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RESUMO

Os canceres de bexiga e de ovéario sdo neoplasias de alto custo para o sistema de
salde, devido a sua alta incidéncia, mortalidade e a dificuldade de diagnostico nos estagios
iniciais da doenca. Apesar da alta prevaléncia dessas neoplasias no Brasil e no mundo, os
protocolos quimioterapicos atuais envolvem a combinacdo de farmacos que ainda causam
inimeros efeitos toxicos aos pacientes. O prejuizo a adesdo e ao sucesso da terapia tem
impulsionado estudos de novas alternativas terapéuticas. Nos ultimos anos, compostos
bioativos de origem vegetal tem sido alvo de pesquisas, que objetivam o desenvolvimento de
um farmaco com maior especificidade e menores efeitos adversos para o tratamento do
cancer. O &cido ursolico é um composto que pode ser obtido de diversos vegetais e frutas,
com propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e antitumorais. Entretanto, estudos que
avaliam o potencial do &cido ursélico em linhagens tumorais de bexiga e de ovéario de alto
grau ainda sdo escassos. Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos do &cido ursolico
em células do carcinoma de bexiga e de ovario, por meio dos testes de citotoxicidade (XTT),
sobrevivéncia clonogénica, ensaio de cicatrizacdo de feridas, morfologia celular e anélise in
silico. Os resultados deste estudo demonstraram reducédo expressiva da viabilidade celular de
51-75% na linhagem J82 (ICso = 9,27 £ 1,75 uM) e 49-65% na TOV-21G (ICso = 19,16 +
1,58 uM). A capacidade de formacdo de colbnias foi afetada, principalmente na linhagem
derivada do céncer de ovario, em que todas as concentragdes demonstraram reducdo da
proliferacdo. Além disso, o tratamento com &cido ursolico afetou a capacidade de migracdo
celular e causou alteracdes morfoldgicas sugestivas de morte celular em ambas as linhagens
testadas. Nesse sentido, nosso estudo demonstrou que o acido ursélico apresentou efeito
antiproliferativo nas linhagens tumorais de bexiga e de ovario testadas, tornando-se uma

potente alternativa terapéutica.

Palavras-chave: acido ursolico; cancer de bexiga; cancer de ovario; antiproliferativo; in silico.



ABSTRACT

Bladder and ovarian cancer are neoplasms that impose a significant financial burden
on healthcare systems due to their high incidence, mortality, and the complexity of diagnosing
them in the early stages of the disease. Despite the high prevalence of these neoplasms in
Brazil and worldwide, current chemotherapy protocols involve a combination of drugs that
still cause numerous toxic effects to patients. This has led to a need for exploration of novel
therapeutic alternatives, given the adverse impact on adherence and the efficacy of treatment.
In recent years, there has been a focus on bioactive compounds of plant origin, with the aim of
developing drugs with greater specificity and fewer adverse effects for the treatment of
cancer. Ursolic acid, a naturally occurring compound found in various fruits and vegetables,
has been shown to possess anti-inflammatory, antioxidant, and antitumor properties.
However, studies evaluating the potential of ursolic acid in high-grade bladder and ovarian
tumor cell lines are still scarce. The objective of this study was to assess the effects of ursolic
acid on bladder and ovarian carcinoma cells employing a range of methodologies, including
XTT assays, clonogenic survival tests, wound healing assays, cell morphology analysis, and
in silico analysis. The findings of this study demonstrated a substantial decline in cell
viability, ranging from 51% to 75% in the J82 strain (IC50 = 9.27 £ 1.75 uM) and from 49%
to 65% in TOV-21G (IC50 = 19.16 + 1.58 uM). The formation of colonies was found to be
particularly impacted, particularly in the ovarian cancer lineage, where a decline in
proliferation potential was observed across all concentrations. Furthermore, treatment with
ursolic acid led to alterations in cell migration capacity and the induction of morphological
changes indicative of cell death in both lineages examined. Consequently, the present study
demonstrated that ursolic acid exerts an antiproliferative effect on bladder and ovarian tumor

cell lines, establishing it as a promising therapeutic alternative.

Keywords: ursolic acid; bladder cancer; ovarian cancer; antiproliferative; in silico.



SUMARIO

RESUMO ..ottt sttt s sttt neaneassns et sen e 5
(O [N 200 ] 16T 07X @ TR 8
1.1 JUSTIFICATIVA oottt 14
7 0] = N = I 1V 1 OO 14
2.1 ODJELIVO EIAL ... s 14
2.2 ODbJetiVOS BSPECITICOS ... .cuiieiieiiitiriee et 14
3. MATERIAIS E METODOS .....ooovviieeersieteteeeeeeeesseesesses st sen s ssesssssssn s 14
A, RESULTADOS........coviiiieteiieiieieeessssssss st s s sessss st sen st ssass s s snsnens 18
B, DISCUSSAD.......coeiieeeeeiiesieeieseeesetesiess et tss st s st n st s st enas st enanssnssnensans 26
B.  CONCLUSAOD ..ottt sttt s st 30
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......ooiiiieeeeeeeeeeee s 30



1. INTRODUCAO

Cancer é um grupo de doencas de origem multifatorial caracterizada pelo crescimento
e divisdo desordenada de celulas que podem invadir tecidos adjacentes ou 6rgédos distantes
(INCA, 2023). As neoplasias malignas, atualmente, sdo um dos principais problemas de salude
publica do mundo, sendo uma das principais causas de morte prematura, isto &, antes dos 70
anos (SUNG et al., 2021).

O carcinoma de bexiga € a décima primeira neoplasia mais prevalente no ambito
mundial, sendo a 142 causa de morte associada ao cancer (GLOBOCAN, 2022). A prevaléncia
e mortalidade dessa neoplasia é trés vezes maior em individuos do sexo masculino
(SAGINALA et al., 2020). A incidéncia desse carcinoma demonstra-se elevada nos paises
mais ricos e em regibes afetadas pelos parasitas Schistosoma haematobium, como no norte da
Africa (SAGINALA et al., 2020). No Brasil, 0 cancer de bexiga se apresenta como a 122
neoplasia mais comum (INCA, 2023).

Diversos séo os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento do cancer de bexiga,
como a predisposicao genética e a exposicdo ambiental, e uma complexa interacdo entre esses
fatores pode propiciar o surgimento e a progressao tumoral (MUSHTAQ et al., 2019). O
principal fator de risco ambiental relacionado ao desenvolvimento do carcinoma de bexiga € o
tabagismo (ZHANG et al.,, 2021). A fumaca do tabaco possui inGmeras substancias
carcinogeénicas, que ao serem metabolizadas, entram em contato e causam toxicidade a bexiga
urinaria (AL-ZALABANI et al., 2016). A toxicidade ocorre devido a formacdo de adutos de
DNA, favorecendo a ocorréncia de mutacdes genéticas (AL-ZALABANI et al., 2016). Outro
fator de risco importante € a exposi¢do cronica a carcindgenos, dentre eles, as aminas
aromaticas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, sendo a segunda maior causa de cancer
de bexiga (MUSHTARQ et al., 2019). Além disso, a reducdo da habilidade de reparo do DNA,
associada ao processo natural de envelhecimento também é um fator associado ao
desenvolvimento desse carcinoma (LENIS et al., 2020).

A heranga genética esta associada a aproximadamente 7% dos casos de cancer de
bexiga (MUSHTAQ et al., 2019). Os fatores genéticos relacionados com as alteracdes
hereditarias do DNA, como a Sindrome de Lynch, induzem o desenvolvimento do carcinoma
de bexiga com mutagdes nos genes de reparo de erros de pareamento (VAN DER POST et al.,
2010). Os tumores podem ser classificados conforme o grau de diferenciagéo celular, sendo os
tumores de baixo grau bem diferenciados, e os tumores de alto grau pouco diferenciados
(SAGINALA et al., 2020). Mutagdes pontuais no gene FGFR3 estdo associados ao cancer de
bexiga de baixo grau em 60% dos casos (DYRSKJJT et al., 2023). No carcinoma de bexiga



de alto grau, as mutagcfes possuem notavel heterogeneidade genética, sendo que as mutacGes
nos genes TP53, RB1 e ATM as mais recorrentes (DYRSKJ@T et al., 2023). Além disso,
mutacdes nos genes de reparo MSH2, MLH1, MSH6 e PMA2 estdo relacionadas com a
progressao do carcinoma urotelial (VAN DER POST et al., 2010).

Noventa por cento dos casos de cancer de bexiga sdo de células uroteliais que
revestem a bexiga, podendo ser classificadas como carcinoma de células transicionais de
bexiga, divididos em carcinoma in situ, cancer musculo invasivo e cancer ndo musculo
invasivo (PATEL; OH; GALSKY, 2020). Os outros tipos de cancer de bexiga sdo derivados
de células uroteliais, que incluem o carcinoma de pequenas células, carcinoma de células
escamosas e adenocarcinoma (DYRSKJQT et al., 2023). A recidiva e a progressdo para o tipo
invasivo pode acometer grande parte dos pacientes com tumores diferenciados submetidos a
resseccdo transuretral (PATEL; OH; GALSKY, 2020; ROBERTSON et al., 2020). Nos casos
musculo-invasivos que evoluem para metastase, a taxa de sobrevida em 5 anos é menor que
30% (PATEL; OH; GALSKY, 2020; SIEGEL, MILLER, JAMAL, 2018).

Em consequéncia do rapido avanco tecnoldgico, as técnicas de diagnostico do cancer
de bexiga estdo, gradativamente, tornando-se menos invasivas e mais sensiveis (HU et al.,
2022). Atualmente, o diagnostico clinico mais realizado é a cistoscopia com citologia urinéria,
além da utilizacdo de biomarcadores e da tomografia computadorizada (HU et al., 2022). O
diagndstico precoce, principalmente antes que ocorra a invasdo muscular, corrobora para um
tratamento efetivo, podendo ser controlada com efeito minimos na sobrevivéncia (TRAN et
al., 2021). A hematuria indolor visivel ou ndo visivel, comumente detectado no exame de
sangue, € o principal sintoma associado ao cancer de bexiga, ocorrendo em cerca de 75% dos
casos de pacientes com este carcinoma (KHADHOURI et al., 2021).

Os tratamentos mais utilizados sdo de carater cirdrgico, como a Resseccao
Transuretral (RTU), ou seja, remoc¢do da area tumoral, e a cistectomia que é a remoc¢édo da
bexiga de forma radical ou parcial (CHANG et al., 2016). Apés a RTU, quando o tumor nao €
musculo invasivo, a imunoterapia com Bacilo Calmette-Guérin (BCG) é utilizada como
tratamento adjuvante, com o objetivo de estimular a liberacdo de citosinas pelo sistema imune
gue podem eliminar as células tumorais remanescentes (AHMADI, DUDDALWAR,
DANESHMAND, 2021; LENIS et al., 2020). O cancer de bexiga musculo-invasivo exige um
tratamento agressivo, por meio da remocéo parcial ou total da bexiga, devido a alta letalidade
e capacidade de evolugdo a tumor metastatico (LOBO et al., 2017; SAGINALA et al., 2020).

Os esquemas terapéuticos mais utilizados para o tratamento do cancer de bexiga séo a

combinacdo de metotrexato, vimblastina, doxorrubicina e cisplatina (M-VAC), bem como a
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combinacédo de gencitabina e cisplatina (GC) (TRAN et al., 2021; LENIS et al., 2020; YU et
al., 2018). O protocolo GC demonstrou maior eficacia, melhor seguranca e tolerabilidade em
comparacdo com M-VAC, além de reduzir significativamente a neutropenia, um dos efeitos
colaterais relevantes na quimioterapia (TRAN et al., 2021; LENIS et al., 2020; YU et al.,
2018). A terapia com M-VAC apresenta como efeitos toxicos supressdo medular, nduseas,
vOmitos e estomatite (ARAI et al.,, 2018). O tratamento com GC aumenta 0s riscos de
trombocitopenia (YU et al., 2018). Assim, observa-se que 0s protocolos quimioterapicos
atuais apresentam diversos efeitos adversos sisttmicos que podem influenciar na adeséo e
sucesso da terapia e na sobrevida dos pacientes que fazem uso desses farmacos (SILVA et al.,
2010).

O carcinoma de ovario ¢é a décima neoplasia mais prevalente no mundo, sendo a oitava
causa de morte associada ao cancer (GLOBOCAN, 2022). No Brasil, o cancer de ovario é o
segundo tipo de neoplasia maligna ginecoldgico mais comum e, em 2020, ocorreram 3.920
6bitos no mundo, tendo como causa este carcinoma (INCA, 2023). Embora, tenham ocorrido
avangos no tratamento, e o uso de pilulas anticoncepcionais tenha refletido em reducdo nos
casos de cancer de ovario, essa neoplasia ainda é um dos canceres ginecoldgicos femininos
mais fatais (WALKER et al., 2015).

Os fatores de risco associados ao desenvolvimento do carcinoma de ovério séo
diversos, ocorrendo, principalmente, em mulheres na pds-menopausa, em que 0 avancar da
idade contribui para 0 aumento do risco (SAMBASIVAN et al.,, 2022). Além disso, a
endometriose, obesidade e o tabagismo também estdo relacionados com a progressao do
carcinoma ovariano (SAMBASIVAN et al., 2022). Os fatores de risco ndo modificaveis,
associados a predisposicdo hereditaria, correspondem a 20% dos casos de cancer de ovario
(SAMBASIVAN et al., 2022). Mutagbes da linhagem germinativa em genes associados a
susceptibilidade ao cancer de mama, BRCA 1 e BRCA 2, representam um risco de 40% a
60% para a mutacdo no BRCA 1 e de 11% a 27% para 0 BRCA 2 (RYAN et al., 2018). Isso
porque, os genes BRCA 1 e 2 sdo supressores tumorais e desempenham um papel
fundamental no reparo de DNA (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018). Outras condigdes
hereditarias, como o cancer colorretal hereditario sem polipose (Sindrome de Lynch)
apresentam mutacdes em genes de reparo de incompatibilidade que também estdo associadas
ao carcinoma de ovario (RYAN et al., 2018).

De acordo com a classificagdo da Organizagdo Mundial da Salde, o carcinoma
ovariano pode ser classificado como: seroso de alto grau, seroso de baixo grau,

endometrioide, células claras e canceres mucinosos (REDONDO et al., 2020). Cada um
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desses carcinomas apresenta clinica, resposta a tratamentos e progndsticos distintos
(REDONDO et al., 2020). O carcinoma seroso de alto grau é o cancer epitelial ovariano mais
comum, representando noventa por cento dos casos, e 0s demais ocorrem nas células do
tecido conjuntivo e nas células germinativas (JAYSON et al., 2014). Além disso, o cancer
epitelial de alto grau apresenta mutacdes no gene TP53 associada a mutacdo em BRCA em
96% das ocorréncias (SANTANDREA et al., 2021).

Em geral, inchaco abdominal, dor abdominal, aumento da frequéncia urinaria,
saciedade precoce e alteracdo dos habitos intestinais sdo os sintomas relacionados ao cancer
de ovério (CRUM et al., 2007). Devido a falta de sintomas tipicos que indicam a presenca da
neoplasia e de testes de triagem sensiveis para esta doenca, setenta por cento dos casos de
cancer de ovario sé sdo diagnosticados nos estagios 1l e IV (SIEGEL et al., 2018; PROTANI
et al., 2012). O progndstico da doenca depende do estagio em que ela foi diagnosticada, de
forma que no estagio | a taxa de sobrevida ¢ de 90% em 5 anos, no estagio Il a taxa decai para
80% (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2020).

O rastreio depende da realizacdo da ultrassonografia transvaginal com a
ultrassonografia abdominal e/ou pélvica, a fim de identificar o tamanho, local e a
complexidade da massa ovariana (SAMBASIVAN et al., 2022). Os biomarcadores sdo
utilizados jutos da ultrassonografia, como o CA 125, que se apresenta elevada especificidade,
principalmente, no carcinoma seroso de alto grau (SLATNIK et al., 2015; SAMBASIVAN et
al.,, 2022). A proteina 4 do epididimo humano, concomitante ao CA125, possibilita a
identificacdo do tumor ovariano maligno (SLATNIK et al., 2015; SAMBASIVAN et al.,
2022). O diagndstico da doenca, por ser realizado por meio de uma bidpsia de tecido, utiliza
uma agulha grossa que ird aspirar o tecido, possibilitando a sua anélise (STEWART et al.,
2019). Apesar dos avangos no tratamento, como a cirurgia citorredutora e tratamentos
adjuvantes mais recentes, a sobrevivéncia global mantém-se baixa, sendo 40% no estagio Il e
20% no estagio IV (O’SHEA, 2022).

O tratamento padrdo para esta neoplasia € a cirurgia seguida de quimioterapia
combinada, a depender do estagio e das condicGes da paciente (WALKER et al., 2015). As
cirurgias visam estabelecer o estadiamento cirdrgico, reduzir o volume do tumor, remover 0s
ovarios e as trompas de Falopio, além da laqueadura (WALKER et al., 2015). A
quimioterapia subsequente tem como objetivo garantir que resquicios de células ovarianas
tumorais sejam completamente eliminadas, reduzindo as chances de recidiva (MALLEN et
al., 2018). A realizacao da terapia neoadjuvante e adjuvante com o uso de farmacos a base de

platina, como a carboplatina ou a cisplatina em combinacdo com paclitaxel pode ser
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necessaria, a fim de reduzir a carga tumoral (MALLEN et al., 2018). O tratamento com 0s
inibidores da poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) é relativamente novo e sua atividade esta
relacionada com a inibicdo dessa proteina, impedindo o reparo de danos causados pela
quimioterapia e o crescimento tumoral (O'MALLEY et al., 2023). Entretanto, apesar dos
grandes avancos, os tratamentos farmacoldgicos atuais ainda apresentam alta toxicidade,
como trombocitopenia, alopecia e neuropatia, que podem reduzir a taxa de sobrevida dos
pacientes (BOYD et al., 2018).

Dessa forma, apesar dos diversos avangos terapéuticos, o cancer continua sendo uma
das principais causas de morte no mundo (SUNG et al., 2021). As falhas no tratamento do
cancer estdo associadas ao desenvolvimento de resisténcia medicamentosa, a progressao da
doenca e a toxicidade limitada as células cancerigenas de medicamentos potentes
(SCHIRRMACHER V., 2019). Nesse contexto, compostos advindos de plantas tém sido alvo
de diversos estudos como potenciais agentes quimioterdpicos por apresentarem boa eficacia

no tratamento antineoplasico e efeitos adversos menos pronunciados (Figura 1).
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Figura 1: NUmero de artigos sobre o uso de compostos obtidos de plantas no tratamento de diferentes tipos de
céncer publicados nos tltimos 10 anos. Pesquisa realizada com os termos “cancer” e “plant-derived compounds

or natural products or bioactive compounds or phytochemicals” na base de dados PubMed em Janeiro/2025.

O acido ursolico (AU) 3-(acido p-hidroxi-urs-12-em-28-6ico) (Figura 2), um
composto bioativo isolado de fontes naturais que tem se destacado em pesquisas cientificas,
devido as suas propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas, antivirais, antioxidantes e
antiproliferativas (KORNEL et al., 2022; SYCZ et al., 2022; AL-KURAISHY et al., 2022;
HABTEMARIAM et al., 2019). O compsoto € classificado como triterpenoide pentaciclico,
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apresentando um esqueleto de carbono de 6 unidades de isopreno (PANDA et al., 2022).
Além da presenca de grupos funcionais como um grupo carboxilico em C28, um alceno em
C12-C13 e a funcdo B-hidroxi em C3 (Figura 2) (PANDA et al., 2022). O AU pode ser
isolado de diversos produtos vegetais, dentre eles a maca, limédo, laranja, café, lavanda,
azeitona e outros vegetais (MLALA et al., 2019). Estudos tém destacado o AU como um
farmaco promissor para o tratamento de variados tipos de cénceres, como prdéstata, pulméo,
bexiga e pancreatico (KORNEL et al., 2022; KORNEL et al., 2023; ZHENG et al., 2013;
PRASAD et al., 2016). Pesquisas demonstraram que, além da sua ampla gama de atividades
bioldgicas, abundancia presenca em produtos vegetais e variadas atividades farmacoldgicas, o
AU também apresenta baixa toxicidade sistémica e atividade antiproliferativa (PANDA et al.,
2022).

30

~
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23 24

Figura 2: Estrutura quimica do composto acido ursolico

A atividade do AU contra o cancer de bexiga e de ovario foi demonstrada em alguns
estudos que analisaram as linhagens T24 e SKOV3 (ZHANG et al., 2013; ZHANG et al.,
2025). Entretanto, é de suma importancia a pesquisa dos efeitos do AU em diversas linhagens
celulares, ja que a presenca de diferentes mutacGes influencia na resposta farmacoldgica. Nao
héa relatos na literatura de estudos que utilizam o AU no tratamento do cancer de bexiga e de

ovario utilizando as linhagens J82 e TOV-21G, respectivamente.
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Nesse cenario, 0 presente estudo tem por objetivo investigar os efeitos do composto
acido ursolico nas linhagens tumorais de bexiga (J82) e ovario (TOV-21G), a fim pesquisar

um tratamento com maior eficacia terapéutica e menores efeitos colaterais.

1.1 JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancgos terapéuticos, o cancer permanece sendo uma das principais causas
de morte no mundo. O desenvolvimento de resisténcia medicamentosa, a progressdo da
doenca e a toxicidade sistémica dos medicamentos impulsiona estudos que avaliam novas
alternativas terapéuticas. Pesquisas destacam a potencialidade do composto bioativo acido
ursdlico no tratamento de alguns tipos de canceres. Porém, estudos que avaliam o potencial
antineoplasido do acido ursdélico em linhagens tumorais de bexiga J82 e de ovario TOV-21G

ainda sdo escassos, justificando a realizacdo deste trabalho.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos antitumorais do acido ursélico em linhagens de carcinoma de
bexiga (J82) e de ovério (TOV-21G).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar o estudo da analise in silico do composto AU e compara-lo com o0s
outros resultados;

Analisar a citotoxicidade do AU sobre células de tumor de bexiga e de ovario
de alto grau;

Avaliar os efeitos do AU sobre a capacidade reprodutiva celular, refletida na
formacéo de clones celulares;

Avaliar os efeitos do AU sobre a morfologia celular;

Avaliar os efeitos do AU sobre a migragéo celular.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes
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O meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), o meio de cultura branco
(DMEM sem vermelho de fenol), a penicilina G, a estreptomicina e a tripsina/EDTA foram
adquiridas da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). Anfotericina B foi adquirida de Cristalia
(Itapira, Brasil). O soro fetal bovino foi obtido da Cultilab Ltda. (Campinas, Brasil). Os
solventes dimetilsulfoxido (DMSO), hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol foram
adquiridos da Synth (Brasil). O kit Cell Proliferation 11, em que utiliza o sal tetrazélico como
reagente, denominado 2,3-bis(2-methoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida
(XTT), foi adquirido da Roche Diagnostics (Mannheim, Alemanha).

O composto AU foi extraido das folhas da planta Fridericia formosa (Bureau) e
gentilmente cedido pelo Professor Dr. Geraldo Célio Branddo. A obtengdo do composto
sucedeu-se com a secagem do material em estufa ventilada a 40°C, moagem em moinho de
facas, submisséo a extracdo com etanol e filtracdo em coluna silica gel. O AU foi identificado
por meio do espectro infravermelho, espectro de massas e espectro de ressonancia magnética
nuclear (RMN, H e 3C), comparando-se com os respectivos espectros presentes na literatura.
Dessa forma, ap6s a obtencdo do acido ursolico, realizou-se a dissolucdo do composto em
DMSO a 10 mg/mL. As concentracdes de tratamento foram definidas de modo que o teor
final de DMSO, no meio de cultura com diferentes tratamentos, ndo excedesse 1%, a fim de
garantir a confiabilidade dos experimentos.

3.2 Linhagens celulares

A linhagem celular de cancer de bexiga urotelial humano J82 foi adquirida do Banco
de Células do Rio de janeiro, Brasil. Esta linhagem é derivada do tumor de alto grau com trés
mutacBes pontuais no gene TP53, sendo duas no éxon 8 (cédon 271 Glu (GAG) — Lis
(AAG); codon 274 Val (GTT) — Phe (TTT)) e uma no éxon 9 (codon 320 Lys (AAG) — Asn
(AAC) (Pandey et al., 2018; Earl et al., 2015).

A linhagem celular TOV-21G (ATCC® CRL-11730™) deriva-se do adenocarcinoma
maligno de grau Ill e apresenta mutacdo no gene TGFBR2 no éxon 3, responsavel pela
codificacdo do receptor tipo Il do TGF- B (PROVENCHER et al., 2000). Ambas as linhagens
celulares foram cultivadas em meio DMEM com baixo teor de glicose e suplementadas com
10% de soro fetal bovino, sendo mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO, (Lima et al.,
2020).

3.3 Andlise In Silico
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A andlise in silico do &cido ursélico foi realizada por meio do programa Prediction
Activity Spectrum of Substances (PASS). O PASS online é um software que avalia o potencial
biolégico geral de uma molécula organica no corpo humano de acordo com 0 seu arranjo
estrutural. Assim, o software fornece previsdes da atividade biologica de um composto antes
da realizacdo da sintese quimica e de ensaios bioldgicos. Os resultados das analises do PASS
séo expressos como uma probabilidade de que o composto seja ativo (Pa) ou inativo (Pi) para

atividade ou mecanismo especifico (www.way2drug.com/PassOnline/) (Seibert et al., 2019).

Quatro efeitos antitumorais e oito mecanismos de acao relacionados ao processo antitumoral
foram selecionados e analisados. Os resultados foram expressos como a diferenca entre Pa e
Pi e classificados da seguinte forma: Pa-Pi < 0,2: baixo potencial; Pa-Pi < 0,5: potencial

moderado; Pa-Pi > 0,5: alto potencial.

3.4 Ensaio de citotoxicidade (XTT)

A citotoxicidade do acido ursélico foi avaliada por meio do ensaio de viabilidade
celular XTT (Cell Proliferation Kit 1l, ROCHE Diagnostics, Mannheim, Alemanha), com o
objetivo de determinar trés concentracdes de acido ursélico e o tempo de tratamento a serem
utilizadas nos experimentos subsequentes. Nesse sentido, as concentracdes 1,06 uM, 3,12
UM, 6,25 uM, 12,5 pM, 25 uM e 50 uM foram selecionadas com base em outros estudos do
nosso grupo (SILVA, et al., 2010). Simultaneamente, células ndo tratadas foram utilizadas
como controle. As linhagens celulares foram semeadas em placas de cultura de 24 pog¢os com
densidade celular de 1x10° células por poco em triplicata. Apos o periodo de 24 horas, as
células foram expostas as diferentes concentragdes de acido ursélico.

Decorrido os trés tempos de tratamento (24, 48 e 72 horas), as células foram lavadas
com solucdo de Hanks (composicéo: 0,4 g de KCI, 0,06 g de Na,HPQO,, 0,35 g de NaHCO;, 1
g de glicose e 8 g de NaCl em 1000 mL de H.0). Adicionou-se 0 meio de cultura branco
(DMEM sem vermelho de fenol). Em seguida, foram incubadas em estufa com solucéo de sal
de tetrazolio (XTT) por aproximadamente 1 hora. Apos o periodo de incubacdo, a absorbancia
do corante foi medida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 450 nm.
Considerando-se que a absorbancia é proporcional ao ndmero de células viaveis, a
absorbancia foi utilizada para tragar a curva de viabilidade celular. (Lima et al., 2020).

A escolha das concentragdes e o tempo de tratamento realizou-se por meio do calculo
da concentracéo inibitoria media (ICso). O valor de ICsp foi definido como a concentragdo de
AU capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular em comparagéo ao grupo controle. Desse

modo, os resultados foram plotados em uma curva dose-resposta, a curva foi ajustada por


https://www.way2drug.com/PassOnline/
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regressdo ndo linear do tipo sigmoide e a anélise foi realizada com um intervalo de confianca
de 95%.

3.5 Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

A avaliacdo dos efeitos do tratamento com o &cido ursolico a longo prazo foi realizada
por meio do ensaio de sobrevivéncia clonogénica. As linhagens celulares foram semeadas em
placas de cultura de 24 pocgos, contendo 1x10° células por poco, e incubadas em estufa a 37°C
com atmosfera de 5% de CO, por 24 horas. Ap6s o tempo de incubacdo, as linhagens
celulares foram tratadas com as concentragdes de 6,25 uM, 12,5 uM e 25 puM para a linhagem
J82; e 125 pM 25 pM e 50 pM para a linhagem TOV-21G, definidas no ensaio de
citotoxicidade. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle. Ap6s o periodo de 24
horas de tratamento, as células foram lavadas com solucéo de Hanks, foi adicionado tripsina e
realizado o replaqueamento em placa de 12 pog¢os na densidade de 1x10? células por pogo.

Aguardado o tempo para que as células do controle ndo tratado atingissem a
confluéncia méxima (entre 7 a 10 dias), prosseguiu-se com o experimento. Dessa forma, todos
os grupos celulares foram lavados com solucdo de Hanks e fixados com solucdo de
formaldeido 4% por 20 minutos. Apos o processo de fixacdo, as células foram hidratadas com
metanol 100% por 20 minutos, coradas com solugéo de cristal violeta 0,5% e dissolvidas em
metanol 25% por 5 minutos. Em seguida, os pocos foram lavados delicadamente com agua
deionizada e aguardado o tempo de secagem em temperatura ambiente. Adicionou-se aos
pocos a solucdo de acido acético 33%, e o seu conteudo foi transferido para uma placa de 96
pocos. Assim, foi realizada a leitura no comprimento de onda de 571 nm em
espectrofotdmetro e o teste foi executado em triplicata técnica (HUANG et al., 2018).

3.6 Ensaio de cicatrizacdo de feridas

Na avaliagdo do efeito do acido ursdlico sobre a migracgéo celular, 1x10° células por
poco foram semeadas em placa de 24 pocos e incubadas por 24 horas. Apds o periodo de
incubacdo, realizou-se o tratamento por 24 horas com trés diferentes concentracdes de acido
ursolico previamente definidas. O grupo ndo tratado foi utilizado como controle. A linhagem
J82 foi tratada com as concentragdes 6,25 puM, 12,5 uM e 25 pM, enquanto a linhagem TOV-
21G com 12,5 uM 25 pM e 50 puM. Imediatamente apos o tratamento, uma arranhadura suave
foi feita com a ponta de uma ponteira de 200 pL, em linha reta ao centro do pogo. Apos os
tempos de Oh, 24h e 48h de tratamento, os pogos foram fotografados através do software Moti

Connect, em microscopio optico com luz invertida em aumento de 40x. O software ImageJ®
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foi utilizado realizar as medic¢Oes da migracdo celular (Barros et al., 2020). A comparacao das
distancias de migracéao foi calculada subtraindo a largura do arranhdo ap6s o tratamento pela

fenda fotografada no tempo 0.

3.7 Ensaio de morfologia celular

Para avaliar os efeitos do &cido ursélico sobre a morfologia celular, 1x10° células
foram semeadas em placas de 24 pocos. Ap6s 24 horas, as células foram tratadas em
diferentes concentracfes e um grupo nao tratado foi definido como controle. A linhagem J82
foi tratada com as concentragdes 6,25 uM, 12,5 uM e 25 uM, e a linhagem TOV-21G com
12,5 pM 25 uM e 50 pM. Imediatamente apds o tratamento, 24, 48 e 72 horas depois, as
células foram fotografadas por meio do software Moti Connect em microscopio 6ptico com

luz invertida, no aumento de 200x (Da Silva et al., 2012).

3.8 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism® 8.
Os experimentos foram realizados em triplicata. A significancia estatistica foi calculada por
meio da anélise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de comparagdo multipla de Tukey.
Os dados sdo apresentados com a média e o desvio padrdo. A significancia estatistica
estabelecida foi p < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Anélise In Silico
A analise In Silico do composto acido ursolico obteve uma série de atividades
biolégicas e mecanismos de acdo, em que as atividades relacionadas com o potencial efeito

antitumoral foram selecionadas e apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Analise in silico do potencial efeito antitumoral e mecanismos de agdo do &cido ursolico utilizando o

programa PASS online.

Atividade Biol6gica Valor de Pa - Pi
Antineoplasico 0,851
Quimiopreventivo 0,786

Antimetastatico 0,594



19

Anticarcinogénico 0,239

Mecanismo de agdo

Estimulante de fator de transcrigcdo 0,926
Estimulante da caspase 3 0,909
Agonista de apoptose 0,886
Antagonista da integridade da membrana 0,882
Estimulante da caspase 8 0,833
Inibidor de DNA ligase (ATP) 0,647
Inibidor do fator de transcricdo NF-kB 0,636
Inibidor da expressao de JAK2 0,242

4.2 Ensaio de Citotoxicidade (XTT)

As linhagens celulares de carcinoma de bexiga (J82) e de carcinoma de ovario (TOV-
21G) foram tratadas com acido ursélico nas concentragfes de 1,06 uM, 3,12 uM, 12,5 uM, 25
MM e 50 uM. A avaliacdo da linhagem J82 demonstrou que, ap6s 24 horas de tratamento, as
concentracdes de 12,5 uM, 25 uM e 50 uM reduziram a viabilidade celular em relacdo ao
grupo controle de 51 a 75% (Figura 2, a). Passadas 48 horas de tratamento com acido
ursélico, as concentracdes de 6,25 UM, 12,5 uM, 25 uM e 50 uM apresentaram uma reducao
da viabilidade celular em relacdo ao controle de 36-83% (Figura 2, b). E, ap6s 72 horas de
tratamento, apenas as concentracdes de 25 puM e 50 pM apresentaram diminuicdo
significativa na viabilidade celular em relacdo ao grupo controle (Figura 2, c).

Desse modo, a realizacdo do célculo do ICsq demonstrou que o tempo de 24 horas para
a linhagem J82 apresentou melhor distribuicdo dos pontos na curva, sendo selecionado para
execucdo dos testes posteriores. Além disso, o valor obtido com o calculo da concentracédo
inibitdria correspondente a 50% para a linhagem J82 foi ICso = 9,27 + 1,75 puM. Logo, as
concentragdes 6,25 UM, 12,5 uM e 25 uM foram indicadas para a realizacdo dos testes

subsequentes.
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Figura 2: Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular J82 derivada do carcinoma de bexiga apés 24 (a),
48 (b) e 72 horas (c) de tratamento, respectivamente, com acido ursélico. * p > 0,05 comparado com o controle.

Controle: controle nédo tratado.

A avaliacdo da linhagem celular derivada de cancer de ovario (TOV-21G) apds 24
horas de tratamento, demonstrou que 0s grupos tratados com as concentracfes de 25 uM e 50
UM de &cido ursdlico apresentaram reducdo da viabilidade celular em relacdo ao grupo
controle de 49-65% (Figura 3, a). Passadas 48 horas de tratamento com &cido ursélico, as
contracdes de 25 UM e 50 uM levaram a reducdo significativa na viabilidade celular quando
comparado ao controle de 75-82% (Figura 3, b). E apds 72 horas de tratamento, grupos
tratados com as concentracdes de 12,5 pM, 25 pM e 50 pM apresentaram diminuigéo
significativa no niamero de células viaveis.

A realizacdo dos célculos do ICso possibilitou a escolha de concentragfes que
apresentam a porcentagem de viabilidade proxima a 50%. O tempo de tratamento definido
para a linhagem celular TOV-21G com base no ICso foi de 24 horas, uma vez que 0s pontos
da curva apresentaram melhor distribuicdo. O I1Csp obtido para a TOV-21G foi ICso = 19,16 +
1,58 uM, sendo selecionado as concentrag¢bes 12,5 uM, 25 uM e 50 uM para a execucdo dos

testes posteriores.
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Figura 3: Ensaio de citotoxicidade referente a linhagem celular TOV-21G, derivada do carcinoma de ovario,
apos 24 (a), 48 (b) e 72 horas (c) de tratamento com é&cido ursélico. * p > 0,05 comparado com o controle.

Controle: controle ndo tratado.

4.3 Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

Os resultados referentes ao experimento de sobrevivéncia clonogénica para a linhagem
J82 (Figura 4) demonstraram que as concentracfes 12,5 uM e 25 puM reduziram a formagéo
de clones de forma significativa quando comparadas ao controle ndo tratado.

A linhagem celular TOV-21G (Figura 5) apresentou reducdo da formacgdo em clones
de forma significativa em todas as concentragcOes testadas (12,5 uM, 25 uM e 50 pM),
comparando-se ao grupo controle.
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Figura 4: (a) Porcentagem de formagao de coldnias referente a linhagem celular J82, derivada de carcinoma de
bexiga, apds 24 horas de tratamento com &cido ursolico. (b) Imagens dos pocos da linhagem J82 ap0s a fixagdo
das células e coloragdo com o corante cristal violeta. * p > 0,05 comparado com o controle. Controle: controle

nao tratado.
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Figura 5: (a) Porcentagem de formacdo de col6nias da linhagem celular TOV-21G, derivada do carcinoma de
ovario, apds 24 horas de tratamento com acido ursolico. (b) Imagens dos pocos da linhagem TOV-21G ap6s a
fixacdo das células e coloragdo com o corante cristal violeta. * p > 0,05 comparado com o controle. Controle:
controle ndo tratado.

4.4 Ensaio de cicatrizagdo de feridas

No ensaio de cicatrizagdo de feridas, a analise dos resultados da linhagem celular J82
(Figura 6) constatou que apds 24 horas de tratamento com AU (Figura 6, b), as maiores
concentragOes, 12,5 UM e 25 uM, reduziram significativamente a migracdo celular quando
comparadas com o grupo controle. A avaliagdo do tempo de 48 horas (Figura 6, c),
demonstrou a ocorréncia do fechamento da fenda do grupo controle e observou-se que todas
as concentracdes testadas levaram & inibicdo da migracao celular quando comparadas com o
controle.

Na linhagem celular TOV-21G (Figura 7), foi observada a redugdo na migracédo
celular em todas as concentragdes testadas (12,5 uM, 25 uM e 50 uM) em ambos os tempos
avaliados, 24 e 48 horas, quando comparadas com o grupo controle (Figura 7 b e c,

respectivamente). Apds 48 horas, ocorreu o fechamento da fenda do grupo controle.
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Figura 6: Fotomicrografias das fendas formadas na monocamada celular antes e apds 24, 48 e 72 horas de
tratamento com &cido ursélico no ensaio de migragdo celular com a linhagem J82. * p<0,05 comparado ao
controle. TO: tempo 0, em que foram realizados o tratamento e a arranhadura nos pocos. T1: 24 horas ap6s o

tratamento. T2: 48 horas ap6s o tratamento. T3: 72 horas apds o tratamento.



24

(a) oh 24h 48h (b) 24h
o 100-
E *
Controle 3 ar *
o
'® 100
[
>
= .200-
5
-300 T T T T
12,5 uyM F S
00 N
(c) 48h
100~
25 uM s
ER
8 .
=}
'S 100
©
_ 5
:.' ‘ T 2 '200"
il )
50 uM i i -300~——T—7—
B 2 S & 8
AR S et

Figura 7: Fotomicrografias das fendas formadas na monocamada celular antes e ap6s 24, 48 e 72 horas de
tratamento com &cido ursélico no ensaio de migragdo celular com a linhagem TOV-21G. * p<0,05 comparado ao
controle. TO: tempo 0, em que foram realizados o tratamento e a arranhadura nos pogos. T1: 24 horas ap6s 0

tratamento. T2: 48 horas ap6s o tratamento. T3: 72 horas apds o tratamento.

4.5 Ensaio de morfologia celular

O tratamento com diferentes concentracGes de &cido ursélico reduziu a densidade
celular de maneira dose-dependente nas linhagens celulares J82 (Figura 8) e TOV-21G
(Figura 9). Além disso, percebe-se que o tratamento levou a alteracfes na morfologia celular,
com o aparecimento de extensdes celulares longas, aparéncia irregular na forma das células,

células arredondadas, células mortas e debris celulares.
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Figura 8: Fotomicrografias da linhagem celular J82 derivada do carcinoma de bexiga, apés 24 horas de

tratamento com as concentracdes de 6,25 uM, 12,5 uM e 25 uM de AU. Controle: controle ndo tratado. (1):

extenses celulares; (2): debris celulares; (3): formas irregulares; (4): células mortas; (5): células arredondadas.
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Figura 9: Fotomicrografias da linhagem celular TOV-21G derivada do carcinoma de bexiga, apds 24 horas de
tratamento com as concentragdes de 12,5 pM, 25 uM e 50 pM AU. Controle: controle ndo tratado. (1): extens6es

celulares; (2): debris celulares; (3): formas irregulares; (4): células mortas; (5): células arredondadas.

5. DISCUSSAO

Os esquemas quimioterdpicos atuais para o tratamento, tanto do céncer de bexiga
quanto do cancer de ovario, causam diversos efeitos toxicos, que contribuem para a ineficacia
do tratamento e reduzem a taxa de sobrevida do paciente (ARAI et al., 2018; BOYD et al.,
2018). A resisténcia quimioterapica, frequentemente observada nesses tipos de neoplasias,
também é um fator importante para a ineficacia do tratamento, relacionando-se a progressao e
recidiva tumoral (MALEK et al., 2014).

A quimioterapia combinada a base de cisplatina ou analogos ainda € utilizada
predominantemente no tratamento do cancer de bexiga e de ovario (FOTOPOULOU et al.,
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2022; MALLEN et al., 2018). Entretanto, 65% dos pacientes com carcinoma de bexiga de alto
grau ndo respondem ao tratamento inicial com cisplatina e, consequentemente, ocorre 0
desenvolvimento de resisténcia e um mau prognéstico (SHI et al., 2022). Da mesma forma, a
maior parte das pacientes com cancer de ovario tratadas com cisplatina desenvolvem
resisténcia (GANG, KUMAR, 2023). Os mecanismos bioldgicos que levam a resisténcia a
cisplatina estdo relacionados com alteragdes no transporte e metabolismo de medicamentos
(FERREIRA et al., 2016). Além de alteracdes na regulacao do ciclo celular, 0 aprimoramento
na habilidade de reparo de DNA, a inibicdo de apoptose e a hipermetilacdo do DNA
(FERREIRA et al., 2016; LI et al., 2023).

A busca por agentes antitumorais com maior especificidade e menores efeitos
colaterais tém impulsionado a pesquisa por novas moléculas de origem vegetal como
alternativas para o tratamento de canceres (SHENG et al., 2011). Compostos bioativos como
Vincristina, Taxol, Vimblastina e Camptotecina sdo alguns isolados de plantas que
apresentam atividade anticncer e sdo utilizados na clinica (SANDHU et al., 2023). A
perpetuacdo de estudos com outros compostos bioativos antineoplasicos, tem o intuito de
abranger o tratamento para canceres com terapéutica ineficaz por diferentes mecanismos de
acdo (SANDHU et al., 2023).

Pesquisas com AU tem destacado suas propriedades antioxidante, anti-inflamatérias e
anticancerigenas (KORNEL et al., 2022). A baixa solubilidade em &gua e a baixa
biodisponibilidade do AU, relacionadas ao nimero reduzido de grupos hidrofilicos presentes
em sua molécula, tém embasado a busca pelo desenvolvimento de analogos sintéticos que
possam ser empregados na clinica (PANDA et al., 2022). A utilizacdo de nanoparticulas para
melhorar a biodisponibilidade do AU também se apresenta como uma alternativa (WANG et
al., 2017). Isso porque, as nanoparticulas sao capazes de atingir o alvo cancerigeno com maior
especificidade, possibilitando o aumento da concentracdo do composto no local de acdo,
reduzindo, assim, a resisténcia medicamentosa regulada pela bomba de efluxo (BYRNE et al.,
2008).

Embora os estudos que empregam o AU na terapia antineoplasica ainda estejam em
estagio experimental, pesquisas ja demonstram a sua capacidade anti-inflamatdria,
anticancerigena, indutor de apoptose e antiproliferativa (SANDHU et al., 2023; KORNEL et
al., 2022; SYCZ et al., 2022). Ademais, 0 AU apresenta a vantagem de ser classificado como
ndo téxico para as células normais (HUANG et al., 2024; PANDA et al., 2022). Estudos com
camundongos demonstraram que doses de AU de até 1000 mg/kg de peso corporal nao

causaram efeitos adversos, além de reduzir o crescimento do tumor e aumentar a taxa de
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sobrevida de camundongos (NAMDEO et al., 2023). Entretanto, estudos que avaliam o
potencial antitumoral do &cido ursélico em linhagens tumorais de bexiga e de ovario ainda s&o
€sCassos.

Desse modo, o presente estudo teve o intuito de gerar informacdes sobre a
potencialidade da utilizacdo do AU no tratamento dos carcinomas de bexiga e de ovério. A
avaliacdo do tratamento com AU se deu por intermédio da analise da atividade in silico e de
ensaios de citotoxicidade, sobrevivéncia clonogénica, migracdo celular e morfologia celular
em linhagens celulares J82 e TOV-21G.

No ensaio de citotoxicidade, constatou-se que o tratamento com o AU conduziu a
diminuicdo da viabilidade celular para ambas as linhagens celulares nas maiores
concentracdes em todos os tempos avaliados. A analise in silico do composto (Tabela 1)
corrobora com esse resultado, ao destacar a capacidade citotoxica do acido ursolico em inibir
a DNA ligase. Esta enzima é um fator critico para a sobrevivéncia celular, por causar
interferéncia na capacidade das células tumorais em realizar o reparo do DNA, acarretando
em instabilidade genémica e morte celular (TAN et al., 1996).

Os efeitos do tratamento com AU a longo prazo, avaliados experimentalmente com o
ensaio de sobrevivéncia clonogénica, avalia a capacidade proliferativa linhagens celulares. Os
resultados demonstraram que o composto reduz significativamente a formacéo de colbnias,
promovendo a inibicdo da progressdo tumoral em ambas as linhagens celulares. 1sso porque,
células incapazes de formar col6nias ndo sdo capazes de proliferar (TANNOCK, LEE, 2001;
BRIX et al., 2021).

A avaliacdo dos efeitos do tratamento com AU sobre a capacidade de proliferacdo
celular das células cancerosas obteve um alto potencial de atividade antineoplasica na analise
in silico, concordando com os resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade e sobrevivéncia
clonogénica.

O ensaio de cicatrizacdo de feridas tem por objetivo avaliar a capacidade migratoria
das células cancerigenas, sendo uma importante ferramenta de avaliacdo da capacidade de
invasdo e metastase tumoral apds o tratamento (RIAHI et al., 2012). Em ambas as linhagens
celulares, apds 48 horas de tratamento com o AU, foi possivel constatar que todas as
concentragcdes testadas levaram a inibicdo da capacidade migratoria e observou-se o
fechamento da fenda no grupo controle. O potencial elevado da atividade antimetastatica
apresentada pelo AU na analise in silico corrobora com estes resultados.

Ademais, um dos principais mecanismos de acdo do acido ursolico esta relacionado a

apoptose, principalmente com ativagédo da caspase-3, promovendo a morte celular programada
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e a reducdo da capacidade de invasdo de tecidos e sobrevivéncia na corrente sanguinea
(TANG et al., 2009). O AU, conforme a andlise in silico, possui um potencial elevado de
atuar por mecanismos que promovem a estimulacdo de fatores de transcricdo (Tabela 1). A
depender do fator estimulado, processos metastaticos e proliferativos sdo inibidos, como o
P53 (YU et al., 2010). Apesar do AU apresentar um potencial moderado de inibir a expresséo
do JAK2, conforme a andlise in silico (Tabela 1), um estudo destacou a capacidade do AU de
suprimir a expressdo de JAK2 no cancer de colorretal, possibilitando a inibicdo da
proliferacdo celular, sobrevivéncia, migracéo e invasdo tumoral (KIM et al., 2018).

As vias Akt/NF-kB estdo envolvidas em varios eventos antiapoptéticos e de
resisténcia a medicamentos (SUN et al., 2011; GAl et al., 2013). Conforme demonstrado pela
analise in silico (Tabela 1), o AU é um potente inibidor do fator de transcricdo NF-kB. Além
disso, um estudo demonstrou que o AU induz a apoptose via supressdo da sinalizacdo de
AKT/NF-kB com regulacdo simultanea positiva da caspase-3 de forma dose-dependente em
cancer de bexiga humano (GAl et al., 2013).

A andlise da morfologia celular demonstrou reducdo da densidade celular de maneira
dependente da concentracdo e alteracbes morfolégicas em ambas as linhagens celulares.
Foram observadas nos grupos tratados com AU extensbes celulares longas, formas
irregulares, células arredondas e debris celulares. Essas alteracdes sugerem a perda de adesdo
e morte celular. A capacidade do AU de apresentar um potencial elevado como antagonista da
integridade da membrana, obtido na analise in silico, pode levar a morte de células tumorais e
alteracdes morfoldgicas (FOGDE et al., 2022). Além disso, a estimulacdo da caspase 8
promove a ativacdo da via extrinseca de apoptose, sugerindo a capacidade do &cido ursélico
em inibir a proliferacdo e induzir a apoptose em linhagens tumorais (CHUANG et al., 2016).

Zheng e colaboradores demonstraram que o tratamento com AU, utilizando a
linhagem tumoral de bexiga T24 apresentou reducdo da viabilidade celular de maneira dose-
dependente, corroborando com os nossos resultados (ZHENG et al., 2012). Estudo de Zhang e
colaboradores elucidam que o tratamento com AU em linhagem tumoral de bexiga SKOV3
reduz a proliferacdo celular, inibe a formacdo de coldnias e a migracdo, apoiando 0s
resultados obtidos na presente pesquisa (ZHANG et al., 2025).

Desse modo, foi possivel constatar a capacidade do &cido ursélico de modular diversas
enzimas de sinalizacdo celular, principalmente relacionadas com a apoptose. Assim, sugere-se
gue o composto acido ursolico possui atividade antiproliferativa em linhagens tumorais de
bexiga (J82) e de ovario (TOV-21G), podendo ser avaliado como um quimioterapico com

potencial utilizag&o na clinica.
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6. CONCLUSAO

Em concluséo, o estudo demonstrou que o tratamento com o acido ursolico reduziu a
viabilidade celular, inibiu a capacidade de formacéo de colbnias, diminuiu a migragéo celular
e causou alteracfes morfoldgicas sugestivas de morte celular em ambas as linhagens tumorais
de bexiga e de ovario testadas. Esse estudo fornece informacdes sobre uma nova alternativa

terapéutica com capacidade antiproliferativa eficaz para tumores de bexiga e de ovario.
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