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RESUMO

O potencial antineoplasico e quimioprotetor dos fitoquimicos, associados a sua menor
toxicidade, menor custo e diversidade quimica, resultando em acgdes em diferentes alvos
moleculares, tém sido estudados extensivamente nos Gltimos anos. O cancer de bexiga é o
décimo cancer mais comum no mundo, e 0s tumores com caracteristica masculo-invasiva se
associam a um pior progndstico e maior probabilidade de evolucdo para doenca metastatica. A
expressiva toxicidade da quimioterapia padréo e a recidiva tumoral para esses casos se mostram
como importantes entraves a seu tratamento. Assim, se faz relevante a busca por novas
estratégias para o tratamento dos tumores de bexiga. O lupeol, um triterpeno sintetizado
naturalmente em varias plantas, dentre elas, frutas, ervas e folhosas presentes na alimentagéo
humana, diminui a proliferacdo tumoral através de parada no ciclo celular, induz a apoptose e
reduz a migragdo celular e invasividade em tumores pulmonares, hepatocelulares, colorretais,
entre outros. Desse modo, esse estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do lupeol em células
de tumor de bexiga por meio de ensaios de ensaios de citotoxicidade, morfologia celular,
migracéo celular, sobrevivéncia clonogénica e analise in silico. Neste estudo foram utilizadas
as linhagens celulares de tumor de bexiga de alto grau J82 e UM-UC-3, assim como a linhagem
de fibroblastos pulmonares MRC5, para avaliagdo do indice de seletividade tumoral do
composto avaliado. O tratamento resultou em seletividade para as células tumorais, além de
reducdo da viabilidade celular, da capacidade de formacéo de colbnias, da migragéo celular e
da ocorréncia de alteracdes morfoldgicas sugestivas de morte celular nas linhagens testadas.
Portanto, conclui-se que o lupeol causou efeitos antiproliferativos nas linhagens celulares de
cancer de bexiga de alto grau, sendo um promissor agente para tratamento tumoral. Novos

estudos sdo necessarios para explorar sua possivel aplicagdo terapéutica.

Palavras-chave: lupeol, cancer de bexiga, acdo antitumoral, agentes antineoplasicos, composto

natural, terpeno.



ABSTRACT

The antineoplastic and chemoprotective potential of phytochemicals, combined with their lower
toxicity, reduced cost, and chemical diversity, resulting in actions on different molecular
targets, has been extensively studied in recent years. Bladder cancer is the tenth most common
cancer worldwide, and muscle-invasive tumors are associated with a worse prognosis and a
higher likelihood of progression to metastatic disease. The significant toxicity of standard
chemotherapy and tumor recurrence in such cases represent major challenges in treatment.
Therefore, the search for new strategies for treating bladder tumors is of great importance.
Lupeol, a triterpene naturally synthesized in various plants, including fruits, herbs, and
vegetables commonly found in the human diet, has been shown to reduce tumor proliferation
through cell cycle arrest, induce apoptosis, and decrease cell migration and invasiveness in
lung, hepatocellular, colorectal, and other cancers. Thus, this study aimed to evaluate the effects
of the lupeol on bladder tumor cells, by means of cytotoxicity assays, cell morphology, cell
migration, clonogenic survival and in silico analysis. High-grade bladder tumor cell lines J82
and UM-UC-3 were used, as well as the MRC5 lung fibroblast cell line, to assess the tumor
selectivity index of the compound. Treatment showed selectivity for tumor cells, along with a
reduction in cell viability, colony-forming ability, cell migration, and the presence of
morphological changes suggestive of cell death in the tested cell lines. In conclusion, lupeol
exhibited antiproliferative effects on high-grade bladder cancer cell lines, making it a promising
agent for cancer treatment. Further studies are needed to explore its potential therapeutic

application.

Keywords: lupeol, bladder cancer, antitumor action, antineoplastic agents, natural compound,

terpene.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O céancer compreende um conjunto de doencas caracterizadas pela proliferacdo
descontrolada de células anormais, com potencial para invasdo tecidual e disseminacao
metastatica, sendo uma das principais causas de morte prematura, abaixo dos 70 anos, em
grande parte dos paises do mundo (OMS, 2022). O avango dessa taxa representa uma
importante barreira a0 aumento da expectativa de vida nos paises, e reflete fatores como o
envelhecimento da populacdo, aumento de sua exposicdo a fatores de risco e indices
socioecondmicos de cada regido. Dados do Global Cancer Observatory (GLOBOCAN)
estimaram a incidéncia de 19,3 milhdes de casos e 10 milhdes de mortes por cancer em 2020
(Sung et al., 2021). No Brasil, estima-se a ocorréncia de 704 mil novos casos de cancer para o
triénio de 2023 a 2025, sendo o cancer de pele ndo melanoma o mais incidente (220 mil novos
casos), seguido por canceres de mama (74 mil), prostata (72 mil), c6lon e reto (46 mil), pulmao
(32 mil) e estdbmago (21 mil) (INCA, 2022).

O céncer de bexiga é o 10° tipo de céncer mais frequente no mundo, com
aproximadamente 573 mil novos casos e 213 mil novas mortes no ano de 2020. Sua prevaléncia
é 4 vezes maior em homens que em mulheres, representando o 6° cancer mais frequente e a 9°
causa de morte por cancer em homens (Sung et al., 2021). No Brasil, estimam-se 11.370 novos
casos (5,25 casos a cada 100 mil habitantes) no triénio de 2023 a 2025 (INCA, 2022). E o seu
desenvolvimento estd intimamente ligado a fatores ambientais, como tabagismo, exposi¢do
ocupacional a aminas aromaticas, exposicdo a arsénio presente na agua, infeccdo por
Schistosoma haematobium, entre outros.

O tabagismo é o principal fator de risco evitavel para o cancer de bexiga, responsavel
por, em média, 50% dos casos em homens e 30% em mulheres (Burger et al., 2013;
Cumberbatch et al., 2016). Fumantes ativos tém 3,47 vezes mais risco de desenvolver a doenca
em comparacdo com nao fumantes, enquanto ex-fumantes apresentam risco 2,04 vezes maior,
demonstrando que parar de fumar reduz, mas ndo elimina completamente o0 perigo
(Cumberbatch et al., 2016). A fumaca do tabaco contém substancias como aminas aromaticas
que ao serem metabolizadas no figado e excretadas na urina, danificam o DNA das células
uroteliais (Letasiova et al., 2012), podendo formar adutos, complexos de DNA-carcindgeno,
induzindo um erro na replicacdo do DNA (Stenzl et al., 2017). A exposi¢do a aminas aromaticas
ndo ocorre somente pelo tabaco, mas tambem por meio de fabricacdo de tintas e corantes
(Carreon et al., 2014) e producéo de pesticidas (International Agency, 2012). Estudos indicam

que cerca de 20% dos casos de carcinoma urotelial apresentam associagdo com exposi¢ao
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ocupacional, especialmente em trabalhadores de setores industriais envolvidos no manuseio de
compostos quimicos, como industrias de pigmentos, derivados de petroleo e metalurgia (Burger
et al.,, 2013). A infeccdo cronica pelo Schistosoma haematobium desempenha um papel
significativo na etiologia do cancer de bexiga em diversos paises da Africa Subsaariana, sendo
atribuida a ela mais da metade dos casos diagnosticados na regido, conforme estimativas do
GLOBOCAN 2022. De acordo com a classificacdo da Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC, 2012), esse parasita € considerado pertencente ao Grupo 1 de agentes
carcinogénicos. A patogénese esta associada, principalmente, a presenca de ovos liberados por
vermes adultos do S. haematobium, localizados nos plexos venosos da bexiga e de estruturas
pélvicas adjacentes, durante sua migracao para serem eliminados pela urina, provocando lesdes
significativas e desencadeando uma resposta inflamatoria granulomatosa cronica. Esse
processo inflamatério pode evoluir para alteracbes como fibrose e desenvolvimento de
neoplasias na bexiga (Gryseels et al., 2006; Barsoum; Esmat; El-Baz, 2013).

A predisposicdo genética também constitui um importante fator no desenvolvimento do
cancer urotelial. Alteracbes moleculares em genes reguladores do ciclo celular, como FGFR3,
RB1, HRAS e TP53, estdo diretamente associadas. Esses genes atuam como controladores da
proliferacdo celular, sendo que suas muta¢des podem levar a mecanismos desregulados de
multiplicagdo celular. Além disso, alteracdes nos genes do cromossomo 9 e 22 humano sdo
frequentemente associadas ao desenvolvimento de cancer de bexiga (Zhang; Zhang, 2015). A
mutacdo no promotor do gene TERT (telomerase reverse transcriptase) é uma alteragdo genética
frequente no cancer de bexiga, presente em 70-80% dos casos, independentemente do estagio
ou grau tumoral. Sua deteccdo na urina, realizada a partir do DNA tumoral proveniente de
células neoplasicas do urotélio, mostra potencial para diagnéstico, com sensibilidade moderada
(42-62%), porém estudos futuros sdo necessarios para explorar seu papel terapéutico (Allory et
al., 2014).

A proteina p53, codificada pelo gene TP53, € uma das mais frequentemente alteradas
em diversos tipos de neoplasias, incluindo o cancer de bexiga (Almeida et al. 2000). Esse gene,
situado na regido 17p13.1, atua como um supressor tumoral, desempenhando fungdes essenciais
no controle do ciclo celular, reparo de danos do DNA e inducédo de apoptose. (Fett-Conte;
Salles, 2002). Estudos clinicos evidenciam que a expressao anormal da p53 estéa associada a um
pior progndstico. Em um estudo observou-se que 71% dos pacientes com detecgdo da proteina
mutada evoluiram para doenca invasiva, enquanto apenas 22% daqueles sem expresséo alterada

apresentaram progressao (Hudson et al.,1996).
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Aproximadamente 95% dos canceres de bexiga sdo classificados histologicamente
como tumores uroteliais, originados das células do epitélio que revestem as vias urinarias, que
podem ser categorizados em ndo musculos-invasivos (NMIBC, do inglés “non-muscle invasive
bladder cancer”), geralmente tumores de menor grau e prognostico favoravel, porém com alta
taxa de recorréncia, ou musculo-invasivos (MIBC, do inglés “muscle-invasive bladder cancer”)
com um perfil genético caracterizado por diversidade de mutacdes e associados a pior
prognastico, podendo evoluir para doenga metastatica (Dyrskjat et al., 2023). Entre as formas
menos frequentes destacam-se 0s carcinomas escamosos, adenocarcinomas e 0S sarcomas
(Bogliolo, 2021, p. 603; Messing, 2002). Do ponto de vista morfol6gico, os tumores uroteliais
apresentam duas formas principais de apresentacdo: lesdes papilares, desde lesdes benignas, 0s
papilomas, até malignas, os carcinomas, e lesbes planas, representadas principalmente pelo
carcinoma in situ (CIS) (Bogliolo, 2021, p. 604). Para os tumores ndo musculo-invasivos, 0
grau é o fator determinante para o prognostico. Os tumores podem ser classificados como baixo
grau, tumores com células diferenciadas e alto grau, tumores com células pouco diferenciadas.
(Saginala et al., 2020). Para tumores musculo-invasivos, o principal parametro para definicdo
de prognostico e classificacdo é o estadiamento, que determina a profundidade da invaséo
(Figura 1) (Kamat et al., 2016).

Figura 1 - Bexiga

Tecido adiposo

Musculo profundo

Musculo superficial

Lamina proépria

Epitélio

Estadiamento de tumores uroteliais de bexiga. NMIBC: Céancer de bexiga ndo musculo-invasivo. MIBC: Cancer
de bexiga musculo-invasivo. Cis: tumor plano pouco diferenciado e confinado a mucosa; Ta: tumores papilares
superficiais confinados ao epitélio T1:Tumor que invade o tecido conjuntivo sub-epitelial, mas ndo a camada
muscular. T2: tumores que invadem a camada muscular superficialmente. T2a: metade interna T2b: metade
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externa. T3: tumores com invasdo muscular e na camada de tecido perivesical. T3a: de forma microscépica. T3b:
de forma macroscdpica. T4: tumores que invadem prostata, Utero, vagina e/ou intestino. T4a: invade paredes
pélvicas e/ou abdominais, préstata, Utero ou vagina, T4b: invade parede pélvica ou parede abdominal.
Fonte: adaptado de Tran. L. et al 2021; UICC, 2004.

O diagndstico do carcinoma de bexiga baseia-se principalmente em dois exames
fundamentais: a citologia urinaria e a cistoscopia, que representam as abordagens iniciais para
confirmacdo diagndstica e acompanhamento da doenca (Hu et al., 2022). Em casos
selecionados, é recomendado a realizacdo de exames complementares, como avaliacdo da
funcdo renal e imagem do trato urindrio superior, sendo a urografia por tomografia
computadorizada (TC) o método de imagem preferencial (Teoh et al., 2020). Pacientes com
achados anormais na citologia ou na anélise histopatolédgica devem ser submetidos a resseccao
transuretral da bexiga (RTU). Este procedimento ndo apenas remove a lesdo tumoral visivel,
mas também fornece material para analise histoldgica, sendo essencial para o diagndstico
definitivo, estadiamento e classificacdo tumoral. Além disso, permite a avaliacdo da
musculatura adjacente para verificar possivel invasao neoplasica (Yin et al., 2016).

As principais abordagens terapéuticas incluem procedimentos cirdrgicos como a
resseccdo transuretral de bexiga (RTU), para remoc¢do do tumor, e a cistectomia (parcial ou
radical), dependendo da extensdo da doenca (Chang et al., 2016). Nos casos de tumores ndo
musculo-invasivos, a RTU é seguida de imunoterapia intravesical com Bacilo Calmette-Guérin
(BCG), que estimula a resposta imune para eliminar células tumorais residuais (Ahmadi et al.,
2021; Lenis et al., 2020). Os tumores musculo-invasivos exigem tratamento mais agressivo,
frequentemente com cistectomia, devido ao alto risco de progressdo para doenca metastatica
(Lobo et al., 2017; Saginala et al., 2020).

Além disso, o tratamento do cancer de bexiga pode envolver outras modalidades
terapéuticas, além dos procedimentos cirurgicos, como radioterapia, imunoterapia (BCG) e
guimioterapia. Esta ultima é geralmente utilizada em casos de cancer muasculo-invasivo (MIBC)
no esquema de terapia sistémica neoadjuvante a cistectomia radical. Protocolos quimioterapicos
a base de cisplatina representam o tratamento padrdo, com esquemas como metotrexato-
vimblastina-doxorrubicina-cisplatina (MVVAC) ou cisplatina-gemcitabina (CG), demonstrando
eficacia no aumento da resposta terapéutica completa e na sobrevida dos pacientes. Entretanto,
estes protocolos apresentam alta toxicidade e ndo sdo adequados para todos os pacientes, devido
aos seus efeitos adversos significativos, como nefrotoxicidade, ototoxicidade e neuropatia
periférica, além de critérios restritivos de elegibilidade que excluem individuos com funcéo
renal reduzida e comorbidades graves, como insuficiéncia cardiaca, limitando especialmente
pacientes idosos (Dyrskjgt et al., 2023; Galsky et al., 2011).
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Produtos naturais vém sendo extensivamente estudados como alternativas
antineoplasicas com menor toxicidade sisttmica, menor custo e que contornam a resisténcia
tumoral as quimioterapias, devido a diversidade quimica de seus fitoquimicos e consequente
acdo em diferentes alvos. Podem, ainda, ser avaliados como adjuvantes a terapias
convencionais, aumentando a sensibilidade das células tumorais a terapias padrdo. Segundo um
levantamento de 2016, da Food and Drug Administration (FDA), os Estados Unidos aprovaram
547 produtos naturais e derivados para uso como medicamentos para diversas patologias, dentre
elas, o cancer. Cerca de 50% dos farmacos antitumorais atuais sdo de origem natural ou semi-
sintética, e, dentre os mecanismos de acdo antitumoral dos produtos naturais, destacam-se a
supressdo da proliferacdo celular, regulacdo do ciclo celular e de vias de sinalizacdo
relacionadas a carcinogénese e progressao tumoral, modulacéo de genes relacionados ao reparo
do DNA, acéo antioxidante, entre outros. Essas atividades terapéuticas advém dos metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas, como alcaldides, terpenos, compostos fendlicos, etc
(Naeem et al., 2022).

Os terpendides sdo a maior classe de produtos naturais e possuem ampla gama de agdes
farmacologicas. Sdo formados por uma unidade estrutural basica denominada isopreno (C5H8),
e categorizados em subclasses (mono-, sesqui-, di-, tri- ou tetraterpenos) de acordo com o
numero de unidades isoprénicas em sua estrutura. Os quimioterapicos derivados do taxol, uma
familia de diterpenos isolada de plantas do género Taxus, sdo drogas importantes no tratamento
de diversos tipos de cancer. O paclitaxel, (quimioterapico de primeira escolha para o tratamento
de cancer de mama, pulméo e ovario), assim como docetaxel e cabazitaxel, sdo exemplos de
farmacos derivados do taxol com relevancia farmacologica e comercial (Naeem et al., 2022;
Reinhard et al., 2010; Mosca et al., 2020). Triterpenos (C10) séo, em sua maioria, compostos
policiclicos encontrados em folhas, casca do caule, frutos e raizes de plantas, sendo também
produzidos por fungos. Esses compostos se apresentam como compostos antitumorais
multifuncionais, e varios deles, como os acido gadotérico, nimbolide, acido betulinico e
diosgenina foram avaliados quanto a suas atividades antitumorais e anti-inflamatérias, tendo
como alvo inimeras vias de sinalizacdo e controlando a sobrevivéncia celular e progresséo
tumoral (Gill et al., 2016).

O triterpeno lupeol (Figura 2) é sintetizado naturalmente em varias plantas, dentre elas
frutas, ervas e folhosas presentes na alimentagdo humana, como pepino (Cucumis sativus),
meldo (Cucumis melo), abobora (Cucurbita pepo), cha-da-india (Camellia sinensis), entre

outras. Esse composto tem se destacado por suas atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias,
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hipoglicemiantes, protetivas contra doengas cardiovasculares, hepaticas, renais,
neurodegenerativas, 0sseas, doencas de pele e, principalmente, por suas atividades
antineoplasicas e quimioprotetoras demonstradas em estudos in vivo e in vitro. O lupeol
demonstrou atividades antiproliferativas relacionadas a parada no ciclo celular em modelos de
cancer gastrico, hepatocelular, oral e retinoblastoma. Em um estudo utilizando células de
retinoblastoma (Y-79 e WERI-Rb-1), o lupeol reduziu a viabilidade das células de forma dose-
dependente, com maior sensibilidade na linhagem WERI-Rb-1 (Che, Wu e Yu 2022, p. 208).
Além disso, em cancer colorretal, cervical, hepatocelular, pulmonar, oral, pancreético,
osteosarcoma e retinoblastoma, o lupeol levou & indugdo de apoptose por mecanismos de
aumento dos niveis de ROS, ativacdo de p53, modulacdo dos niveis de caspases, inibicdo da
via de sinalizacdo Akt/PKB, supressdo da atividade de EGFR/STAT3 e via miRNAs. No caso
especifico do retinoblastoma, o lupeol induziu apoptose, aumentando a expressao de Bax e
diminuindo Bcl-2. Além disso, esse composto diminuiu a migragdo celular e invasividade
tumoral em modelos de cancer de vesicula biliar, tumor colorretal e osteosarcoma, atuando em
vias de sinalizacdo como EGFR/MMP-9 e na remodelacdo do citoesqueleto. Estudos
demonstram, ainda, a capacidade do lupeol em aumentar a sensibilidade de células tumorais a
quimioterapia e radioterapia (Saleem et al., 2009; Liu et al, 2021; Sohag et al., 2022; Che, Wu
e Yu 2022, p. 208). No contexto do cancer de prostata, o lupeol demonstrou capacidade
potencializar a acdo da enzalutamida, um inibidor ndo esteroidal do receptor de andrégeno,
aprovado para tratamento de cancer de prostata. Através de abordagens in silico e in vitro, foi
demonstrado que o lupeol quimiossensibiliza células resistentes por modular a expressao de
proteinas oncogénicas como B-catenina, c-FLIP e c-MYC sensibilizando os efeitos da
enzalutamida (Maurya et al., 2022). Esta propriedade de reverter a resisténcia medicamentosa

posiciona o lupeol como um valioso coadjuvante terapéutico.

Figura 2 - Estrutura quimica do composto Lupeol

I3
.

Fonte: Adaptado de Sallem, M. (2009)
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Apesar de suas importantes propriedades antineoplasicas, apenas um estudo avaliou as
atividades do lupeol no cancer de bexiga induzido em ratos Wistar, demonstrando seu potencial
em induzir a apoptose celular pela modulacdo da expressdo de Bax, caspase-3, caspase-9 e
inibicdo da expressdo de Bcl-2 e PCNA (Prabhu et al., 2016). Desse modo, faz-se necessario

um maior entendimento das agdes bioldgicas desse composto em tumores de bexiga.

1.1 JUSTIFICATIVA

O céancer de bexiga é o décimo mais comum no mundo, e o tratamento ainda representa
um grande desafio devido a alta toxicidade da quimioterapia convencional, que contribui para
as altas taxas de recorréncia da doenca. Entre as alternativas em investigacao, destacam-se 0s
terpendides, a maior classe de produtos naturais, conhecidos por sua ampla gama de atividades
farmacologicas. Dessa classe derivam farmacos importantes, como o paclitaxel, amplamente
utilizado na oncologia. O lupeol, um triterpeno presente em diversas espécies vegetais, tem
demonstrado efeitos antitumorais relevantes, incluindo a inibi¢do de proliferagdo celular, a
inducdo de apoptose e a reducdo do potencial metastatico em diferentes tipos de cancer. No
entanto, seu papel no cancer de bexiga permanece pouco explorado, havendo até 0 momento
apenas um estudo in vivo em modelo com ratos Wistar. Diante desse cenario, este projeto busca
elucidar de forma mais abrangente o potencial do lupeol no cancer de bexiga de alto grau,
avaliando seu indice de seletividade, citotoxicidade, a¢do anti-migratéria e a capacidade
reprodutiva celular. Assim, pretende-se reforcar seu valor como candidato promissor ao

desenvolvimento de novas terapias quimioterapicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente projeto foi avaliar o potencial antineoplésico do triterpeno
lupeol sobre linhagens celulares de tumor de bexiga.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar in silico as atividades antiproliferativas e mecanismos de acao do lupeol;

e Investigar a citotoxicidade e seletividade do lupeol sobre células J82 e UM-UC-3 de
tumor de bexiga de alto grau;

e Estudar os efeitos do lupeol sobre a capacidade reprodutiva celular, refletida na
formacéo de clones celulares;

e Analisar os efeitos do lupeol sobre a migragéo celular;

¢ Avaliar os efeitos do lupeol sobre a morfologia celular.
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3 METODOLOGIA

3.1 EXTRACAO E ISOLAMENTO LUPEOL

O composto lupeol foi extraido a partir das partes aéreas de Dolichandra unguis-cati
(Figura 3) familia Bignoniaceae e gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Geraldo Célio Brandao. O
material vegetal foi seco a 40°C em estufa ventilada, triturado e submetido a extracdo com
etanol. O extrato bruto foi particionado sequencialmente com n-hexano, cloroférmio e acetato
de etila. A fragdo cloroférmica foi concentrada em rotaevaporador e obteve 3,8 g. Em seguida
foi purificada por cromatografia em coluna de silica gel, resultando em 18 fragdes que foram
analisadas com cromatografia em camada delgada (CCD). Na fracdo 6, observou a formacéo
de um precipitado, que foi recristalizado em mistura de solventes, obtendo apds filtracdo e
secagem, 87 mg de lupeol na forma de um sélido branco. A identificacdo foi confirmada por
anélises de espectro de ressonancia magnética nuclear RMN de 'H e 3C. O composto foi
dissolvido em DMSO a uma concentracdo de 10 mg/mL. As concentracdes de tratamento foram
definidas de modo que a concentragdo final de DMSO no meio de cultura durante diferentes

tratamentos ndo excedesse 2%. O DMSO também foi adicionado as culturas controles.

Figura 3 - Dolychandra unguis-cati em flor no jardim botanico Villa Durazzo-Pallavicini, Génova

-

Fonte: Hectonichus, 2012, CC BY-SA 3.0.

3.2 REAGENTES

O meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), 0 meio de cultura branco
(DMEM sem vermelho de fenol), a penicilina G, a estreptomicina, a cisplatina e a
tripsina/EDTA foram adquiridas da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). A anfotericina B foi
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adquirida da Cristalia (Itapira, Brasil). O soro fetal bovino foi obtido da Cultilab Ltda.
(Campinas, Brasil). Os solventes dimetilsulfoxido (DMSQO), hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol foram adquiridos da Synth (Brasil). O kit Cell Proliferation Il (2,3-bis(2-
methoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetraz6lio-5-carboxanilida - XTT) foi adquirido da Roche

Diagnostics (Mannheim, Alemanha).

3.3 LINHAGENS CELULARES

Para conduzir o trabalho, foram utilizadas 2 linhagens celulares de carcinoma urotelial
de bexiga de alto grau adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil. A linhagem J82
é derivada de tumor de alto grau com trés mutagdes pontuais no gene TP53, sendo duas no éxon
8 (c6don 271 Glu (GAG) — Lis (AAG); c6don 274 Val (GTT) — Phe (TTT) e uma no éxon 9
(codon 320 Lys (AAG) — Asn (AAC). A linhagem UM-UC-3 ¢ derivada de tumor de alto grau,
musculo-invasivo, com uma mutagdo pontual em TP53 (éxon 4, cddon 113: Phe (TTG) — Cys
(TCG)) (Pandey et al., 2018; Rieger, et al., 1995).

A linhagem MRCS5, de fibroblastos pulmonares humanos, foi utilizada para avaliar a
seletividade do composto para as linhagens tumorais. As células foram cultivadas em meio
DMEM suplementado com 10% de soro bovino e 100 U/mL de penicilina G, 100 U/mL de
estreptomicina e 2,5 pg/mL de anfotericina B, e mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera de
5% de CO.. Para todos os experimentos foram realizados em triplicata, a quantidade semeada

de células foi de 1x10° células/ por pogo em placas de semeadura de células.

3.4 ANALISE IN SILICO

A avaliagéo in silico computacional do lupeol foi realizada utilizando o programa
Prediction  Activity Spectrum of Substances (PASS). Este software online
(www.way2drug.com/PassOnline/) analisa a estrutura molecular para prever possiveis
atividades bioldgicas de compostos organicos no organismo humano, servindo como
ferramenta preliminar antes da realizacao de ensaios experimentais. O PASS fornece resultados
expressos em termos de probabilidade de atividade (Pa) e inatividade (Pi) para mecanismos
especificos. No presente estudo, foram avaliados 4 efeitos antitumorais e 6 mecanismos de acéo

relacionados a atividade antitumoral. A anélise foi baseada na diferenca entre Pa e Pi, com
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classificacdo estabelecida em trés niveis: Pa-Pi < 0,2 (baixo potencial); Pa-Pi entre 0,2 e 0,5

(potencial moderado); e Pa-Pi > 0,5 (alto potencial) (Seibert et al. 2019).

3.5 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Para a avaliacdo da citotoxicidade foi utilizado o Cell Proliferation Kit Il XTT (Cell
Proliferation Kit Il, ROCHE Diagnostics, Mannheim, Alemanha). Esse kit baseia-se na
clivagem do sal amarelo tetrazolium XTT pelas células metabolicamente ativas (células
viaveis), formando um corante formazam alaranjado. A absorbancia do corante foi lida em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 450 nm. A média das absorbancias dos grupos
tratados, dividida pela média das absorbancias dos controles, determinou a porcentagem de
células viaveis. O teste de citotoxicidade foi utilizado para determinar as concentracdes e 0
tempo de tratamento para 0s experimentos subsequentes, bem como para o calculo do indice de
seletividade do composto para as linhagens tumorais. Nesse sentido, as concentra¢des foram de
12,5 uM, 25 pM, 50 pM, 100 pM, 150 pM, 200 pM e foram selecionadas com base em estudos
do grupo e da literatura (Aratanechemuge, Yue et al. 2004). As células ndo tratadas foram
utilizadas como controle.

As células foram semeadas, em triplicata para cada grupo, em placas de 24 pocos e
tratadas com as diferentes concentracbes dos compostos por 24h e 48h apo6s o cultivo.
Imediatamente apds os tratamentos com o composto, as células foram lavadas com solucéo de
Hanks (composigéo: 0,4 g de KCI, 0,06 g de Na2HPO4, 0,35 g de NaHCO3, 1 g de glicose e 8
g de NaCl em 1000 mL de H»0), adicionou-se o meio de cultura branco (DMEM sem vermelho
de fenol) e foram incubadas com o kit XTT por aproximadamente 1h, procedendo-se a leitura
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 450 nm. A absorbancia foi utilizada para
tracar a curva de viabilidade celular, pois é proporcional ao nimero de células viaveis.

Para a avaliacdo do indice de seletividade, foi construida uma curva padrdo com o0s
dados de concentragdo do composto versus porcentagem de células viaveis, cuja equacao
resultou no ICsp do composto para cada linhagem. O indice de seletividade (I1S) foi obtido
dividindo-se a ICso da MRCS5 pela ICso nas linhagens tumorais. Um valor de IS acima de 2

indica seletividade do composto para as linhagens tumorais (Badisa et al., 2009).
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3.6 ENSAIO DE SOBREVIVENCIA CLONOGENICA

Para avaliar os efeitos na capacidade de formagdo de clones com o tratamento com o
lupeol, foi realizado o ensaio de sobrevivéncia clonogénica, células semeadas em placas de 24
pocos foram tratadas com as concentracdes de 100 uM, 150 uM e 200uM pelo tempo de 24h,
definidas pelo ensaio de citotoxicidade. O grupo ndo tratado foi utilizado como controle. Apos
0 tempo de tratamento, as células foram submetidas a lavagem com solucdo de Hanks,
recolhidas e semeadas novamente em placas de 12 pocos na densidade de 1 x 103 células por
poco e incubadas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 por 7-10 dias (até o poco do
controle de células ndo tratadas atingir confluéncia maxima).

Ap0s esse tempo, 0 meio foi removido, as células foram lavadas com solucéo de Hanks
e fixadas com solucdo de formaldeido 4% por 20 minutos, hidratadas com metanol 100% por
20 minutos, e coradas com solugdo de cristal violeta 0,5% dissolvido em metanol 25%. Em
seguida, os pocos foram lavados com agua deionizada e aguardado o tempo de secagem em
temperatura ambiente. O corante foi posteriormente solubilizado em &cido acético 33%, e o
conteudo das placas foi transferido para uma placa de 96 pocos, que foi levada para leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 570 nm (HUANG et al., 2018). O teste foi
realizado em triplicata e a porcentagem de colénias formadas foi obtida dividindo-se a média
das absorbancias obtidas dos grupos tratados pela absorbancia obtida do grupo controle (Pereira
etal., 2022).

3.7 ENSAIO DE CICATRIZACAO DE FERIDAS

Para avaliar a capacidade do composto em afetar a migracdo celular, foi utilizado o
ensaio de cicatrizacdo de feridas. Apos 24h do plagueamento das células em placas de 24 pocos,
foi feita uma raspagem da monocamada de células com o auxilio de uma ponteira de 200 pL
esterilizada, para criar uma ferida na monocamada (LIMA et al., 2020). As células foram
lavadas, fotografadas e posteriormente tratadas com as concentragbes 100 puM, 150 uM e
200uM pelo tempo de 24h e 48h. O grupo nao tratado foi utilizado como controle. A migragéo
celular através da fenda formada foi fotografada nos tempos de Oh, 24h e 48h através do
software Moti Connect, em microscopio optico com luz invertida em um aumento de 40x. A

quantificacdo de motilidade celular foi realizada usando o software ImageJ®, medindo-se a
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distancia entre a frente invasora das células em 3 campos selecionados aleatoriamente, e 0s

valores encontrados foram comparados com os resultados no tempo 0.

3.8 MORFOLOGIA CELULAR

Para a avaliacdo das alterac6es na morfologia celular, células plaqueadas em placas de
24 pocos foram tratadas com as concentragfes 100 pM, 150 uM e 200uM, definidas pelo ensaio
de citotoxicidade e pelo tempo de 24h. As células ndo tratadas foram utilizadas como controle.
Ap0s o tratamento, as células foram observadas em microscopio invertido com contraste de
fase e fotografadas por meio do software Moti Connect no aumento de 200x (DA SILVA et al.,
2012).

No ensaio de citotoxicidade (XTT), morfologia celular e sobrevivéncia clonogénica, a
cisplatina foi utilizada como controle comparativo positivo, uma vez que é o tratamento padrao
para o cancer de bexiga. A escolha desse farmaco como referéncia permitiu avaliar a eficécia e
0 potencial terapéutico do novo composto testado, comparando seus efeitos com um tratamento
ja utilizado na pratica clinica. A concentracdo da solucéo estoque de cisplatina utilizada nos

testes foi de 500 mM e a concentracéo final nos pocos de tratamento foi de 10 pM.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nos ensaios de citotoxicidade, sobrevivéncia clonogénica e migragao
foram submetidos a analise estatistica utilizando o método de anélise de variancia (ANOVA).
Para compara¢6es multiplas entre os grupos, foi aplicado o teste de Tukey como pds-teste. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos quando apresentaram valores de
p < 0,05. Todas as analises estatisticas foram conduzidas por meio do software GraphPad

Prism® versao 6.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE INSILICO

A avaliacdo computacional do lupeol revelou diversas propriedades farmacoldgicas e
vias de atuacdo molecular. Esta abordagem in silico permitiu uma triagem inicial das
propriedades farmacoldgicas do lupeol, identificando seus potenciais mecanismos de acdo
antitumoral e fornecendo uma base para as etapas experimentais subsequentes do estudo. Os
efeitos mais relevantes associados a possivel acdo antineoplasicas foram escolhidos e exibidos
na Tabela 1.

Tabela 1 - Anélise in silico do potencial efeito antitumoral e mecanismos de acdo do lupeol utilizando o
programa PASS online.

Atividade bioldgica Valor de Pa-Pi
Antineoplésico 0,946
Quimiopreventivo 0,788
Antimetastatico 0,645
Anticarcinogénico 0,491

Mecanismo de acéo

Estimulante da caspase 3 0,976
Agonista apoptose 0,878
Estimulante da caspase 8 0,864
Antagonista da integridade da membrana 0,538
Inibidor de DNA ligase (ATP) 0,492
Inibidor de expressao de JAK2 0,485

Fonte: autoria prépria

4.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

A linhagem celular de carcinoma urotelial de bexiga de alto grau J82 foi tratada com as
concentracOes de 12,5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 pM, 150 uM, 200 uM de lupeol. Apos o tempo
de tratamento de 24h, as concentra¢des de 100 pM, 150 uM e 200 uM causaram diminuicdo na

viabilidade celular em relagcéo ao grupo controle nao tratado (CNT) de 20-46,2%. Apds o tempo
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de 48h, as concentragfes de 100 uM, 150 uM e 200 uM causaram diminuicdo da viabilidade
celular de 32-36%, resultados demonstrados na figura 4A e figura 4B.

O valor da concentracdo inibitoria correspondente a 50% de efeito (ICso) foi de = 94,43
KM (intervalo de confianga de 70,07 a 193,5 uM). Com base nesses resultados, foram utilizadas
as concentragfes de 100 pM, 150 pM e 200 uM nos experimentos posteriores, as quais

abrangem e excedem o valor obtido para o0 1Cso.

Figura 4 - Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular J82
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Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular J82 derivada do carcinoma de bexiga ap6s 24h (A), 48h
(B) de tratamento, respectivamente, com lupeol. *p<0,05 comparado com o0 CNT e **p<0,05 comparado com a
cisplatina.

CNT: controle ndo tratado.

CIS: cisplatina.

Fonte: autoria propria.

A linhagem celular de carcinoma urotelial de bexiga de alto grau UM-UC-3 foi tratada
com as concentracdes de 12,5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM de lupeol. Apos
o tempo de tratamento de 24h, as concentracdes de 100 uM, 150 uM e 200 M demonstraram
diminuicdo na viabilidade celular em relacdo ao grupo controle nédo tratado (CNT) de 33-47,7%
(figura A). Ap6s o tempo de 48h, as concentragdes de 100 uM, 150 uM e 200 uM levaram a
uma diminuicdo da viabilidade celular de 71,5-75% (figura B).

Para a linhagem UM-UC-3, 0 ICso para o tempo de 24h foi acima de 200 uM. Foi
definido entdo o tempo de 24h para padronizacao experimental, a fim de garantir uniformidade
metodoldgica e permitir comparacdo direta com os resultados da linhagem J82. No ensaio de
48h, embora essas mesmas concentracdes tenham citotoxicidade maior que 50%, observou-se
citotoxicidade excessiva (reducdo drastica na viabilidade), o que poderia comprometer a

interpretacdo dos resultados nos ensaios subsequentes.
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Figura 5 - Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular UM-UC-3
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Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular UM-UC-3, derivada do carcinoma de bexiga, apds 24h (A)
48h (B) de tratamento com o lupeol. *p<0,05 comparado com o CNT e **p<0,05 comparado com a cisplatina.
CNT: controle néo tratado.

CIS: cisplatina.

Fonte: autoria propria.

A linhagem celular de fibroblastos pulmonares humanos MRC5 foi utilizada como
modelo ndo tumoral para avaliar a seletividade do lupeol e foi tratada com concentracGes de
12,5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 puM, 200 puM de lupeol. Apds os tempos de tratamento,
de 24h e 48h, as concentracdes ndo levaram a morte significativa em compara¢do com ao grupo
controle ndo tratado (CNT) como é possivel observar na figura 6A e figura 6B. Além disso, em
algumas concentragdes, foi possivel observar um aumento na viabilidade dessas células em
relagcdo ao controle ndo tratado (Figura 6A: concentracfes de 25 UM e 50 pM; Figura 6B:
concentra¢Bes de 50 uM, 100 uM, 150 uM), sugerindo um possivel efeito citoprotetor ou

estimulante da proliferacéo.

Figura 6 - Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular MRC5
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Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular MRC5, derivada de fibroblastos pulmonares humanos,
apos 24h (A) 48h (B) de tratamento com o lupeol. *p<0,05 comparado com o0 CNT e **p<0,05 comparado com a
cisplatina.

CNT: controle néo tratado.
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CIS: cisplatina.
Fonte: autoria propria.

Para a linhagem J82 o IS foi de 2,11. Paraa UM-UC-3, apesar do IS ndo ter sido definido
em virtude das concentracGes testadas (a maior concentracdo testada causou cerca de 50% de
morte celular), o composto também se mostrou seletivo, ja que apds a linhagem normal ser
tratada com 200 puM, ainda havia cerca de 90% de viabilidade celular. Além disso, pela analise
dos gréficos, é possivel perceber que o lupeol reduziu significativamente a viabilidade e
capacidade proliferativa das linhagens tumorais (J82/UM-UC-3) e teve efeito nas células
MRCS5 neutro ou até benéfico, reforcando o potencial do composto como agente seletivo contra

celulas do cancer de bexiga.

4.3 ENSAIO DE SOBREVIVENCIA CLONOGENICA

As linhagens J82 e UM-UC-3 foram tratadas com concentragdes de 100 uM, 150 uM e
200uM por 24h, definidas pelo ensaio de citotoxicidade. Apos o tratamento com o lupeol foi
possivel perceber diminuicdo da formacdo de clones em ambas as linhagens quando
comparadas com o controle ndo tratado (CNT). Os resultados estdo apresentados nas figuras 7
e 8.

Na linhagem celular J82 (Figura 7), o tratamento com as concentracfes reduziu a

formacéo de clones de forma significativa quando comparadas ao controle ndo tratado.

Figura 7 - Porcentagem de formacéo de col6nias referente a linhagem J82
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Porcentagem de formagcéao de col6nias referente a linhagem J82, derivada de carcinoma de bexiga, apds 24h de
tratamento com lupeol e imagens dos pocos da linhagem J82 apds a fixagdo das células e coloracdo com corante
cristal violeta. *p< 0,05 comparado com o CNT e **p<0,05 comparado com a cisplatina.

CNT: controle néo tratado.
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CIS: cisplatina.
Fonte: autoria propria.

Na linhagem celular UM-UC-3 (Figura 8), o tratamento com a concentracdo de 200 uM

reduziu de forma significativa a formacdo de clones quando comparadas ao controle nédo

tratado.
Figura 8 - Porcentagem de formacéo de coldnias referente & linhagem UM-UC-3
Sobrevivéncia UM-UC-3 CNT

150+
7] L
©
e} LA
©
E 100+ -
2 -
12
8
S 50~ :
<}
o
e

0

S eSS

Porcentagem de formacéo de col6nias referente a linhagem UM-UC-3, derivada de carcinoma de bexiga, ap6s
24h de tratamento com lupeol e imagens dos pogos da linhagem UM-UC-3 ap0s a fixacéo das células e
coloragdo com corante cristal violeta. *p< 0,05 comparado com 0 CNT e **p<0,05 comparado com a cisplatina.
CNT: controle n&o tratado.

CIS: cisplatina.

Fonte: autoria propria.

4.4 ENSAIO DE CICATRIZACAO DE FERIDAS

Ap0s 24h de tratamento com o lupeol foi observado que nas concentracdes de 100 pM,
150 puM e 200 uM ocorreu a inibi¢do da migragdo celular em ambas as linhagens celulares e
foi observado o fechamento da fenda em ambas as linhagens celulares no grupo controle nédo
tratado (CNT).

Na linhagem celular J82 (Figura 9 A e B) foi observada a reducdo na migracéo celular
em todos os grupos tratados, além disso, apos 24h, também foi observada morte celular

significativa nos pocos de 150 uM e 200 pM.
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Figura 9 — Fotomicrografias do ensaio de cicatrizagdo de feridas linhagem J82
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(A)Fotomicrografias das fendas formadas na monocamada celular da linhagem J82 no tempo Oh, 24h e 48h de
tratamento com o lupeol no ensaio de migracéo celular.
(B) Porcentagem de migracdo celular nos tempos de tratamento 24h e 48h. *p<0,05 comparado ao CNT.
CNT: controle néo tratado
Oh: Tempo Oh, no qual foi realizado o tratamento e a arranhadura nos pogos.
24h: 24h ap6s o tratamento.
48h: 48h apds o tratamento.
Fonte: autoria prépria.

Na linhagem celular UM-UC-3 (Figura 10 A e B) foi observada a redugdo na migracéo
celular em todos os grupos tratados e em todos os tempos avaliados, 24h e 48h, quando

comparados com o controle.
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Figura 10 — Fotomicrografias do ensaio de cicatrizacdo de feridas da linhagem UM-UC-3
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(A)Fotomicrografias das fendas formadas na monocamada celular da linhagem UM-UC-3 no tempo Oh, 24h e
48h de tratamento com o lupeol no ensaio de migracdo celular com a linhagem UM-UC-3. *p<0,05 comparado
ao CNT.

(B) Porcentagem de migragao celular nos tempos de tratamento de 24h e 48h.

CNT: controle néo tratado.

Oh: Tempo Oh, no qual foi realizado o tratamento e a arranhadura nos pogos.
24h: 24h ap6s o tratamento.
48h: 48h apds o tratamento.

Fonte: autoria propria.

45 MORFOLOGIA CELULAR

O tratamento com o lupeol reduziu significativamente a densidade celular de maneira
dose-dependente em ambas as linhagens celulares, J82 (Figura 11) e UM-UC-3 (Figura 12).
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Também foi possivel observar que o tratamento levou a alteracdes celulares como aparecimento

de extensodes, células arredondadas e morte celular.

Figura 11 - Fotomicrografias da linhagem J82

CNT CIs 100uM

24h 150 uM 200 uM

Fotomicrografias da linhagem J82 derivada do carcinoma de bexiga, apds 24h de tratamento com lupeol.
CNT: controle ndo tratado.
CIS: cisplatina.
Fonte: autoria propria.
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Figura 12 - Fotomicrografias da linhagem UM-UC-3

CNT CIS 100uM

24h 150 uM 200 uM

Fotomicrografias da linhagem UM-UC-3 derivada do carcinoma de bexiga, ap6s 24h de tratamento com lupeol.
CNT: controle néo tratado.
CIS: cisplatina.
Fonte: autoria propria.
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5 DISCUSSAO

Os protocolos quimioterapicos a base de cisplatina, padrdo no tratamento do cancer de
bexiga, sdo eficazes na melhora da resposta patologica e sobrevida dos pacientes. No entanto,
sua alta toxicidade e limitacGes para determinados perfis reduzem a aplicabilidade clinica,
representando um desafio no manejo da doenga (Dyrskjet et al., 2023).

Um dos principais desafios ¢ a elegibilidade do paciente, uma vez que aproximadamente
30-50% dos individuos sdo considerados inaptos para a terapia com cisplatina devido a
comorbidades, restringindo as opcdes terapéuticas (Gallagher & Milowsky, 2009; Lei; Cheng;
Pan, 2011). Além disso, a complexidade da doenca frequentemente exige abordagens
multimodais, dificultando a padronizagdo do tratamento (Gallagher & Milowsky, 2009). A
toxicidade da cisplatina também representa um obstaculo significativo com efeitos adversos,
exigindo monitoramento rigoroso para minimizar riscos (Nazari et al., 2024).

Outra lacuna é a auséncia de um tratamento de segunda linha estabelecido para pacientes
ndo elegiveis a cisplatina, destacando a necessidade de terapias alternativas e personalizadas
(Lei; Cheng; Pan, 2011). Esses fatores evidenciam a urgéncia de estratégias inovadoras e menos
toxicas para melhorar o manejo do cancer de bexiga.

Produtos naturais séo alternativas antitumorais com menor toxicidade sistémica, menor
custo e que contornam a resisténcia tumoral a quimioterapia. No contexto do cancer de bexiga,
destaca-se o composto paclitaxel (Taxol®), derivado da casca da arvore Taxus brevifolia, que
integra protocolos combinados com cisplatina e gemcitabina para casos invasivos,
demonstrando eficacia na melhora da sobrevida global. Alem disso, o alcal6ide vincristina,
extraido da planta Catharanthus roseus, € utilizado em esquemas terapéuticos combinados para
tratamentos de leucemia e cancer de mama (Xia Y, et. al 2021).

O lupeol faz parte de umas das maiores classes de produtos naturais e possui ampla
gama de acdes farmacoldgicas. E encontrado em vaérias plantas e ja foi demonstrado em outros
estudos a sua capacidade de diminuir a proliferacdo tumoral através de parada no ciclo celular,
de induzir a apoptose e reduzir a migracao celular e invasividade em tumores (Thomas et al.,
2016; Singh et al., 2018). Entretanto, apenas um estudo (com modelo in vivo, utilizando ratos
Wistar) avaliou as atividades apoptoticas do tratamento com lupeol no cancer de bexiga. Neste
estudo, os autores observaram um aumento de proteinas pro-apoptéticas (Bax, caspase-3 e
caspase-9) e reducdo de proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2), além de ter se mostrando seguro no
tratamento de ratos que ndo tiveram a inducéo de cancer. Esses resultados sugerem que esses

mecanismos podem estar envolvidos na atividade anticarcinogénica do lupeol uma vez que a
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modulacdo dessas vias de sinalizagdo esta diretamente relacionada com a inducdo de apoptose
em células tumorais (Prasad et al., 2008).

Nesse estudo, observou-se que o tratamento com diferentes concentra¢des do composto
promoveu redugéo na viabilidade celular em ambas as linhagens, com efeitos dependentes da
dose e do tempo de exposicdo (Figuras 4 e 5). Esses resultados validam a anélise in silico
(Tabela 1), que prediz que o lupeol apresenta atividade moderada na inibicdo da DNA ligase,
enzima crucial para a formacao de ligacdes fosfodiéster durante a replicacdo e reparo do DNA
(Alberts et al., 2017 p.140). A inibicdo dessa enzima em células cancerosas compromete tanto
a sintese quanto o reparo do material genético, bloqueando a proliferacdo tumoral (Singh et al.,
2014).

Foi observado também que o composto apresentou seletividade para as linhagens
tumorais de cancer. Nas linhagens de cancer de bexiga (J82 e UM-UC-3), o tratamento resultou
em uma significativa redugdo da viabilidade celular, porém o mesmo ndo foi observado na
linhagem MRCS5. Esses dados corroboram um estudo realizado por He et al. (2018), que
demonstrou os efeitos antitumorais do lupeol na linhagem A427, de carcinoma pulmonar
humano, no qual o lupeol inibiu de forma significativa o crescimento celular de maneira dose-
dependente. No entanto, foi observado uma toxicidade significativamente menor na linhagem
MRCS5.

A analise dos efeitos do tratamento com lupeol na capacidade proliferativa celular foi
realizada por meio do ensaio de sobrevivéncia clonogénica. Esse método avalia os impactos do
tratamento a longo prazo, uma vez que apenas células com potencial proliferativo conseguem
formar coldnias, enquanto aquelas incapazes de proliferar ndo conseguem se multiplicar
(Tannock, Lee, 2001; Brix, 2021). Na linhagem J82, todas as concentragdes testadas resultaram
em uma reducdo significativa da proliferacao celular. Na linhagem UM-UC-3, esse efeito foi
observado especificamente na maior concentragdo. Esses achados sugerem que o lupeol possui
potencial para inibir a proliferagéo celular.

Na analise in silico, o lupeol apresentou significativo potencial antineoplasico,
demonstrando capacidade de inibir a proliferacdo de células tumorais, e esse resultado foi
validado através dos ensaios de citotoxicidade e sobrevivéncia clonogénica.

A migragédo celular desempenha um papel fundamental no processo de invasdo e
metastase tumoral, sendo um dos fatores determinantes para a progressao do cancer. Esse
fendmeno pode ser avaliado por meio do ensaio de cicatriza¢do das feridas, no qual se observa

a capacidade das células de se deslocarem para preencher uma fenda previamente criada em
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uma monocamada celular, antes e ap6s o tratamento (Riahi, 2012). A partir dos experimentos
realizados foi possivel observar a reducdo na capacidade migratoria em ambas as linhagens
celulares apos o tratamento com lupeol. Além disso, houve um aumento na morte celular em
resposta ao tratamento, dependentes da dose e tempo de exposi¢do. Esse resultado estd em
concordancia com o resultado da andlise in silico, que demonstrou que o lupeol tem um
potencial antimetastatico elevado.

Esses achados sdo reforcados pela reducdo da densidade celular e por alteracGes
morfoldgicas indicativas de perda de adeséo e morte celular. Entre essas alteracdes, destacaram
a presenca de células com formatos irregulares, fragmentos celulares (debris) e a diminuicao
significativa da densidade celular nos grupos tratados de ambas as linhagens. Esses resultados
sdo compativeis com capacidade do lupeol como antagonista da integridade da membrana. Esse
efeito pode estar diretamente relacionado com a capacidade do lupeol de indugdo de morte
celular programada (apoptose), encontrada na analise in silico, que demonstrou a capacidade
do lupeol em ativar a caspase-8 (iniciadora apoptdtica) e a caspase-3 (executora), que ao
catalisar clivagens de proteinas levam a morte celular (Bruce et al. 2006 p.1058; Prabhu et al.,
2016; Grivicich; Regner; Rocha, 2007).

A ativagdo anormal da via JAK-STAT esta intimamente associada com processos
oncogénicos como proliferacdo celular descontrolada, inibicdo da apoptose e promogdo de
metastase em diversos tipos de cancer (Grivennikov e Karin, 2010; Wang et al., 2011). Um
estudo realizado em células de carcinoma hepatocelular humano foi observado que o tratamento
com lupeol foi capaz de suprimir de maneira dependente do tempo a fosforilagdo constitutiva
tanto de JAK2 quanto de STATS3, interrompendo assim a cascata de sinalizagdo (Sivieen et al.,
2014). QOutro estudo investigou a inibicdo da via JAK2/SAT3 e 0 aumento da sensibilidade de
células de cancer de pancreas a radioterapia através do tratamento com lupeol. Os resultados
demonstraram que a inibicdo da via JAK2/STAT3 pode aumentar significativamente a
sensibilidade de células de cancer de pancreas a radioterapia, abrindo perspectivas para a
utilizacdo do lupeol como um potencial modulador dessa via de sinalizagdo em abordagens
terapéuticas combinadas (Chen et al., 2022).

Apoiando esses resultados, um estudo realizado em células escamosas da cabeca e
pescoco (in vitro) observou que o lupeol inibiu o crescimento enquanto preservou células
normais. Ele atuou principalmente inibindo a via NF-K, essencial para sobrevivéncia celular e
resisténcia a quimioterapia. O estudo também realizou testes no modelo in vivo e foi observado

que o lupeol diminuiu o volume do tumor atraves da inducdo de apoptose e necrose e ndo
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mostrou sinais de toxicidade, diferentemente do que foi encontrado no tratamento com a
cisplatina isolada. Além disso, no tratamento com a cisplatina apenas 3 de 5 ratos néo
apresentaram metastases e diminuiram os pesos corporais. O estudo concluiu que a terapia
combinada com lupeol e menores doses de cisplatina podem ser eficazes para o tratamento e
inibicdo de metastases (Lee, et al., 2007)

No entanto, desafios relacionados a biodisponibilidade do lupeol limitam sua aplicacao
clinica. Um estudo realizado por Khatal et al. quantificou a concentracao de lupeol no plasma
de ratos e revelou que a biodisponibilidade do lupeol por via oral era inferior a 1%. Esses
resultados destacam a necessidade de desenvolver formulagbes que melhorem tanto a
solubilidade quanto a biodisponibilidade do lupeol. Diante dessa limitacdo, estratégias para
otimizar a formulacdo do lupeol sdo alvo de investigacdo. O uso de nanoparticulas surge como
uma dessas possibilidades, ja que sistemas de liberacdo baseados nessa tecnologia podem
melhorar propriedades como biodisponibilidade e farmacocinética. A exploracdo de tais
abordagens € fundamental para viabilizar as aplicacdes clinicas do lupeol. (Motallebi et al.,
2022; Liu et al., 2020).

Dessa maneira, este estudo reforca o potencial do lupeol como candidato promissor para
aplicacdo como agente antitumoral, destacando seus efeitos antiproliferativos e anti-migratorios
em linhagens tumorais de bexiga. Esses resultados, ainda que promissores, combinados com a
possibilidade da utilizacdo do composto juntamente a terapias convencionais, posicionam 0
lupeol como uma alternativa promissora para o tratamento do cancer de bexiga, especialmente
em casos resistentes ou com limitagcGes aos protocolos atuais. Esses achados necessitam de
investigacbes mais aprofundadas para confirmar os efeitos observados e elucidar os

mecanismos de acao envolvidos.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o lupeol apresenta atividade
antitumoral em linhagens cancerosas de bexiga. O tratamento com esse composto resultou na
reducdo da viabilidade e proliferacédo celular, na diminuicdo da migracéo celular e em alteracGes
morfoldgicas indicativas de morte celular em ambas as linhagens avaliadas. Esses achados
contribuem para a compreensdo do potencial terapéutico do lupeol, sugerindo sua possivel

aplicacdo como uma alternativa promissora para o tratamento do cancer de bexiga.
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