a formação, foram 

tratados com RF07 (3 e 6 µM), por 48 horas. Foi observado uma redução 

significativa no tamanho e no raio de migração dos esferoides após o tratamento, 

sugerindo que o RF07 exerce efeitos citotóxicos sobre os esferoides, diminuindo o 

seu tamanho. Além disso, a significativa redução na migração celular ao redor dos 

esferoides demonstra potencial em inibir a migração celular. 
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As organoteluranas RF 13 e RF13S, que possui similaridade na estrutura 

química com a RF07, promoveu a inibição da migração, angiogênese e das 

catepsinas (proteínas envolvidas com a invasão e metástase) em células de 

melanoma murino (B16F10 e B16F10-Nex2) (Paschoalin et al., 2019). 

Adicionalmente, as organoteluranas RF13 e RF13S inibiram a migração de células 

de melanoma humano SK-MEL-28 e SK-MEL-147 (Martens, 2017). 

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a citotoxicidade da 

organotelurana RF07 e elucidam alguns dos efeitos antitumorais in vitro exercidos 

em células de adenocarcinoma mamário humano. Estas descobertas encorajam 

outros estudos para elucidação dos mecanismos de ação deste composto, que 

apresenta potencial para a seleção de novos candidatos à fármacos antitumorais. 
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7. Conclusão 

 
A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a organotelurana 

RF07 demonstrou citotoxicidade contra a linhagem celular de adenocarcinoma 

mamário humano MCF-7, mostrando-se mais seletiva para esta linhagem em 

comparação com a linhagem celular mamária não tumoral MCF-10A. Em adição, o 

RF07 demonstrou uma notável capacidade citotóxica no modelo experimental de 

esferoides, evidenciada pela redução no tamanho e na migração dos mesmos. 

Os efeitos antitumorais do RF07 estão associados à: I) interferência no ciclo 

celular, evidenciado pela parada de células na fase S; II) atividade oxidante da 

substância, que eleva a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) para 

promover a morte celular; II) ativação da apoptose, possivelmente através da via 

intrínseca mitocondrial. 

Figura 26. Efeitos da RF07 em células de adenocarcinoma mamário humano 

MCF-7. 

 
 
 

 
 

A organotelurana RF07 ((4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(λαμβδα)4-teluraspiro [3.5]non-2- il}fenil 
Metil Éter) induz citotoxicidade em células de adenocarcinoma mamário humano, MCF-7. Este efeito 
está associado à alterações no ciclo celular, exemplificado pela parada das células na fase S. Ainda, 
a RF07 atua por meio do aumento de espécies reativas de oxigênio (EROs) e da apoptose, levando à 
morte celular. Sugere-se que a apoptose seja ativada pela via intrínseca, já que este composto 
induziu alterações no potencial de membrana mitocondrial. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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