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RESUMO

O céancer € um conjunto de doencas caracterizadas pela proliferagdo desordenada
das células, que pode ser influenciado por diversos fatores. O cancer de ovario
(CAQV) é a segunda neoplasia ginecolégica e a quinta causa mais comum de morte
por cancer em mulheres, principalmente devido ao crescimento assintomatico dos
tumores. O tratamento do cancer envolve abordagens variadas, como cirurgia,
quimioterapia e radioterapia. No entanto, a quimiorresisténcia € um desafio no
tratamento de neoplasias malignas, o que tem levado a um aumento nas pesquisas
sobre combinagdes terapéuticas que incluem compostos naturais. Uma substancia
que vem se destacando €& o eufol, um composto encontrado no latex da planta
Euphorbia tirucalli. Ha relatos de seu uso na medicina popular para tratar condigdes
como inflamacodes, asma, tosse, verrugas e tumores malignos. Dessa forma, este
estudo teve como objetivo principal avaliar o potencial antitumoral do extrato
hidrolisado de Euphorbia tirucalli em modelos in vitro, utilizando linhagens celulares
de CAOV (A2780, ACRP e OVCAR-3). Foram realizados experimentos de
viabilidade celular metabdlica (VCM), célculo da 1Cso, nas linhagens OVCAR-3,
A2780 e ACRP. O ensaio clonogénico, migracao celular e analise do ciclo celular
foram realizados apenas na linhagem OVCAR-3. Os resultados do ensaio de VCM
mostraram que as linhagens A2780 e ACRP apresentaram baixa sensibilidade ao
extrato de Euphorbia, enquanto que a linhagem OVCAR-3 apresentou uma
diminuicdo significativa na VCM. Os ensaios posteriores demonstraram que o
extrato hidrolisado interfere tanto na migracdo quanto na formagédo de coldnias,
reduzindo a viabilidade drasticamente. Finalmente, o ensaio de ciclo celular
realizado por citometria de fluxo mostrou que as células pararam na fase G1, o que
corroborou com outros estudos. Portanto, esses resultados sugerem um provavel

potencial antitumoral do extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli.

Palavras-chave: Cancer. Quimiorresisténcia. Produto natural. Extrato hidrolisado de

Euphorbia.



ABSTRACT

Cancer is a group of diseases characterized by the disordered proliferation of cells,
which can be influenced by various factors. Ovarian cancer (OC) is the second most
common gynecological neoplasm and the fifth most common cause of cancer-related
death in women, primarily due to the asymptomatic growth of tumors. Cancer
treatment involves various approaches, such as surgery, chemotherapy, and
radiotherapy. However, chemoresistance is a challenge in the treatment of malignant
neoplasms, leading to increased research on therapeutic combinations that include
natural compounds. One substance that has been gaining attention is euphol, a
compound found in the latex of the Euphorbia tirucalli plant. There are reports of its
use in folk medicine to treat conditions such as inflammation, asthma, cough, warts,
and malignant tumors. Thus, this study aimed to evaluate the antitumor potential of
the hydrolyzed extract of Euphorbia tirucalli in vitro models using OC cell lines
(A2780, ACRP, and OVCAR-3). Metabolic cell viability (MCV) experiments and [Cso
calculations were performed for OVCAR-3, A2780, and ACRP cell lines. Clonogenic
assay, cell migration, and cell cycle analysis were performed only with OVCAR-3 cell
line. MCV assay results showed that the A2780 and ACRP cell lines were not
sensitive to the Euphorbia hydrolyzed extract, while the MCV of OVCAR-3 cell line
had a significant decrease. Subsequent assays demonstrated that the hydrolyzed
extract interferes with both migration and colony formation, drastically reducing
viability. Finally, the cell cycle assay performed by flow cytometry showed that the
cells were arrested in the G1 phase, corroborating other studies. Therefore, these
results suggest a potential antitumor effect of the hydrolyzed extract of Euphorbia

tirucalli.

Keywords: Cancer. Chemoresistance. Natural product. Hydrolyzed extract of

Euphorbia.
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1. INTRODUCAO

O céancer é caracterizado como um grupo de mais de 100 doengas que
compartilham as propriedades de proliferagdo e crescimento descontrolado das
células (INCA, 2022). Todos os tipos de neoplasias malignas apresentam uma
fundamentacéo genética, podendo manifestar-se por meio de mutag¢des hereditarias
ou mutacgdes esporadicas. Alguns dos fatores de risco associados a sua ocorréncia
sd0: exposicao a radiagdes, substancias quimicas, infecgdes virais, entre outros
(INCA, 2022). Em relagé&o ao cancer da mulher, o segundo cancer ginecoldgico mais
comum € o cancer de ovario (CAOV), perdendo apenas para o cancer de colo de
utero (INCA, 2023). O CAOV ¢é uma doenca multifatorial, sendo que a maior parte
das pacientes € diagnosticada em estagios avangados devido principalmente a

auséncia de sintomas patognomdénicos (Revisado por LELE, 2022).

ffulheres hama faminina 73.610 30,1%

Colon g reto 23.660 e
Colo do itero 17.010 7.0%
Traqueia, bringquéo e pulmao  14.540 b6, 0%
Glandula firzoida 14.160 b 0%
Eztdmago 8.140 3,3%
Corpo do ttera 7.840 3,2

Ovario 7.a10 3.0%
Pancreas 5.690 2 3%
Linforna nao Hodgkin 5.620 2,3%

Figura 1. Distribuicado proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023 por

sexo, exceto pele ndo melanoma*

Fonte: INCA, 2023. *Numeros arredondados para multiplos de 10.

Os sintomas comumente relatados pelas mulheres, quando presentes, sao
dor nas costas e dor abdominal, inchago abdominal, fadiga/cansago, constipagao ou
sintomas urinarios (Revisado por OVIEDO, VANEGA, 2021). Porém, esses sintomas
s6 sdo relatados nos estagios mais avangados da doenga, dificultando no seu
diagndstico precoce e impactando negativamente o prognéstico (Revisado por
OVIEDO, VANEGA, 2021). De acordo com dados da GLOBOCAN (2023), no ano de

2020, o CAQV teve quase 314 mil novos casos no mundo, com aproximadamente
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207 mil mortes. Em relagdo aos tratamentos, os métodos que sdao comumente
utilizados séo, cirurgias, quimioterapias e radioterapias (INCA, 2022).
Quimioterapicos como a cisplatina e o paclitaxel, por exemplo, sao
comumente utilizados no tratamento de uma gama de neoplasias malignas, bem
como cancer de mama e ovario (Revisado por GHOSH, 2019). O paclitaxel, um
composto obtido da espécie Taxus brevifolia, exerce seu mecanismo de acao
mediante a ligagdo nos microtubulos, promovendo a fosforilagado da B-tubulina. Esse
processo estimula a estabilizagdo da polimerizagdo dos microtubulos,
interrompendo a progressao da mitose das células somaticas no estagio G2/M da
replicagédo celular, resultando na indugdo da morte celular (Revisado por
ALQAHTANI, et al., 2019). Ja a cisplatina exerce sua atividade anticancerigena se
ligando ao DNA, formando aductos que culminam com a quebra da a-hélice do
DNA, levando as células a necrose ou a apoptose (Revisado por GHOSH, 2019).
Muitas pacientes tém tumores que sao resistentes refratarios a cisplatina ou
que recidivam com resisténcia adquirida a droga. A resisténcia das células tumorais
a quimioterapia pode ocorrer de forma extrinseca e intrinseca, sendo a extrinseca
(adquirida) se desenvolvendo em resposta a um tratamento selecionado, como
resultado de mutagdes relacionadas a quimioterapia. Ja a resisténcia intrinseca ou
resisténcia primaria a medicamentos ocorre quando as células cancerosas nao
respondem a quimioterapia desde o primeiro tratamento (Revisado por ROMANI,
2022). De fato, com fins a superacao da quimiorresisténcia, o farmaco € comumente
usado em politerapia, sendo os agentes antineoplasicos sintéticos ou compostos
naturais (Revisado por GHOSH, 2019). A busca por novos farmacos que tenham um
potencial quimioterapico eficaz para o tratamento de neoplasias malignas é de
extrema relevancia. Substancias naturais sdo muito estudadas devido ao fato de
que possuem uma grande diversidade de propriedades, as quais podem ser
utilizadas terapeuticamente (REZENDE et al., 2016). Neste contexto, destaca-se a
espécie Euphorbia tirucalli pertencente a familia Euphorbiaceae, do género
Euphorbia. Esse género é constituido por mais de 2.000 espécies que sao
compreendidos por arvores, arbustos e ervas. A espécie Euphorbia tirucalli é
conhecida popularmente como avelds, dedinho, forquilha, coroa-de-cristo e
arvore-de-sao-sebastido (REFLORA, 2022). No latex da planta sdo encontradas
inumeras substancias, como hidrocarbonetos terpénicos e aldeidos (Revisado por

MININEL, 2022). Também se encontram presentes goma tirucalli, resina, diterpenos
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do tipo tigliano (ésteres de forbol) e ingenano (ésteres de ingenol), eufol e outros
(DE SOUZA et al., 2019). O alcool triterpénico tetraciclico eufol € um dos principais
constituintes do latex seco do género Euphorbia (DE SOUZA et al., 2019).

Do ponto de vista clinico, é frequente a identificacdo de células cancerosas
com um fendtipo resistente a quimioterapia, o que esta associado a progressao da
doenga e comprometimento da eficacia do tratamento (Revisado por GHOSH,
2019). Este estudo é de fundamental importancia devido a limitada quantidade de
pesquisas que investigam o uso do extrato hidrolisado de Euphorbia como potencial
agente quimioterapico em linhagens celulares de cancer, mais especificamente, ha
uma lacuna significativa no conhecimento referente a pesquisas com o uso desse
extrato em linhagens de CAOV. Diante dessa caréncia de dados, torna-se essencial
explorar esse composto para que possam ter mais estudos referentes ao mesmo e
especialmente para oferecer opgdes terapéuticas adicionais para pacientes que
apresentam resisténcia aos tratamentos convencionais.

Nesse contexto, € fundamental explorar novos farmacos para combater
neoplasias malignas e auxiliar no tratamento de pacientes cujos tumores sao
resistentes aos tratamentos convencionais. Portanto, este trabalho teve como
objetivo investigar os efeitos anticancerigenos do extrato hidrolisado da planta
Euphorbia tirucalli em células de CAOV, contribuindo para o avango das pesquisas e

estudos cientificos nesta area.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O CANCER E O CICLO CELULAR

Todas as células estdo expostas a um numero significativo de agentes
mutagénicos com o potencial de danificar o DNA e provocar mutagbes. Os seres
vivos, a todo tempo, podem sofrer alteragdes genéticas como resultado de fungdes
celulares normais (mutagdes espontadneas) ou em decorréncia de tratamentos com
determinados compostos (agentes mutagénicos), ocasionando mutagdes induzidas
(ZAHA, FERREIRA, PASSAGLIA, 2012). A exemplo, pode-se citar: toxinas de
fungos, luz ultravioleta, poluentes industriais, raios X e produtos quimicos. Alguns
danos sofridos pelo DNA podem ser reparados, ja que a informagédo genética é
preservada em ambas as fitas da dupla-hélice. Ja outras lesbes podem acontecer
quando ambas as fitas de uma mesma molécula de DNA séo clivadas e, caso nao
sejam reparadas, as quebras podem ocasionar morte celular ou cancer (ZAHA,
FERREIRA, PASSAGLIA, 2012).

O cancer, patologia associada a proliferagdo descontrolada de células,
configura-se como uma das principais causas de mortalidade em escala global. Os
indices mostram que os principais tumores que acometem os homens sdo os
canceres de prostata e pulméo, liderando as estatisticas de diagndstico (Revisado
por TORRE et al., 2015), enquanto entre as mulheres, os canceres de mama e colo
do utero sao identificados com maior frequéncia (Revisado por TORRE et al., 2015).
As neoplasias surgem como uma consequéncia do aumento de variagdes genéticas
nos proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes de reparo de DNA. A
carcinogénese ¢é estimulada por agentes cancerigenos e muitos agentes
mutagénicos atuam diretamente no DNA, devido a sua capacidade de atuar como
base nitrogenada ou de incorporar-se a cadeia polinucleotidica (ZAHA, FERREIRA,
PASSAGLIA, 2012). Este processo evolui lentamente e se divide em estagios,
como: iniciagdo (com alteragdes genéticas), promogao (com influéncia de
oncopromotores) e progressao (caracterizado pela multiplicagcdo descontrolada das
células acompanhada de manifestagdes clinicas) (INCA, 2022).

As células estdo em constante divisdo e apresentam um desenvolvimento

infimo de células tumorais em relagdo ao numero total de divisdes ao longo do
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tempo. Este fenbmeno é atribuido, por exemplo, aos pontos de controle do ciclo
celular (Revisado por WARD, 2002). A progressao do ciclo celular € modulada por
proteinas denominadas quinases dependentes de ciclinas (CDKs), especialmente
nas transicoes de fases, como de G1 para S e de G2 para M. Os inibidores do ciclo
celular (CDKIs) desempenham um papel crucial ao regular negativamente as vias
de sinalizagao envolvidas na progresséao do ciclo celular. Qualquer tradugéo de sinal
anormal pode resultar em proliferagdo celular descontrolada, metastase,
comprometimento de morte celular e angiogénese (Revisado por WARD, 2002).
Erros também podem ocorrer durante a replicacdo do DNA e s&o corrigidos pela
capacidade de revisdo de leitura da propria DNA-polimerase e pelo sistema de
reparagao de maus pareamentos (ZAHA, FERREIRA, PASSAGLIA, 2012).
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Figura 2. Atividade dos quimioterapicos antineoplasicos nas fases do ciclo
celular (ALMEIDA et al., 2005).

A multiplicagado desordenada das células tumorais resulta tanto de oncogenes
quanto de anormalidades nos genes supressores tumorais. As mutagcdes nos
oncogenes podem ocorrer por meio de translocagdo cromossdémica, amplificacao
génica, insergao retroviral ou mutagdo pontual (Revisado por WARD, 2002).
Proto-oncogenes atuam positivamente na progressao do ciclo celular, porém,
quando mutados, transformam-se em oncogenes. Por outro lado, os genes
supressores tumorais inibem ou impedem a expresséo do fenétipo maligno, atuando

no controle do ciclo celular (Revisado por WARD, 2002).
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2.2 CAQV

O CAOQV é uma das neoplasias que mais matam mulheres no mundo em
relacdo ao numero de casos. O estadiamento do CAOQOV é cirurgico, sendo
classificado nos seguintes estagios: estagio | (IA, IB e IC): o cancer esta limitado ao
ovario ou ovarios; estagio Il (l1A, IIB): o cancer estd em um ou ambos os ovarios e
se espalhou para outras partes da pelve (INCA, 2022); estagio Il (IlIA, [lIB e IlIC): o
cancer esta em um ou ambos os ovarios, e se disseminou pelos ganglios linfaticos
proximos ou para outros 6rgaos abdominais, exceto para o figado; estagio IV: o
cancer atingiu o pulmao, figado ou outros 6rgaos distantes (INCA, 2022).

Em relagcdo aos potenciais fatores de risco para o desenvolvimento do CAOV,
estdo incluidos menarca precoce, nuliparidade, menopausa tardia, fatores
hereditarios e endometriose, bem como a ovulagao (Revisado por LELE, 2022). Por
outro lado, as multiplas gravidezes e o uso de anticoncepcionais podem ser
considerados como fatores de protecao por diminuirem a ocorréncia de ovulacao
(Revisado por ZACHOW BUHRING et al., 2021). O CAOV pode ser oriundo das
células epiteliais (que revestem os ovarios e outros érgaos como a tuba de Fallopio),
células germinativas (que formam os ovulos) e células estromais (que produzem a
maior parte dos horménios femininos). Os tumores epiteliais representam a maior
parte dos CAOVs e sao subdivididos em seroso, mucinoso, endometridide e de
células claras (INCA, 2022). Com base em estudos genéticos morfolégicos e
moleculares, varios tipos de CAOV sao classificados em dois grupos: tipo | e tipo Il.
O grupo designado tipo | é composto por carcinomas serosos de baixo grau,
endometridides de baixo grau, células claras, mucinosos e transicionais, sao
relativamente estaveis geneticamente e ndo possuem mutagcdes de TP53 (proteina
supressora de tumor que controla o reparo do DNA e a apoptose em resposta ao
estresse). Em contrapartida, tumores denominados tipo Il sdo altamente agressivos,
evoluem rapidamente e quase sempre existem como doenga em estagio avangado.
Os tumores do tipo Il incluem carcinoma seroso convencional de alto grau,
carcinoma indiferenciado e tumores mesodérmicos mistos malignos
(carcinossarcoma) e exibem mutagdes da TP53 em mais de 80% dos casos
(KURMAN, SHIH, 2010). Ademais, o subtipo seroso pode ser classificado em
carcinoma seroso de baixo grau ou carcinoma seroso de alto grau.

Adenocarcinomas de alto grau sido diagnosticados na maior parte das vezes,
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enquanto os de baixo grau ocupam cerca de 5% dos casos de CAOV detectados

em mulheres portadoras da doenca (Revisado por MOTTA, 2015).

Células epiteliais

Células

germinativas

Células estromais

Mucinoso

Endometricide

Ay
‘* Células claras

Seroso =

Alto grau (95%)

Baixo grau (5%)

Figura 3. Classificagdo do cancer de ovario de acordo com sua origem.

Os carcinomas ovarianos serosos classificados como de alto grau (grau 3),

grau intermediario (grau 2) ou baixo grau (grau 1) (Revisado por KALDAWY et al.,

2016), recebem essa classificacdo baseada principalmente em atipia nuclear e taxa

mitética. Tumores com moderada atipia e moderado

indice mitético sao

classificados como canceres serosos de baixo grau, enquanto os tumores com

marcada atipia nuclear e indice mitético aumentado sdo classificados como

canceres serosos de alto grau. Os tumores de grau 2 tém caracteristicas entre os

graus 1 e 3 (Revisado por KALDAWY et al., 2016). Pesquisas vém demonstrando

que o CAQV é trés vezes mais letal do que o cancer de mama e a taxa de sobrevida

das pacientes é usualmente inferior a 5 anos, posto que mais da metade das

pacientes diagnosticadas apresenta doenga metastatica (Revisado por OVIEDO,
VANEGA, 2021; PAES et al., 2011).
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2.3 QUIMIOTERAPIA E QUIMIOTERAPICOS CONVENCIONAIS

A quimioterapia antineoplasica convencional € um tratamento realizado por
meio da administragao de farmacos (quimioterapicos) para o combate de neoplasias
malignas. No entanto, esses medicamentos ndo possuem especificidade celular, ou
seja, nao destroem exclusivamente as células tumorais, mas sim todas as células
com alto potencial mitético (INCA, 2022). A quimioterapia pode ser administrada por
via oral, por via parenteral, inje¢gdes intramusculares, subcutaneas ou intratecais.
Além disso, em alguns casos, pode ser aplicada de forma topica, diretamente sobre
a pele (INCA, 2013). Os quimioterapicos, como dito anteriormente, sdo agentes
farmacoldégicos utilizados no tratamento do cancer, e tém como objetivo, muitas
vezes, intervir no ciclo celular das células malignas, seja inibindo sua proliferagdo ou

induzindo a morte celular.

Esses agentes podem ser classificados quanto a sua origem, sendo aqueles
extraidos de plantas ou aqueles de origem sintética. Além disso, os quimioterapicos
também sao categorizados em relagédo ao seu mecanismo de agdo, como mostrado
na Tabela 1 (Revisado por BUKOWSKI, et al., 2020). Como exemplo, agentes a
base de platina (cisplatina, carboplatina e oxaliplatina) criam ligagdes cruzadas inter
ou intra-cadeias em residuos de guanina do DNA, o que resulta na formagéo de
pares incorretos nas bases do DNA (Revisador por BUKOWSKI, et al., 2020).
Grande parte dos quimioterapicos sao utilizados em combinagdo com outros
agentes antineoplasicos para aumentar sua eficacia e minimizar a ocorréncia de
quimiorresisténcia cruzada. No caso do CAOV, alguns tratamentos sao
considerados de primeira linha e frequentemente apresentam boas taxas de
sobrevida para as pacientes. O tratamento padréo para os estagios avangados do
CAOQV envolve cirurgia para remog¢ao do tumor, seguida de quimioterapia adjuvante
com a combinacado de derivado de platina e taxano. Embora eficaz como terapia
inicial, a recorréncia do CAQV afeta até 75% das pacientes (Revisado por DASARI
e BERNARD TCHOUNWOU, 2014; PAES et al., 2011).
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Tabela 1. Classificacdo dos quimioterapicos comumente usados, dependendo do seu

mecanismo de acgao.

QUIMIOTERAPICOS
(MECANISMO DE
ACAO)

Diferentes tipos de quimioterapicos

Agente Alquilantes

Ciclofosfamida e ifosfamida;
Busulfan, clorambucil e melfalano;

Temozolomida;

Agentes a base de
platina

Agentes a base de platina (cisplatina, carboplatina e

oxaliplatina).

Antimetabdlicos

Antagonistas da pirimidina (citarabina, 5-fluorouracil,
gencitabina e capecitabina);

Antagonistas das purinas (fludarabina);

Analogos das purinas (6-mercaptopurina, azatioprina e
cladribina);

Antifolatos (metotrexato, pemetrexedo e pralatrexato);

Inibidores da ribonucleotideo redutase (hidroxiuréia).

Inibidores da

topoisomerase

Inibidores da topoisomerase I:

Irinotecano e topotecano;

Inibidores da topoisomerase Il:

Etoposideo, teniposideo e antraciclinas.

Inibidores do fuso

Inibidores do fuso mitético:

quimioterapicos
(Mecanismos de acao

nao homogéneos)

mitético - Taxanos (docetaxel e paclitaxel);
- Alcaléides da vinca (vincristina e vimblastina).
Outros agentes - Algumas enzimas: eu-asparaginase;

Inibidores de proteassoma: Bortezomibe;
Inibidores de tirosina quinase: Imatinibe e erlotinibe;

Antibidticos: Bleomicina, actinomicina D.

(Revisado por BUKOWSKI, et al., 2020)
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Com o objetivo de aumentar as taxas de resposta inicial e prolongar o
intervalo entre o tratamento de primeira linha e a recorréncia da doenca, novas
opcdes de tratamento sdo utilizadas atualmente, sendo que muitas vém sendo
estudas e/ou desenvolvidas (ZHANG e ZHOU, 2018). Dentre algumas destas estao
a combinagdo intraperitoneal e intravenosa de  paclitaxel/cisplatina,
paclitaxel/carboplatina, e a combinacédo de paclitaxel/cisplatina com bevacizumabe
(Avastin®), um anticorpo monoclonal que tem como alvo o fator de crescimento
endotelial vascular (ZHANG e ZHOU, 2018). A cisplatina também é utilizada em
combinagdo com outros agentes ou compostos quimicos para tratar o CAOV em
linhagens celulares resistentes e sensiveis. Por exemplo, a cisplatina € usada junto
com o veneno do mel, withaferin, tricostatina A ou desoxicitidina (Revisado por
DASARI e BERNARD TCHOUNWOU, 2014). Estes tratamentos mostram a
importancia das pesquisas na melhoria dos resultados para os pacientes. O uso da
cisplatina em conjunto com agentes antineoplasicos e compostos quimicos
sublinham a busca por tratamentos eficazes para superar a resisténcia das células

cancerosas.

2.4 CISPLATINA E A QUIMIORRESISTENCIA

Anualmente, quase 6 milhdes de pacientes sao diagnosticados com cancer.
Um dos tratamentos empregados contra varios tumores malignos € a cisplatina
(Revisado por PEREIRA et al.,, 2021). De fato, farmacos a base de platina,
especialmente a cisplatina, sdo utilizados no tratamento de uma ampla variedade de
malignidades sdlidas, incluindo canceres testicular, ovariano, de cabecga e pescoco,
colorretal, de bexiga e de pulméo (Revisado por GALLUZZ| et al., 2012).

Cisplatina, carboplatina e oxaliplatina sdo compostos com ion platina
duplamente carregados e cercados por quatro ligantes (Revisado por DASARI e
BERNARD TCHOUNWOU, 2014). A cisplatina € um complexo inorganico soluvel
em agua contendo um atomo central de platina rodeado por dois atomos de cloro e
porcoes de amodnia, sendo utilizada por via intravenosa no tratamento de diversas
formas de cancer, o quimioterdpico forma ligagbes covalentes, fazendo
interconexdes entre as cadeias do DNA, o que induz quebras na molécula do acido

nucléico (NIDDK, 2020). Essa lesdo no DNA desencadeia a morte celular e inibe a
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sintese de RNA e proteinas. Além disso, a interagdo da cisplatina com o material
genético promove a formacgédo de aductos que induzem a quebra da estrutura da
dupla-hélice do DNA, resultando no desencadeamento de processos de necrose ou
apoptose celular (morte celular dependente de energia) (Revisado por DASARI e
BERNARD TCHOUNWOU, 2014; Revisado por GHOSH, 2019). Agentes a base de
platina também podem causar ruptura do DNA por alteragdo na angulagdo do sulco
maior e do sulco menor da alfa-hélice, pois distorcem a dupla-hélice e reduz o
comprimento de ponta-a-ponta da molécula do DNA. Ademais, a cisplatina se liga
ao DNA das células cancerosas através das purinas, causando danos que
bloqueiam a divisédo celular e resultam em apoptose. A droga ainda pode induzir a
formacdo de espécies reativas de oxigénio que danificam proteinas celulares,
lipidios e DNA, levando a lesdes celulares fatais. O estresse oxidativo causado pela
cisplatina afeta principalmente as mitocéndrias, sendo que esse estresse perturba
as fungdes biolégicas e pode promover apoptose, necrose e autofagia nas células
cancerosas (Revisado por DASARI e BERNARD TCHOUNWOU, 2014).
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Figura 4. Estrutura da cisplatina (“CISPLATIN”, 2024)
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Dados estatisticos mostram que mais de 90% da mortalidade dos pacientes
com cancer € atribuida a resisténcia aos medicamentos antineoplasicos, sendo este
um dos fatores limitantes para o uso dos farmacos. A quimiorresisténcia a cisplatina
€ multifatorial e muitos tumores malignos sao resistentes ou recidivam resistentes a
droga. Dentre os mecanismos de resisténcia a droga est&do: indugdo do estresse
genotoxico (ativa multiplas vias de tradugéo de sinal as quais contribuem tanto para
a apoptose, como também para a resisténcia a quimioterapia), defeitos na
sinalizagdo apoptética (Revisado por GALLUZZI et al., 2012). Aumento do efluxo

das drogas, fatores genéticos (mutagdes genéticas, amplificacbes e alteragdes
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epigenéticas), fatores de crescimento, ou aumento da capacidade de reparo do DNA
(sistema reparador de aductos) (Revisado por BUKOWSKI, et al., 2020; Revisado
por MAKOVEC, 2019). Além disso, alteragdes nas isoformas da proteina quinase C
e a ativacdo da MAPK/proteina G como resultado do tratamento com cisplatina
promovem resisténcia ao farmaco (Revisado por DASARI e BERNARD
TCHOUNWOU, 2014; Revisado por ROMANI, 2022). O remodelamento da matriz
extracelular, pode contribuir para resisténcia, pois no remodelamento, as células
malignas modificam seu microambiente tumoral ao superexpressar colageno VI, o
que aumenta a insensibilidade a cisplatina (SHERMAN-BAUST et al., 2003).

Os diversos mecanismos de resisténcia a cisplatina (tabela 2), podem ocorrer
tanto em etapas anteriores a ligagdo da cisplatina ao DNA (resisténcia pré-alvo),
como também relacionando diretamente aos aductos DNA-cisplatina (no alvo), ou
como resisténcia pds-alvo, além de afetar circuitos moleculares que nao apresentam
ligacbes Obvias com sinais induzidos por cisplatina (resisténcia fora do alvo)
(revisado por GALLUZZI et al., 2012).

Tabela 2: Alguns dos Mecanismos de resisténcia a cisplatina (Revisado por GALLUZZ| et al., 2012).

Mecanismos de resisténcia a cisplatina

Mecanismos de resisténcia pré-alvo: A resisténcia esta relacionada ao acumulo
intracelular reduzido de cisplatina e a um
sequestro aumentado de cisplatina por
glutationas (GSH) ou metalotioneinas, por

exemplo.

Mecanismos de resisténcia no alvo: As células resistentes a cisplatina adquirem
a capacidade de reparar aductos em um
ritmo acelerado ou tornam-se capazes de

tolerar lesdes de DNA nao reparadas.

Deficiéncia do sistema de reparo de | Em células resistentes, os genes MSH2 e
incompatibilidade (SRI): MLH1 que codificam as proteinas SRI s&o

frequentemente mutados ou sub-expressos.

Mecanismo de resisténcia pés-alvo: A resisténcia pods-alvo a cisplatina pode

resultar em defeitos nas vias de traducéo
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de sinal. Alteracbes (genéticas e
epigenéticas, como por exemplo, mutagdes
na TP53, tém sido associadas a resisténcia

a cisplatina.

Mecanismos de resisténcia fora do alvo: O fendtipo resistente a cisplatina também
pode ser sustentado por alteracbes nas
vias de sinalizacdo que nado sao
diretamente envolvidas pela cisplatina, mas
interrompem os sinais letais induzidos por

ela.

O fendtipo resistente a cisplatina das células cancerosas pode derivar de
alteragcdes em qualquer um dos circuitos moleculares, bem como de altera¢des que
afetam a captacgéao intracelular da cisplatina ou na indugédo da apoptose (Tabela 2).
Enfim, as células cancerosas adotam multiplos mecanismos de resisténcia que sao
intensamente estudados e identificados.

Além disso, segundo o National Institute of Diabetes and Digestive and
Kidney Diseases (2020), um outro fator limitante para a utilidade clinica da cisplatina
estdo nos severos efeitos colaterais associados ao uso do quimioterapico, tais como
a otorrinotoxicidade, a neurotoxicidade e a nefrotoxicidade. Os efeitos adversos da
cisplatina sdo muitas vezes relacionados as alteragdes das fungdes renais, como na
inducdo de danos nos tubulos proximais que causam diminui¢gdo na capacidade de
fitracdo do rim, sendo que o estresse oxidativo também é um dos mecanismos
envolvidos na toxicidade desse quimioterapico. Nauseas e vOmitos, também sao
observados no tratamento com a cisplatina (monoterapia ou em combinagéo). Essas
toxicidades, dependendo da dose, muitas vezes sdo cumulativas e podem envolver
lesdes extensas em o6rgaos, podendo impactar na qualidade de vida de pacientes

em remissao do cancer (Revisado por PEREIRA et al., 2021).
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2.5 COMPOSTOS NATURAIS

Os compostos naturais ha muito sdo usados como fontes imensuraveis para
a sintese de medicamentos, como por exemplo o farmacoforo do produto natural
mevastatina do fungo Penicillium (RODRIGUES et al., 2016). Programas de
pesquisa farmacéutica voltados para a descoberta de medicamentos
frequentemente incorporam derivados de produtos naturais, e as plantas, em
particular, sdo ricas em uma ampla gama de substancias resultantes de seu
metabolismo (RODRIGUES et al., 2016).

O metabolismo nas células vegetais pode ser dividido em metabolismo
primario e secundario. O metabolismo primario engloba processos essenciais, como
fotossintese e produgcdo de componentes vitais. Ja o metabolismo secundario
resulta em compostos nao essenciais, mas desempenha fungdes adaptativas, como
atracdo de polinizadores, defesa contra herbivora e protecdo contra condi¢des
adversas (REZENDE et al., 2016). Os metabdlitos secundarios s&o divididos em trés
grupos principais: os terpenos, compostos fendlicos e os compostos nitrogenados
(TAIZ e ZEIGER, 2009). Essas substancias secundarias sdo os chamados principios
ativos vegetais. O principio ativo € uma mistura de substancias que proporciona a
acao farmacoldgica. As substancias formadas a partir dos metabdlitos secundarios
sdo utilizados em diversos produtos e terapias, sendo responsaveis pelo efeito
medicinal (REZENDE et al., 2016) dos produtos naturais. Devido a essa capacidade
que as plantas apresentam de desenvolver substancias essenciais na manutengao
da sua sobrevivéncia, ha uma variedade de compostos bioativos que é estudada por
pesquisadores e tem despertado o interesse da industria farmacéutica na obtengao
de novos medicamentos (SOUZA et al., 2007). Assim, pode-se verificar o importante

papel do reino vegetal no desenvolvimento de terapias antineoplasicas.

2.6 EXTRATO DE Euphorbia tirucalli.

O género Euphorbia, pertencente a familia Euphorbiaceae, destaca-se como
o terceiro maior género de plantas, compreendendo aproximadamente 2.000
espécies. Uma de suas caracteristicas distintivas é a presenca de um latex

esbranquicado, que se torna visivel quando a planta é submetida a injurias
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mecanicas (SOUZA e LORENZI, 2008). A familia Euphorbiaceae tem um impacto
significativo na atividade econdmica, especialmente na alimentacdo humana e na
medicina tradicional. O uso de espécies dessa familia € visto desde a antiguidade
(JOSE e LAMEIRA, 2014). Algumas espécies da familia Euphorbiaceae s&o
reconhecidas na medicina popular por suas propriedades diuréticas, na dissolugao
de calculos renais, no tratamento da hepatite B e no manejo do cancer (TRINDADE,
2015). Na Australia, o latex da planta Euphorbia peplus L. é utilizado topicamente
como terapia domiciliar para o tratamento do cancer de pele e ceratose actinica,
inspirando o desenvolvimento do medicamento Picato® (MEBUTATO DE INGENOL)
(ERNST et al., 2015).

O mebutato de ingenol demonstra eficacia citotoxica direta e regulagao das
isoformas da PKC em células tumorais, manifestando efeitos antitumorais.
Concentragdes elevadas de mebutato de ingenol, tanto in vitro quanto in vivo,
resultam em edema mitocondrial e comprometimento da integridade da membrana
celular, levando a morte celular. Em contrapartida, concentragdes mais baixas
estimulam a ativacdo dependente de PKC em células endoteliais humanas,
promovendo a adesao de neutrdfilos a parede dos vasos, conforme documentado
na bula do produto Picato 150mcg (PICATO, 2024).

Outra planta pertencente ao género Euphorbia, € a espécie Euphorbia tirucalli
L., caracterizada pela presenga de ramificagdes cilindricas, verdes e dispostas de
forma alternada (Figura 5), além da secregédo de um latex esbranqui¢cado (Revisado
por SOUZA et al. 2019).

Figura 5. Espécie Euphorbia tirucalli
Fonte: HERBARIO VIES - UFES (Goiabeiras-Vitéria-ES)
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O latex que é extraido das ramificacdes da planta contém ésteres diterpénicos,
triterpenos e compostos fendlicos, os quais muitas vezes sao utilizados na medicina
popular tradicional como analgésico, para queimar verrugas e como medicamento
antitumoral (MININEL, 2022). A comercializagao do extrato dessa planta foi proibida
devido a presenca de alguns compostos considerados toxicos, como os ésteres

diterpénicos (tigliano e ingenano) (Revisado por SOUZA et al. 2019).

Através da Resolugéo 2.917, de 6 de julho de 2011, a ANVISA proibiu a distribuicao

e comercializagdo de medicamentos contendo essa planta na composigéo:

“Considerando, ainda, a constatagdo de que o produto
vem sendo irregularmente comercializado no Pais, com
indicagdes terapéuticas para tratamento de cancer e
outras doencas de alta complexidade (ANVISA, 2011),

resolve:”

“Art. 1° Proibir, como medida de interesse sanitario, em
todo o territério nacional, a distribuicdo e
comercializacdo do produto AVELOS (ou AVELOZ),
nome cientifico Euphorbia tirucalli L., bem como a
manipulacdo ou fabricagdo de medicamentos contendo
tal substancia, por ndo ter sido submetida a testes de
seguranga e eficacia perante esta Agéncia” (ANVISA,
2011).

Além disso, alguns estudos mostraram que a planta possui alta toxicidade
devido a presenca de ésteres de forbol. Os ésteres de forbol sdo diterpenos
tetraciclicos geralmente conhecidos por sua atividade promotora do tumor. Os
ésteres de forbol imitam a agao do diacilglicerol (DAG), ativador da PKC, que regula
diferentes vias de traducdo de sinal e outras atividades metabdlicas celulares
(Revisado por FEITOSA, 2010). Alguns desses compostos sao reconhecidos por
suas propriedades pro-carcinogénicas, agindo como promotores de tumor ao
mimetizarem a agao do DAG sobre a PKC (Revisado por FEITOSA, 2010)

Um estudo com o fracionamento do latex da Euphorbia tirucalli em uma
coluna de gel de silica e a analise das fragdes obtidas por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, revelou que triterpenos como o eufol e

tirucalol sdo os principais constituintes quimicos deste produto natural. Eufol e
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tirucalol foram identificados em diferentes fracbes e confirmados por espectrometria
de massa (SOUZA et al. 2019). Portando, os triterpenos constituem a classe
predominante de compostos no latex da Euphorbia tirucalli, seguidos pelos ésteres
de diterpenos, triterpenos oxigenados e acidos graxos (SOUZA et al. 2019). O alcool
triterpénico tetraciclico eufol € um dos principais constituintes encontrados em
espécies de plantas da familia Euphorbiaceae. O eufol possui atividades bioldgicas

como acéao anti-inflamatdria, antiviral e analgésica (SILVA et al., 2018).

Figura 6. Estrutura quimica do eufol
Fonte: (SILVA et al., 2018)

Estudos in vitro mostraram que o eufol, substéncia encontrada na planta,
parece ter atividade antineoplasica. No cancer de mama, por exemplo, essa
molécula interrompe o ciclo celular, mantendo as células na fase G1 (WANG et al.,
2013). Ja em gliomas, o eufol promove citotoxicidade e potencializa a diminuicdo da
viabilidade celular (SILVA et al., 2019), o que também ja foi visto em outras
linhagens, como no cancer gastrico, por exemplo (LIN et al. 2012). Apesar dos
resultados obtidos em pesquisas voltadas para as propriedades do eufol, ainda séo
necessarios mais estudos para compreender a agao e a citotoxicidade tanto do latex

quanto do extrato hidrolisado da planta e da substancia isolada eufol.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Tendo como base as informagdes supramencionadas, o objetivo geral do
presente trabalho foi analisar o efeito antitumoral do extrato hidrolisado da planta
Euphorbia tirucalli em modelos in vitro de CAOV em monoterapia e em combinagao

com o quimioterapico convencional cisplatina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para contemplar o objetivo geral, delineamos os objetivos especificos, a saber:

- Evocar a resisténcia a cisplatina na linhagem ACRP (oriunda da linhagem
parental e sensivel a cisplatina, A2780) a partir de aplicagbes de
concentragdes da droga na linhagem de CAQV referida;

- Determinar a ICs, das drogas em cada linhagem celular utilizada;

- Avaliar, através do ensaio de MTT, os efeitos do extrato hidrolisado da planta
Euphorbia tirucalli na viabilidade celular metabdlica (VCM) das linhagens de
CAOQV A2780, ACRP e OVCAR-3;

- Analisar a eficacia antineoplasica do extrato hidrolisado de Euphorbia
combinada com o quimioterapico convencional cisplatina;

- Avaliar a eficacia antineoplasica do extrato hidrolisado de Euphorbia quando
administrado como pré-tratamento, seguido pelo uso da quimioterapia
convencional com cisplatina;

- Comparar o efeito antitumoral do extrato de Euphorbia tirucalli com a
cisplatina, quimioterapico convencional,;

- Investigar os mecanismos antineoplasicos do extrato de Euphorbia tirucalli
como alteragdes no ciclo celular;

- Analisar o potencial de migragéo celular das linhagens tratadas com o extrato
de Euphorbia;

- Analisar e avaliar os efeitos do extrato de Euphorbia tirucalli na formagao de

colbnias.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 LINHAGENS CELULARES

Foram utilizadas as linhagens celulares de CAOV A2780, ACRP e OVCAR-3.
A linhagem A2780 (linhagem celular sensivel a cisplatina), foi estabelecida a partir
de tecido tumoral de um paciente nao tratada (MERCK, 2021). A linhagem ACRP
(células com resisténcia adquirida a cisplatina), foi originada pelo tratamento
intermitente da linhagem celular A2780 com cisplatina (SHERMAN-BAUST et al.,
2003; BCRJ, 2023). Por sua vez, a linhagem OVCAR-3 (células multirresistentes,
resisténcia intrinseca a diversos antineoplasicos convencionais, incluindo a
cisplatina), é oriunda de células epiteliais provenientes da ascite de uma paciente
portadora de adenocarcinoma ovariano em estagio avangado que foram isoladas no
ano de 1982 (ATCC, 2023). Estas células foram subsequentemente utilizadas como
modelo experimental para a analise da resisténcia a farmacos no contexto do
CAOV.

4.2 EXTRATO DE Euphorbia tirucalli

O extrato de Euphorbia tirucalli foi gentilmente doado pelo Prof. Dr. Ricardo
Kuster, do Laboratério de Produtos Naturais (Universidade Federal do Espirito Santo
- UFES). Os exemplares da espécie Euphorbia tirucalli foram coletados no campus
da Universidade Federal do Espirito Santo, localizado em Goiabeiras (Vitéria/ES) ao
longo de todo o ano 2022. Euphorbia tirucalli L. latex (sinbnimos: Euphorbia tirucalli
var. rhip-saloides (Willd.) A. Chev. foi verificado de acordo com o acesso ao site
Plant List; http://www.theplantlist.org) (“Lista de Plantas”, 2013). O latex foi coletado,
apos a incisao dos caules das plantas, gota a gota, entre 8 e 9 horas da manh3a, em
solugdo contendo 100 mL de agua destilada (SOUZA, et al. 2019). O composto
eufol manteve uma média consistente em sua porcentagem nas diferentes colheitas
realizadas, registrando uma média de aproximadamente 80% do extrato total. O
extrato utilizado foi submetido a hidrdlise, resultando na quebra das substancias
como os ésteres diterpénicos de ingenol e forbol de acordo com o procedimento
descrito por SOUZA, et al., (2019).
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Figura 7. Esqueletos diterpénicos do tipo tigliano e ingenano e suas formas hidroxiladas forbol e

ingenol.

A hidrolise é necessaria devido a restricdo do uso do extrato pela presenca
de substancias toxicas em sua composicao pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa). De acordo com Souza et al., (2019) uma das justificativas para a
proibicdo do uso comercial da Euphorbia tirucalli foi a deteccdo de compostos
diterpénicos em seus extratos, mais especificamente ésteres diterpénicos de nucleo
tigliano e ingenano. As amostras hidrolisadas de Euphorbia tirucalli foram
armazenadas a -6 °C. A solugcado estoque foi preparada em concentracdo de 20
mg/mL em DMSO.

4.3 DESCONGELAMENTO CELULAR

As amostras das linhagens celulares de CAOV OVCAR-3, ACRP e A2780
foram armazenadas em freezer -80°C e, posteriormente, descongeladas
bruscamente a 37°C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a
1120 x g e break zero a 27°C. Apods a centrifugacao, foi observado pellet no fundo
do tubo, sendo o sobrenadante descartado. As células, entdo, foram
ressuspendidas em 1mL de meio DMEM suplementado com 10% (v/v) de SFB
(Vitrocell), 1% (p/v) de solugcdo estabilizada de penicilina (100 unidades/mL),

estreptomicina (100ug/mL) (Gibco/lnvitrogen) e 1% (p/v) de solugdo anfotericina B



36

(Sigma). Por fim, foram transferidas para garrafa de cultura de 75cm?, que foram

entdo incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO.,.

4.4 CULTIVO CELULAR

As células de adenocarcinoma de ovario OVCAR-3, ACRP e A2780 foram
cultivadas em garrafas de 75cm? com adicdo de 15mL de meio Meio Eagle
Modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% (v/v) de SFB (Vitrocell),
1% (p/v) de solugdo estabilizada de penicilina (100 unidades/mL), estreptomicina
(100ug/mL) (Gibco/lnvitrogen) e 1% (p/v) solugéo anfotericina B (Sigma). O cultivo
foi realizado em estufa a 37°C e com atmosfera a 5% de CO, até a subconfluéncia.
Semanalmente, as garrafas foram analisadas em microscopio Optico de luz invertida
ZEISS para avaliagao do aspecto do meio e das células em cultivo, bem como seu

crescimento e confluéncia.

Durante o periodo de cultivo, o conteudo das garrafas (meio de cultivo) era
descartado sempre que o meio DMEM apresentasse uma coloragdo amarelada ou
alaranjada, o que sinaliza acidificagdo e torna o meio inadequado para a cultura
celular. Posteriormente, as células foram submetidas a trés lavagens com solugao
tampéao fosfato-salino (PBS) 1X. Em seguida, um novo meio foi adicionado e as
garrafas foram novamente incubadas sob as mesmas condicdes de cultivo
previamente mencionadas. Quando a confluéncia das células ultrapassava 70%,
procedia-se a ftripsinizacdo, onde, dependo da necessidade, as células eram

submetidas a passagem, ao congelamento ou eram descartadas.

4.5 ESTABELECIMENTO DA LINHAGEM RESISTENTE

Com o propésito de evocar a resisténcia a cisplatina na linhagem ACRP
(originada a partir da linhagem A2780), foram aplicados choques com
concentragbes crescentes (4 a 6 mM) do quimioterapico padrdo -cisplatina,
ocorrendo aproximadamente uma vez por semana, ao longo de um periodo que se
estendeu por quase dois meses. Os choques foram aplicados utilizando micropipeta

diretamente no meio de cultura DMEM das garrafas de 75 cm? em que as células
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foram cultivadas. O desenvolvimento de linhagens resistentes tem sido amplamente
utilizado para investigar mecanismos de citotoxicidade e resisténcia de células

tumorais aos quimioterapicos.

4.6 PLAQUEAMENTO PARA O TESTE DE VCM PELO METODO DE MTT

As células cultivadas em garrafas de 75 cm? até a subconfluéncia, foram
adicionados 2 a 3mL de solugédo de tripsina. Em seguida foram armazenadas na
estufa durante 5 minutos a 37°C e 5% de CO,. Apds esse periodo, foi conferido o
desprendimento das células utilizando microscopio invertido. As células foram
tripsinizadas e o sobrenadante descartado. Posteriormente, foi adicionado 1mL de
meio DMEM e, apés a homogeneizagdo, foi retirada a aliquota de 10uL para
preparagao com a solugao de coloracéo azul de Tripan. A contagem do numero de
células foi realizada utilizando a camara de Neubauer e, apds a contagem, foi
calculada a densidade ideal de células por pogo, sendo esta 1x10% A seguinte

féormula foi usada para o calculo do numero total de células:

CELULAS IDEAIS POR POCOS X 1000/QUANTIDADE DE CELULAS TOTAIS

As células foram plaqueadas em triplicatas e adicionados 100uL de meio
DMEM em uma densidade 1x10* células por pogo. Posteriormente, as placas de 96
pocgos foram incubadas por 24h a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,. Todos os

experimentos foram realizados em triplicatas mecanicas e bioldgicas.

4.7 CALCULO DA ICso ESTIMADA DAS MOLECULAS TESTADAS EM CELULAS
DE CAOV

A estimativa da 1Cso das moléculas testadas em células de CAOV foi
conduzida com base nas curvas dose-resposta individuais geradas para cada
substancia por meio do ensaio de MTT de VCM, conforme detalhado anteriormente.

Os valores de ICso foram empregados como métricas para a comparagdo da
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poténcia relativa das diferentes substancias testadas. A determinagédo da ICso foi
realizada utilizando o software GraphPad Prism, versdo 5.0. A partir da
determinagao do valor da ICso foram determinados outros valores necessarios para

realizagao dos experimentos como ICa7,5, IC25 € IC125.

4.8 ANALISE DA VCM DAS CELULAS DE CAOV EM RESPOSTA AO EXTRATO
HIDROLISADO DE Euphorbia tirucalli

Para avaliagdo do efeito citotoxico do extrato hidrolisado de Euphorbia
tirucalli nas linhagens de CAQV estudadas e supracitadas, foi utilizado o método de
determinacdo da VCM por meio do ensaio de MTT (brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazdlio) (Sigma) (RISS et. al., 2013). As células
foram depositadas em placas de 96 pogos em uma densidade de 1x10* células por
poco, foram adicionados 100uL de meio DMEM e mantidas na estufa por 24h a
37°C e 5% de CO, para aderéncia das células. Apos esse periodo, foi adicionado o
extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli nas concentragbes de 50 a 400ug/mL.
Apos 24h de incubacgdo, 50uL de MTT estéril (5 mg/mL, Sigma-Aldrich) foram
adicionados a cada pogo. Apds a incubagao a 37°C por 4h, foram adicionados
100uL de DMSO para solubilizar o produto MTT-formazan e homogeneizados
completamente. A absorbancia espectrométrica a 560nm foi medida com um leitor
de ELISA com monocromador EPOCH. A ICso, definida como a concentragao da
droga que resultou em 50% das células metabolicamente viaveis e 50% de células
metabolicamente inviaveis, foi estimada utilizando o programa GraphPad Prism a
partir da curva dose-resposta obtida pela porcentagem de VCM versus a

concentracido do extrato hidrolisado da planta.

4.9 ANALISE DA VCM DE CELULAS DE CAOV EM RESPOSTA A IC; DO
EXTRATO HIDROLISADO DE Euphorbia tirucalli

Para avaliacido do efeito citotoxico da IC:s do extrato hidrolisado de Euphorbia
tirucalli na linhagem OVCAR-3, foi empregada a determinagcédo da VCM pelo método
de MTT de Riss et. al., (2013). As células foram depositadas em placas de 96 pogos

em uma densidade de 1x10* células por pogo. Apos 24h, foi adicionado o extrato
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hidrolisado de Euphorbia tirucalli na concentracdo de 106,15ug/mL. E depois 24h de
incubagéao, 50uL de MTT estéril (5 mg/mL, Sigma-Aldrich) foram adicionados a cada
poco. Apds a incubacgao a 37°C por 4h, foram adicionados 100uL de DMSO para
solubilizar o produto MTT-formazan e homogeneizados completamente. A
absorbancia espectrométrica a 560nm foi medida com um leitor de ELISA com
monocromador EPOCH. Os valores de ICso foram utilizados para analisar a poténcia
do extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli. O software GraphPad Prism verséo 5.0
foi empregado para o calculo da VCM a partir da curva dose-resposta obtida pela

porcentagem de VCM versus a concentragao do extrato hidrolisado da planta.

4.10 ANALISE DA VCM DAS CELULAS DE CAOV EM RESPOSTA A CISPLATINA

Para fins de andlise de VCM das células de CAOV estudadas, utilizamos
diferentes concentracbes do farmaco convencional cisplatina (0,78-100M) e
empregado o método de MTT descrito por Riss et. al., (2013). A absorbancia
espectrométrica a 560nm foi medida com um leitor de ELISA com monocromador

EPOCH. Para o célculo da ICs, foi utilizado o software GraphPad Prism verséo 5.0.

4.11 INVESTIGACAO DA VCM DE CELULAS DE CAOV EM RESPOSTA A
CISPLATINA COM PRE-TRATAMENTO DE EXTRATO HIDROLISADO DE

Euphorbia tirucalli

Para fins de analise de VCM de células e CAOV estudadas, realizamos um
pré-tratamento com a ICso do extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli, seguido do
tratamento com o farmaco convencional cisplatina, utilizando o método de MTT de
determinacdo da VCM de Riss et. al., (2013). As linhagens em analise receberam
um pré-tratamento utilizando o extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli na
concentragcédo previamente determinada de sua ICs.. As células foram depositadas
em placas de 96 pocos em uma densidade de 1x10* células por poco. Foram
adicionados 100uL de meio DMEM as células que foram mantidas na estufa por 24h
a 37°C e 5% de CO, para aderéncia das células. Apés esse periodo foi adicionado o
extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli na concentragao de 212,3ug/mL. Apés um

periodo de 24 horas, essas linhagens foram submetidas ao tratamento com
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cisplatina em concentragbes variando de 0,78 a 100M. A leitura da absorbancia
espectrométrica a 560nm foi realizada utilizando um leitor de ELISA equipado com
monocromador EPOCH. Os valores de ICso obtidos foram utilizados para analisar a
poténcia das substancias testadas. O calculo da ICs, foi realizado por meio do

software GraphPad Prism na versao 5.0.

412 ANALISE DA VCM DAS CELULAS DE CAOV NA COMBINACAO DE
CISPLATINA COM EXTRATO HIDROLISADO DE Euphorbia tirucalli

As linhagens celulares em estudo foram submetidas a um tratamento de
cisplatina em combinacdo com o extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli.
Inicialmente, as células foram semeadas em placas de cultura de 96 pogos, com
uma densidade de 1x10* células por poco (RISS et. al., 2013). Posteriormente,
100uL de meio DMEM foram adicionados e as células foram incubadas a 37°C com

uma atmosfera de 5% de CO, por 24 horas para permitir a aderéncia celular.

Apos esse periodo, o extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli, nas
concentragdes previamente determinadas de ICz ou ICso, foi adicionado aos pogos,
juntamente com cisplatina nas concentragdes correspondentes as suas respectivas
IC2s ou ICso. A absorbancia espectrofotométrica das células foi entdo medida a
560nm usando um leitor de ELISA equipado com monocromador EPOCH. Os
valores de ICso foram utilizados para analisar a poténcia das substancias testadas.

O software GraphPad Prism versao 5.0 foi empregado para o calculo da ICso.

4.13 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

O ensaio de migragdo celular ou ensaio do arranhdo (MARTINOTTI e
RANZATO, 2019) foi realizado para analisar o desempenho de migracéo das células
estudadas quando tratadas com o extrato hidrolisado de Euphorbia ou com o
quimioterapico cisplatina. A linhagem de CAOV OVCAR-3 foi cultivada em meio
DMEM suplementado com 10% (v/v) de SFB (Vitrocell), 1% (p/v) de solugéo
estabilizada de penicilina (100 unidades/mL), estreptomicina (100ug/mL)
(Gibco/Invitrogen), e 1% (p/v) solugao anfotericina B (Sigma) em placa de 24 pogos

a 37°C e 5% CO.. As células foram tripsinizadas e centrifugadas e o sobrenadante
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descartado. Apos isso, as células foram plaqueadas em uma densidade média de
10" por poco, em placas de 24 pocos e mantidas em estufa nas especificacbes
padrdo. Apds as células atingirem uma confluéncia entre 80-95% foi feito um
arranhdo com a ponta de uma ponteira 200 (+ 0,6mm) em uma monocamada de
células (Figura 8). Apos a execugao do arranhao, as células foram lavadas duas
vezes com PBS 1X. Em seguida, adicionou-se um novo meio de cultura contendo
mitomicina (5mg/mL) para inibir a proliferacédo celular, sendo aplicado 200ul por
poco. Apds duas horas, a mitomicina foi removida e os pogos foram lavados
novamente com PBS 1X. Posteriormente, foram realizados tratamentos
farmacolégicos na linhagem OVCAR-3, utilizando diferentes concentragbes do
extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli a saber: 1Cso (212,3ug/mL), 1C375
(159,4pg/mL), 1C2s (106,15mg/mL), e 1C125 (53,25ug/mL). Também foram
conduzidos tratamentos com cisplatina em monoterapia utilizando 1C2s5 (28,03uM),
bem como em associagdo com o extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli, e ainda
um pré-tratamento com IC2s do extrato hidrolisado de Euphorbia seguido por

tratamento com IC25 da cisplatina na linhagem de CAQV referida.

As imagens do ensaio de migracdo celular foram capturadas usando um
microscopio ZEISS, e a quantificacdo das medidas das areas de migragao foram
realizadas por meio de analise de imagens utilizando o software ImageJ. Foram
feitas cinco medi¢des por regido de cada imagem capturada para obter as médias
individuais. A média das areas foi calculada a partir da soma dessas medicdes
individuais, utilizando o grupo controle como referéncia. A analise estatistica dos

resultados foi realizada empregando os softwares ImageJ e GraphPad Prism.
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Figura 8. Migragao celular - Realizagdo da ranhura com a ponta da ponteira e representagéo da
atividade de migragéao celular.

4.14 ENSAIO CLONOGENICO

O ensaio clonogénico ou ensaio de formacdo de colbnias foi realizado de
acordo com o protocolo descrito por Franken et al. (2006). A linhagem celular
OVCAR-3 foi mantida em meio DMEM, suplementado com 10% (v/v) de soro fetal
bovino (SFB) (Vitrocell), 1% (p/v) de uma solugéo estabilizada contendo penicilina
(100 unidades/mL) e estreptomicina (100ug/mL) (Gibco/Invitrogen) e 1% (p/v) de
solucédo de anfotericina B (Sigma). As culturas foram mantidas na estufa a 37°C em
uma atmosfera controlada de 5% de CO.. Apds o periodo de cultivo, as células
foram submetidas a tripsinizagao e centrifugadas a 1120 x g e break zero a 27°C. O
sobrenadante foi descartado e as células foram plagueadas em uma densidade de
10? células por pogo em placas de cultura de 6 pogos. As células foram, entéo,
incubadas por 24 horas para promover sua adesao as placas. Apds este periodo, a
droga de interesse foi adicionada as células em duas concentragdes, a primeira
correspondente a 1C2s (106,15ug/mL) e a segunda correspondente a ICso
(212,3pg/mL).

As células plaqueadas ficaram por 24h em contato com a droga e, apds esse
periodo, a droga foi retirada e as células receberam meio DMEM e ficaram na estufa

em condi¢des padrao a 37°C e 5% de CO? por um periodo de 7 dias.
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4.14.1 Incubagéo e Contagem das colbnias

Apos o periodo de incubagao, a formacgao das coldnias foi avaliada utilizando
0 microscopio optico invertido ZEISS. Para garantir a acuracia dos resultados, os
experimentos foram conduzidos em ftriplicata biolégica. As placas foram lavadas
com 2 mL de PBS 1X por pocgo e foram adicionados 2 mL de uma mistura de 6,0%

(v/v) de formaldeido e 0,5% (p/v) de violeta de cristal por pelo menos 30 minutos.

Apos esse periodo, o formaldeido e o cristal violeta foram cuidadosamente
removidos utilizando agua destilada, as placas ficaram ao ar livre em temperatura

ambiente para secagem.

4.14.2 Contagem das colbnias

Figura 9. Demonstragédo do plagueamento, adicdo da droga e formacdo das coldnias do ensaio
clonogénico.

As colbnias foram contadas uma a uma e os dados foram coletados para
determinar a eficacia do tratamento. Para calcular a eficiéncia do plaqueamento das

células OVCAR-3 foi utilizada a férmula como mostra a Figura 10.

Ep = N° Coldnias formadas % 100%

N°® Células plaqueadas

Figura 10. Calculo para quantificar a eficiéncia do plaqueamento (EP = Eficiéncia de Plaqueamento)
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N° Colbnias apos

tratamento
FS

N° Células

plagueadas x EP

Figura 11. Calculo para quantificar a fragao sobrevivente apds os experimentos - FS (Fragao
sobrevivente)

Também foram calculadas as taxas de sobrevivéncia clonogénica para as
condicbes experimentais testadas. Para realizar os calculos, foi utilizado a férmula
como mostra a Figura 11. Apds a contagem das colbnias, os dados foram

analisados, utilizando o software GraphPad Prism 5.

4.15 CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo € uma técnica que permite a analise de células
suspensas em meio liquido. Dentre outras finalidades, a técnica pode ser utilizada
para analisar as fases do clico celular. Foram analisados os efeitos do extrato
hidrolisado de Euphorbia tirucalli em monoterapia nas etapas do ciclo celular. Além
disso, para controle das fases do ciclo celular, também foram realizadas as leituras
do ciclo com ICso do paclitaxel e controle com células nao tratadas. Os ensaios
foram realizados de acordo com o protocolo publicado pelo Institute of Cell and
Molecular Science - Flow Citometry Core Facility - Barts and The London (School of
Medicine and Dentistry, 2024). As células foram semeadas na densidade de 1x10*
cel/mL em placas de 96 pocos, sendo que, apds 24h, foram tratadas com ICso do
extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli. Apés 24h de tratamento, as células foram
tripsinizadas e centrifugadas por 5 min a 1120 x g a 20°C, o sobrenadante foi
descartado e o pallet lavado com PBS 1X. As células foram, entédo, ressuspendidas
em 150uL de PBS e fixadas com 1350uL de etanol 70% (v/v). Depois de fixar por
pelo menos 30 min a 4°C, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 1120 x g
e lavadas com 1mL de PBS 1X. Ap6és uma nova centrifugagéo, foram adicionados
50ul de RNAase (100pl/mL) (Sigma) e 30ul de iodeto de propideo (PI) (40ul/mL)
(Quatro G) em 200mL de PBS 1X. As amostras foram incubadas por 5 dias a 4°C,
protegidas da luz. A leitura foi realizada no citbmetro ACEA BIO SCIENCE
(NOVOCYTE 3000), a excitagao (488nm) e a emissado (617nm). Os dados foram

analisados pelo software FlowJo e pelo GraphPad Prism.
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4.16 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas usando ANOVA de uma via com
post tests apropriados aos experimentos realizados e descritos na legenda de cada
figura. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. O
programa utilizado para os calculos estatisticos foi o GraphPad Prism 5. Foi
utilizando o programa ImageJ, para quantificar a migracao celular. E para analise do

ciclo celular, foi utilizado o software FlowJo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 A LINHAGEM OVCAR-3 APRESENTA UMA MAIOR SENSIBILIDADE AO
EXTRATO HIDROLISADO DE Euphorbia tirucalli EM RELAGAO A A2780 E ACRP

Experimentos de VCM foram conduzidos com o propésito de analisar a
viabilidade celular e determinar a 1Cso estimada das linhagens de CAOV submetidas
ao tratamento com o extrato hidrolisado de Euphorbia e com a cisplatina. O MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) penetra células
viaveis metabolicamente viaveis e em suas mitocdndrias, por conta de sua
polaridade positiva, pode ser metabolizado em cristais de formazan. Para a
realizacao do ensaio de MTT, estabeleceu-se um grupo de controle composto por
células nao tratadas que foram cultivadas exclusivamente em meio DMEM e os
grupos experimentais foram realizados com trés linhagem de CAOV (A2780, ACRP
e OVCAR-3). Os experimentos foram realizados durante um periodo de 24 horas de
exposicdo ao extrato hidrolisado da Euphorbia ftirucalli, e as linhagens
demonstraram sensibilidade heterogénea a substancia. As linhagens A2780 e
ACRP apresentaram um declinio na VCM, e apesar dos resultados serem
estatisticamente significativos, o valor da ICso apresentado pelas linhagens excedeu
o valor da concentragcdo maxima testada (400ug/mL). De fato, a linhagem A2780
apresentou uma ICso de 520,9ug/mL e a linhagem ACRP apresentou uma ICs, de
537,4pg/mL (Figura 12).
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Figura 12. Analise da VCM das linhagens celulares A2780 (imagem a esquerda) e ACRP (imagem a
direita), submetidas a um tratamento de 24 horas com extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli em
concentragdes variando de 50 a 400ug/mL. A avaliagdo da VCM foi conduzida, utilizando o método
MTT. Células ndo submetidas a tratamento, cultivadas em meio de cultura DMEM, foram utilizadas
como grupo controle. Os conjuntos de dados obtidos foram submetidos a analise estatistica,
empregando o software GraphPad Prism. Determinacdo dos valores de ICso da substancia de
interesse nas linhagens celulares A2780 e ACRP foram 520,9 e 537,4 ug/mL, respectivamente. Os
dados foram analisados pelo teste ANOVA de uma via, com valor de *p<0,05 estatisticamente

significativos para ACRP e A2780. (Experimentos realizados em triplicata mecanica e bioldgica).

Além disso, a VCM da linhagem OVCAR-3 diminuiu significativamente apds
exposicao ao extrato hidrolisado de Euphorbia por 24 horas, demonstrando uma ICso
de 212,3ug/mL (Figura 13). Este resultado sugere uma poténcia consideravel do
extrato hidrolisado nessa linhagem celular, especialmente em comparagédo com as
outras linhagens testadas. Vale ressaltar que a OVCAR-3 é conhecida por sua
resisténcia a farmacos convencionais, 0 que torna sua sensibilidade ao extrato

hidrolisado de Euphorbia um achado notavel, podendo sugerir um potencial farmaco
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para ser abordado em combinagdo com farmacos convencionais no tratamento de
CAOQOV.
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Figura 13. Analise da VCM da linhagem celular OVCAR-3 submetida a exposicdo ao extrato
hidrolisado de Euphorbia tirucalli por um periodo de 24 horas, em concentragdes variando entre 50 e
400ug/mL. A avaliagdo da VCM foi conduzida, utilizando o método do MTT. Células ndo submetidas
a tratamento, cultivadas em meio de cultura DMEM, serviram como grupo controle. Os dados obtidos
foram submetidos a analise estatistica utilizando o software GraphPad Prism. Determinagao do valor
de ICso na linhagem celular OVCAR-3 foi de 212,3ug/mL. Os dados foram analisados pelo teste
ANOVA de uma via, com valor estatisticamente significante de p<0,05. (Experimentos realizados em

triplicata mecanica e bioldgica).

Esses resultados corroboram com alguns estudos, como o de Silva et al.
(2019), no qual se evidenciou o efeito antitumoral do composto eufol por meio de
ensaios de viabilidade metabodlica em varias linhagens celulares de glioma. Neste
estudo, apesar da demonstragcdo de respostas heterogéneas ao eufol entre as
diversas linhagens celulares investigadas, a analise da média dos valores obtidos
revelou significancia estatistica, em concordéncia, portanto, com nossos achados
que demonstraram que a linhagem OVCAR-3 se mostrou mais sensivel ao extrato

hidrolisado de Euphorbia tirucalli em relagao as linhagens A2780 e ACRP.

Além dessas observagdes, outros estudos, tais como o de Wang et al. (2013)
e o de Lin et al. (2012) apresentaram descobertas similares. De fato, esses estudos
evidenciaram uma redugao na viabilidade celular das linhagens de cancer de mama

e nas linhagens de neoplasia maligna gastrica quando submetidas ao tratamento
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com eufol, indicando, mais uma vez, a eficacia dessa substancia na inibicdo da

proliferacéo celular.

Ademais outros trabalhos, como um estudo muito importante para
compreensao do potencial da atividade antitumoral do extrato hidrolisado de
Euphorbia, demonstrou que o eufol promoveu citotoxicidade em diversas linhagens
celulares de cancer humano. A atividade antitumoral do eufol foi avaliada em 73
linhagens de neoplasias malignas, sendo elas divididas em 15 diferentes modelos
de tumores sélidos (mama, colon, bexiga, prostata, pulmé&o, péncreas, eséfago,
cabeca e pescogo, cervical, carcinoma epidermdide, meduloblastoma,
coriocarcinoma placentario, carcinoma ovariano, glioblastoma e melanoma). A partir
disso, foi visto que diversas linhagens demonstraram certa sensibilidade ao eufol,
principalmente o carcinoma espinocelular do eséfago, o carcinoma pancreatico,

préstata, melanoma e célon (SILVA et al., 2018).

Pode-se notar, portanto, que a substancia eufol age de forma heterogénea
em diferentes linhagens, sendo algumas mais sensiveis ao eufol e outras mais
resistentes. Em nosso trabalho, foi visto o mesmo comportamento, quando tivemos
linhagens mais sensiveis (OVCAR-3) e linhagens mais resistentes (A2780 e ACRP)
ao extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli. Em adicdo as pesquisas ja
mencionadas, um trabalho empregando o extrato bruto de Euphorbia tirucalli para
inibir o crescimento do tumor ascitico de Ehrlich em camundongos Swiss revelou
que houve uma redugdo no numero total de células tumorais nos camundongos
tratados com o extrato referido. No entanto, é importante ressaltar que os resultados

dessa pesquisa nao alcangaram significancia estatistica (SANTOS et al., 2016).

As diferentes respostas ao extrato, podem estar relacionadas a inumeros
fatores, como por exemplo, nas diferentes expressdes de receptores celulares, tal
qual, os receptores de tirosina quinases (RTK), os quais estdo relacionados ao
crescimento celular, motilidade, diferenciacdo e metabolismo das células. Além
disso, outros fatores que podem estar relacionados a resposta heterogénea das
linhagens estdo na especificidade ou mutacdes dos receptores celulares, alteragdes
nas vias metabdlicas, microambientes tumorais ou até mesmo em mecanismos de

resisténcia intrinsecos que podem influenciar e limitar a eficacia da substancia.
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Sendo assim, as diferentes respostas ao extrato hidrolisado de Euphorbia
tirucalli entre as linhagens celulares de CAQOV reforga a necessidade de estudos que
avaliem tanto a eficacia e a poténcia, bem como os mecanismos de acao
antitumorais dessa substancia, visando potencializar seu uso terapéutico contra

diferentes tipos de cancer.

5.2 ESTABELECIMENTO DA LINHAGEM RESISTENTE: A LINHAGEM DERIVADA
ACRP E APROXIMADAMENTE 3,5 VEZES MAIS RESISTENTE A CISPLATINA
QUE SUA PARENTAL A2780

Com o objetivo de analisarmos a resisténcia da linhagem ACRP a cisplatina
em comparagao com a A2780, conduzimos ensaio de VCM em ambas as linhagens.
Anteriormente, para restaurar a resisténcia da ACRP a cisplatina, expusemos as
células a concentragbes crescentes do quimioterapico em intervalos semanais. A
geracgao de linhagens resistentes tem sido uma abordagem amplamente empregada
na pesquisa dos mecanismos de agado citotdxica e resisténcia aos agentes
quimioterapicos. Estudos demonstram que quimioterapicos causam o
desenvolvimento de resisténcia adquirida aos medicamentos em varios tipos de

tecidos durante a quimioterapia (KARS et al., 2006).

Ao analisar a VCM dessas linhagens tratadas com a cisplatina, observou-se
que a linhagem ACRP manifestou resisténcia ao tratamento com o farmaco quando
comparada a linhagem A2780, conforme ja esperado, considerando o perfil de
resisténcia associado a essa linhagem. A linhagem ACRP apresenta resisténcia
adquirida (ou extrinseca) a cisplatina, sendo aquela que em um primeiro momento &
sensivel a droga, porém se torna resistente em resposta ao tratamento, como
resultado de mutagdes genéticas que alteram a expresséo proteica ou produzem
novas mutagdes a jusante do local de acdo de um determinado medicamento,
neutralizando a eficacia do farmaco (revisado por ROMANI, 2022). O método
utilizado para gerar a linhagem ACRP resistente a cisplatina mimetiza o desfecho

usual de esquema terapéutico utilizado na pratica clinica do CAOV.

Notavelmente, uma diferenca aproximada de 3,5 vezes foi constatada entre

os valores de ICso da cisplatina na linhagem A2780 (10,13uM) versus a linhagem
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ACRP (39,44uM) (Figura 14). Esses resultados estdo de acordo com outros
estudos, como no de Barbosa Henriques, (2020) que se observou um
comportamento similar, onde a ICso para cisplatina foi de 7,3uM para A2780 e
26,56uM para ACRP (p <0,001).
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Figura 14. Analise da VCM em linhagens celulares A2780 e ACRP submetidas a tratamento com
cisplatina, por 24 horas, em concentragdes do farmaco variando de 0,78 a 100uM. A avaliagéo da
VCM foi conduzida, utilizando o método do MTT. Células nao expostas ao tratamento e cultivadas em
meio de cultura DMEM foram utilizadas como grupo controle. Analise do desenvolvimento da
linhagem resistente ACRP apds a aplicagdo de choques de concentragbes crescentes de cisplatina.
Valores da I1C50 nas linhagens celulares A2780 (10,13uM) e ACRP (39,44uM). ACRP: Os dados
foram analisados pelo teste ANOVA de uma via. Valor estatisticamente significante de *p<0,0001.
A2780: os dados foram analisados pelo teste ANOVA de uma via. Valor estatisticamente significante

de *p<0,0001. (Experimentos realizados em triplicatas mecanicas e bioldgicas).

Esses resultados demonstram que a linhagem ACRP possui uma maior
resisténcia ao quimioterapico cisplatina em relacdo a linhagem A2780. Estudos
mostram que apenas cerca de 10% da mortalidade de pacientes com cancer nao
esta atribuida a resisténcia aos medicamentos. A resisténcia das células cancerosas
durante a quimioterapia pode estar associada a uma variedade de mecanismos
(Revisado por BUKOWSKI, et al., 2020). Muitas pacientes tém tumores que sao
insensiveis a cisplatina, fato que ocorre devido a mecanismos de resisténcia
extrinseca se desenvolvendo apds consecutivas sessdes de quimioterapia ou
intrinseca quando n&o respondem a quimioterapia desde o primeiro tratamento

(Revisado por ROMANI, 2022). Portanto, compreender os mecanismos de
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resisténcia aos farmacos antineoplasicos € crucial para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas mais eficazes, que possam superar as barreiras ao longo

do tratamento e melhorar os resultados para os pacientes de cancer.

Nos ensaios subsequentes, devido a maior sensibilidade da linhagem
OVCAR-3 ao extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli e ao valor da sua ICso, 0S

ensaios foram realizados apenas com esta linhagem.

5.3 REDUCAO NA VCM DA LINHAGEM OVCAR-3 TRATADAS COM CISPLATINA
APQOS PRE-TRATAMENTO COM EXTRATO HIDROLISADO DE Euphorbia tirucalli

O ensaio de VCM utilizando o quimioterapico convencional cisplatina também
foi realizado na linhagem OVCAR-3 e, conforme previamente esperado, a linhagem
demonstrou uma 1Cso de 56,07uM apds o tratamento com o farmaco (Figura 15A).
De acordo com a literatura, a linhagem OVCAR-3 exibe resisténcia intrinseca, ou
seja, resisténcia primaria, a cisplatina. A resisténcia primaria se caracteriza pela
falta de resposta das células cancerosas a quimioterapia desde o primeiro
tratamento (Revisado por ROMANI, 2022).

Dessa forma, com o propdsito de investigar a possibilidade do extrato
hidrolisado de Euphorbia auxiliar na diminuicdo da VCM promovida pelos agentes
quimioterapicos convencionais, procedeu-se por periodo de pré-incubagao das
células OVCAR-3 com o extrato hidrolisado por 24 horas, seguido por um
tratamento com a cisplatina também com duragcdo de 24 horas. Conforme
evidenciado na Tabela 3, observou-se uma drastica reducédo no valor de ICso nas
células submetidas ao pré-tratamento em comparagéo com as ceélulas tratadas em
monoterapia com a cisplatina, resultando em uma diferenca de 52,38%. As células
da linhagem OVCAR-3 submetidas ao pré-tratamento apresentaram uma ICso a
cisplatina de 3,69uM, enquanto as células tratadas somente com cisplatina a I1Cs, foi
de 56,07uM. Nossos achados demonstram um valor quinze vezes superior em
relacdo ao grupo de células que nao foram pré-tratadas evidenciando, mais uma

vez, o potencial antitumoral do extrato hidrolisado de Euphorbia Tirucalli.
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Figura 15. Andlise da VCM na linhagem celular OVCAR-3. A avaliagdo da VCM foi conduzida pelo
método do MTT. Células ndo expostas ao tratamento e cultivadas em meio de cultura DMEM foram
empregadas como grupo de controle. Imagem A - Tratamento de 24 horas com o farmaco
convencional cisplatina, em concentragdes variando de 0,78 a 100uM. Os conjuntos de dados
obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism. ICso estimada de 56,07uM. Os
dados foram analisados pelo teste ANOVA de uma via, sendo *p<0,05 estatisticamente significante
(Experimentos realizados em triplicata mecanica e bioldgica). Imagem B - Grafico da VCM apés o
tratamento de 24h com o farmaco cisplatina. Imagem C - Pré-tratamento de 24 horas com a ICs, do
extrato hidrolisado de Euphorbia Tirucalli, seguido por um tratamento de 24 horas com cisplatina, em
concentragdes variando de 0,78 a 100uM. Os conjuntos de dados obtidos foram analisados utilizando
o software GraphPad Prism. ICs, da cisplatina em OVCAR-3 igual a 3,69 yM. Valor estatisticamente
significante de *p<0,0001 (Experimentos realizados em ftriplicata mecanica e bioldgica). Imagem D -
Tratamento de 24 horas com a combinagao do extrato hidrolisado de Euphorbia Tirucalli e cisplatina,
nas respectivas concentragdes (106,15ug/mL e 212,3ug/mL) e (28,03uM e 56,07uM). A ICs da
cisplatina na OVCAR-3 igual a 0,5181uM. Valor estatisticamente significante de *p<0,0001. N=3
(Experimentos realizados em triplicata mecéanica e bioldgica).
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54 POTENCIAL REDUCAO NA VCM DA LINHAGEM OVCAR-3 COM A
COMBINAGCAO DE EXTRATO HIDROLISADO DE Euphorbia tirucalli E CISPLATINA

Posteriormente, a fim de analisar se o extrato hidrolisado de Euphorbia
poderia potencializar o efeito citotoxico dos quimioterapicos convencionais,
combinamos o extrato hidrolisado Euphorbia tirucalli com o agente cisplatina,
células OVCAR-3 foram plaqueadas e expostas a uma combinagdo das
concentragdes ICzs ou ICso (106,15ug/mL e 212,3ug/mL respectivamente) do extrato
de Euphorbia tirucalli e 1C:s ou 1Cso da cisplatina (28,03uM e 56,07uM,
respectivamente). Houve uma notavel diminuicdo na VCM da linhagem OVCAR-3
manejadas com esquema de tratamento combinado em comparagao com as células
tratadas exclusivamente com cisplatina, como demonstrado na Tabela 3.

Isso se traduziu em uma reducdo da ICso de 56,07uM na linhagem tratada
com cisplatina para 0,5181uM na linhagem submetida a combinagdo do extrato
hidrolisado de Euphorbia tirucalli e cisplatina. Estes resultados representam um
decréscimo em mais de cem vezes na ICso, logo em aumento significativamente
aumentado da poténcia do tratamento, em comparagdo com a linhagem tratada
apenas com cisplatina (Figura 15D). Estes dados podem ser correlacionados com o
estudo previamente conduzido por Silva et al.,, (2019), no qual o eufol, quando
utilizado em conjunto com o agente terapéutico convencional temozolomida (TMZ),
exibiu um efeito sinérgico substancial, resultando em uma diminuic&o significativa da
VCM. Substancias naturais empregadas em conjunto com agentes farmacoldgicos
convencionais tém a capacidade de desempenhar um papel benéfico no contexto da
terapia quimioterapica (REZENDE et al., 2016).

Em um estudo adicional que envolveu o uso do acido rosmarinico, uma
substancia de origem natural, foi demonstrado, in vitro, que a combinagéao do acido
rosmarinico com o paclitaxel resultou em uma redugcdo da VCM da linhagem de
cancer de mama triplo-negativo, MDAMB-231, em mais de 80% (SOUZA, 2017).
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Tabela 3: Variacdo do valor de ICs, de cisplatina na linhagem celular OVCAR-3 em resposta a

distintos regimes terapéuticos.

Tratamento OVCAR-3 (24h) ICso0
Cisplatina
Cisplatina 56,07uM
Pré-tratamento (24h) com extrato hidrolisado de 3,69uM
Euphorbia e tratamento com cisplatina.
Combinagao do farmaco cisplatina e extrato 0,5181uM

hidrolisado de Euphorbia

N=3 (Experimentos realizados em ftriplicata mecanica e bioldgica).

5.5 ANALISE DO EFEITO DA IC2s DO EXTRATO HIDROLISADO DE Euphorbia

tirucalli NA VCM DA LINHAGEM DE CAOV OVCAR-3

Além dos experimentos prévios conduzidos com o extrato hidrolisado,

tornou-se necessario avaliar individualmente o efeito da IC25 do extrato hidrolisado
de Euphorbia tirucalli na linhagem celular de CAOV OVCAR-3. Embora os

resultados preliminares tenham sugerido visualmente que a IC2s poderia induzir

diminuicdo na VCM das células, a analise estatistica mostrou que os efeitos nao

foram significativos. No entanto, este ensaio especifico teve importancia para a

analise e a discussao dos resultados relacionados a migracéo celular demostrados

a posteriori.
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Figura 16. Andlise da VCM da linhagem celular OVCAR-3 submetida ao tratamento com o extrato
hidrolisado de Euphorbia tirucalli por um periodo de 24 horas na concentragéo da I1Czs (106,15ug/mL).
A avaliagdo da VCM foi conduzida utilizando o método do MTT. Células n&o submetidas a
tratamento, cultivadas em meio de cultura DMEM, serviram como grupo controle. Os dados obtidos
foram submetidos a analise estatistica utilizando o software GraphPad Prism. Os dados foram
analisados pelo teste ANOVA de uma via. A interagédo néo foi estatisticamente significante, com valor

de p=0,2109 (Experimentos realizados em triplicata mecanica e bioldgica).

Este experimento sera abordado e discutido novamente na secéo 5.7, onde sera
estabelecida uma correlagédo entre os resultados de migracéo celular e o ensaio de
VCM, com o objetivo de obter uma compreensdo mais abrangente dos efeitos do
extrato hidrolisado de Euphorbia em diferentes processos celulares e sua relevancia

para a pesquisa em tratamentos anticancerigenos.

5.6 POTENCIAL MODULAGAO DA MIGRAGAO CELULAR DE CELULAS OVCAR-3
PELO EXTRATO HIDROLISADO DE EUPHORBIA

O ensaio de migragdo celular é fundamental para avaliar os efeitos de
substancias bioativas na mobilidade celular, especialmente no contexto de
processos como cicatrizagdo, angiogénese e metastase (LIANG, PARK, GUAN,
2007).

Nos ensaios realizados com a linhagem OVCAR-3, foram avaliados o efeito

do extrato hidrolisado de Euphorbia na migracédo celular tanto em monoterapia
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quanto combinacado deste com a cisplatina. Observou-se que o extrato hidrolisado
de Euphorbia tirucalli, na 1Cso de 212,3ug/mL reduziu significativamente a
quantidade de células metabolicamente viaveis da linhagem OVCAR-3. Nas
primeiras 24 horas de tratamento (Figura 17A e 17B), constatou-se uma reducéo na
taxa média de cicatrizagcdo da ferida no grupo exposto ao extrato hidrolisado de
Euphorbia tirucalli correlacionada com uma diminuicdo da VCM da mesma linhagem
de CAOQV. Este resultado sugere uma possivel inibicdo da migragéo celular causada
pela indugcao de morte celular. Essa tendéncia se acentuou apds 48 horas de
tratamento (Figura 17C e 17D), periodo em que o extrato hidrolisado mostrou
reduzir de maneira significativa a VCM, como se pode observar na Figura 17, e,
consequentemente, inibir a cicatrizacdo celular. A continuidade do ensaio até 72

horas se tornou inviavel devido a alta taxa de morte celular e da analise estatistica.
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Figura 17. Ensaio de Migragao Celular - Resultados obtidos entre Oh e 48h apds tratamento com a

ICso (212,3 ug/mL) do extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli. As imagens digitais das areas foram

obtidas a cada 24h através do microscépio invertido ZEISS para posterior calculo da taxa de

migragao de células. Um arranhdo padronizado (ferida) foi feito as monocamadas celulares. Células

ndo submetidas ao tratamento, cultivadas em meio de cultura DMEM, serviram como grupo controle.
A - Controle OVCAR-3 em Oh. B - Controle OVCAR-3 em 48h. C - ICso do extrato hidrolisado em
OVCAR-3 em 0Oh. D - ICso do extrato hidrolisado em OVCAR-3 em 48h. A distancia em pixels foi
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medida e padronizada em relagdo aos um da imagem. A porcentagem de fechamento da ferida foi
calculada de acordo com a distédncia no tempo inicial (Oh). Medida de referéncia foi 200pm. E -
Grafico representando a taxa de migragéo celular e a cicatrizagao de feridas ao longo de um periodo
de Oh a 48h, utilizando o tratamento com a ICso (212,3ug/mL) do extrato hidrolisado de Euphorbia em
células OVCAR-3. Células ndo submetidas a tratamento, cultivadas em meio de cultura DMEM,
serviram como grupo controle. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica utilizando o
software GraphPad Prism. Valor estatisticamente significante de *p<0,0001. (Experimentos realizados

em triplicata mecénica e bioldgica).

Foi observado que, apés um periodo de 24 horas, houve uma diminuigao
significativa na cicatrizacdo da ferida. Estes resultados foram estatisticamente
significativos, conforme demonstrado na Figura 17. Resultados similares foram
encontrados nos estudos de Silva (2019), onde a linhagem de glioma U373 exibiu
uma redug¢ao na migracao celular e uma diminuicdo na VCM quando expostas a ICso
do composto Eufol. Tais achados sugerem que o Eufol exerceu um efeito inibitério
tanto sobre a capacidade de migragdo quanto sobre a VCM das células de glioma,
corroborando a eficacia potencial deste composto como agente modulador da

migracao celular de células cancerosas.

Devido a consideravel taxa de mortalidade celular evidenciada nos ensaios
de migragao celular empregando a ICso do extrato hidrolisado de Euphorbia, foram
conduzidos ensaios adicionais utilizando 1Cs75 1C25 e IC125 equivalentes a
159,22ug/mL, 106,15ug/mL e 53,25ug/mL, respectivamente. Este procedimento
visou proporcionar uma analise mais precisa da migragado celular, minimizando a
influéncia da morte celular exacerbada observada com a ICso do extrato hidrolisado
de Euphorbia tirucalliem OVCAR-3 (Figura 19).

Os ensaios de migragao celular utilizando a ICs75 do extrato hidrolisado de
Euphorbia tirucalli em OVCAR-3 revelaram resultados analogos aos obtidos nos
ensaios com a ICso. O ensaio de migragao celular foi realizado durante o periodo de
24h a 72h. Nas primeiras 24h, observou-se, uma redugao na taxa de cicatrizagao
celular no grupo tratado em comparagao ao grupo controle, uma tendéncia que se
intensificou apds 48h de tratamento com a linhagem OVCAR-3 (Figura 18). No
entanto, a continuagdo do ensaio até 72h foi inviabilizada de ser mensurada

estatisticamente devido a alta taxa de morte celular.
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Os resultados se mostraram estatisticamente significativos a partir de 24h
apos tratamento das células OVCAR-3 com a ICs75 (159,22ug/mL) do extrato
hidrolisado de Euphorbia, como inibicdo da migracdo celular. E de extrema
importancia buscar novos farmacos que tenham a capacidade de inibir a migragao
celular em células tumorais, ja que a migragao celular € um processo preocupante
na progressao do cancer, permitindo que as células tumorais se movam e invadam
tecidos adjacentes ou distantes, contribuindo para a disseminacdo metastatica da

doenca.
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Figura 18. Ensaio de Migragédo Celular - Resultados obtidos entre Oh e 48h apds tratamento das
células OVCAR-3 com a ICs7,5 (159,22ug/mL) do extrato hidrolisado de Euphorbia. As imagens

digitais das areas foram obtidas a cada 24h através do microscopio invertido ZEISS para posterior
calculo da taxa de migracao de células. Um arranhao padronizado (ferida) foi feito as monocamadas

celulares. Células ndo submetidas ao tratamento, cultivadas em meio de cultura DMEM, serviram

como grupo controle. A - Controle OVCAR-3 em 0Oh. B - Controle OVCAR-3 em 48h. C - I1Cs7,5 do
extrato em OVCAR-3 em Oh. D - ICs7,5 do extrato em OVCAR-3 em 48h. A distancia em pixels foi

medida e padronizada em relagdo aos pm da imagem. A porcentagem de fechamento da ferida foi
calculada de acordo com a distancia no tempo inicial (Oh). Medida de referéncia foi 200um. E -

Grafico representando a taxa de migragéo celular e a cicatrizagédo de feridas ao longo de um periodo
de Oh a 48h, utilizando o tratamento das células OVCAR-3 com a ICas7,5 (159,22ug/mL) do extrato

hidrolisado de Euphorbia. Células ndo submetidas a tratamento, cultivadas em meio de cultura
DMEM, serviram como grupo controle. Valor estatisticamente significante de *p<0,0001.

(Experimentos realizados em triplicata mecanica e biolégica).

Durante a execugdo dos ensaios de migragao celular utilizando a IC:s do
extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli, notamos uma dinamica distinta na
migracdo em comparagao ao controle (dados obtidos com microscépio Optico
invertido ZEISS na objetiva de 5x). As células expostas ao extrato hidrolisado
seguiram a tendéncia de uma maior taxa de migragdo, resultando em uma
cicatrizacdo mais rapida em comparagao ao grupo nao tratado, conforme ilustrado

na Figura 19.
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Figura 19. Ensaio de Migragao Celular - Resultados obtidos entre Oh e 48h apos tratamento com ICss
(106,15pg/mL) do extrato hidrolisado de Euphorbia. As imagens digitais das areas foram obtidas a
cada 24h através do microscopio invertido ZEISS para posterior calculo da taxa de migragédo de
células. Um arranhdo padronizado (ferida) foi feito as monocamadas celulares. A - Controle
OVCAR-3 em 0Oh. B - Controle OVCAR-3 em 48h. C - IC2 do extrato hidrolisado de Euphorbia em
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OVCAR-3 em 0Oh. D - ICss do extrato hidrolisado de Euphorbia em OVCAR-3 em 48h. A distancia em
pixels foi medida e padronizada em relagdo aos pm e a porcentagem de fechamento da ferida foi
calculada de acordo com a distancia no tempo inicial (Oh). Medida de referéncia foi 200pm. E -
Grafico representando a taxa de migragao celular e a cicatrizagido de feridas ao longo de um periodo
de Oh a 48h horas, utilizando a IC2 de 106,15ug/mL do extrato hidrolisado de Euphorbia. Células nao
submetidas ao tratamento, cultivadas em meio de cultura DMEM, serviram como grupo controle.
Valor estatisticamente significante de *p<0,0001. (Experimentos realizados em triplicata mecanica e

bioldgica).

Além disso, para compreender melhor o efeito dual das concentragdes
testadas, foram realizados ensaios de migragcao celular utilizando a IC125
(53,07ug/mL) do extrato hidrolisado de Euphorbia em células OVCAR-3 (Figura 20).
Analise de variancia de uma via, que considera as variabilidades dentro e entre os
grupos, revelou um efeito significativo na migracdo celular nessa concentragao
(Figura 20), sugerindo que, apesar de um efeito singelo em relagdo a IC2s, a
concentracao de 53,07ug/mL (IC12,5) do extrato hidrolisado de Euphorbia também
afetou a migracéo celular, promovendo uma diminui¢do da ferida nas células que

foram tratadas com o extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalliem OVCAR-3.

A VCM realizada no topico (5.5) utilizando a IC25 (106,15ug/m) do extrato
hidrolisado de Euphorbia tirucalli em OVCAR-3 demonstrou um resultado nao
significativo estatisticamente em 24h de exposigdo ao extrato hidrolisado (Figura
18). Isso sugere que, nessa concentragao, essa substancia ndo induz a diminuigéo
na viabilidade das células em comparagdo ao controle. Esse resultado €
interessante, pois quando analisamos a migragdo celular ao longo de 24h de
exposicao a 1C2s (106,15ug/m) do extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli em
OVCAR-3, ndo houve alteracbes na diminuicdo na cicatrizagdo ou aumento da
ferida, somente apds 48h de exposicdo ao extrato, a migracdo apresentou
resultados estatisticamente significativos, evidenciando uma exacerbada diminuicdo

da fenda em relag&o ao grupo controle.

Esses resultados corroboram com outros estudos, onde em determinadas
concentragcbes a droga pode exercer um efeito dual. A exemplo, nas pesquisas de
ZHAO (2020), concentragdes unicas especificas (100uM e 5SuM) dos
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quimioterapicos carboplatina e VP-16 respectivamente, aumentaram a migragcédo das
células cancerosas de ovario (SKOV-3 e A2780), contribuindo para a ocorréncia de
metastase. Nesse estudo, os quimioterapicos exacerbaram as propriedades
semelhantes de células tronco tumorais das linhagens celulares de CAOV através
da sinalizagao de GLI1-BMI1 (ZHAO et al., 2020).

Estes resultados podem ser atribuidos a um fenbmeno de dualidade da
substancia, no qual sua atividade pode variar conforme a concentracéo, o que pode
induzir apoptose celular ou facilitar o processo de migragao celular e metastase. A
metastase é uma das principais causas de insucesso no tratamento do cancer. Em
um estudo adicional, com camundongos BALB/c portadores de tumor 4T1 (tumor de
mama em camundongos), foram administradas concentragdes baixas, em um
regime com vinorelbina combinados com cisplatina ou fluorouracil (LIU et al., 2023).
Estas concentragdes foram usadas para estudar as associagcdes dose-resposta com
crescimento tumoral e metastase. Os resultados revelaram que as combinacdes dos
medicamentos promoveram e suprimiram tanto o crescimento tumoral quanto a
formagcdo de metastases nos camundongos dependendo das concentragdes
administradas (LIU et al., 2023).

E possivel ver na clinica a administracdo de concentracdes baixas de
quimioterapicos nos casos em que ha necessidade da realizar a quimioterapia
metrondmica. A quimioterapia metrondmica é uma alternativa de tratamento que em
combinagdo com o quimioterapico padrao visa maximizar os efeitos antitumorais,
enquanto minimiza os efeitos adversos. Esta terapia envolve a administragcao
continua de medicamentos antineoplasicos em doses menores, oferecendo
potencialmente uma opcédo mais toleravel para alguns pacientes com cancer
(Revisado por MUNOZ et al., 2021). Os tratamentos farmacolégicos anticancer
desencadeiam respostas no organismo que modificam o microambiente tumoral, e
esses efeitos podem amplificar ou diminuir seu potencial terapéutico (Revisado por
MUNOZ et al., 2021).

Portando, esses resultados estdo de acordo com nosso estudo, onde a
linhagem OVCAR-3 também apresentou supressdo ou promog¢ao da migragao,
dependendo da concentracio utilizada do extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli

em OVCAR-3, fato que pode auxiliar na conduta terapéutica contra o CAOV.
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Figura 20. Ensaio de Migragéo Celular - Resultados obtidos entre Oh a 48h apds tratamento com a
IC12,5 (563,07 pg/mL) do extrato hidrolisado de Euphorbia. As imagens digitais das areas foram obtidas
a cada 24h através do microscopio invertido ZEISS para posterior calculo da taxa de migragéo de
células. Um arranhdo padronizado (ferida) foi feito as monocamadas celulares. Células nao
submetidas ao tratamento, cultivadas em meio de cultura DMEM, serviram como grupo controle. A -
Controle OVCAR-3 em 0Oh. B - Controle OVCAR-3 em 48h. C - IC125 do extrato hidrolisado de
Euphorbia em OVCAR-3 em Oh. D - IC12,5 do extrato hidrolisado de Euphorbia em OVCAR-3 em 48h.
A distancia em pixels foi medida e padronizada em relagao aos ym e a porcentagem de fechamento

da ferida foi calculada de acordo com a distancia no tempo inicial (Oh). Medida de referéncia foi
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200um. Resultados em Oh a 48h apods tratamento com IC12,5 do extrato hidrolisado de Euphorbia. E -
Grafico representando a taxa de migracao celular e cicatrizagdo de feridas ao longo de um periodo
de 0 a 48 horas, utilizando o tratamento com a IC125 de 53,07ug/mL do extrato hidrolisado de
Euphorbia. Resultados observados durante o periodo de 0 a 48 horas apds o tratamento. Anova
one-way: O valor foi estatisticamente significante com *p<0,0238. (Experimentos realizados em

triplicata mecanica e bioldgica).
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Figura 21. Evidéncia do comportamento da cicatrizagdo da ferida em diferentes concentragdes do
extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli em OVCAR-3 apds 48h de exposi¢cao. Concentragdes do
extrato hidrolisado de Euphorbia utilizadas em OVCAR-3: 1C125 (53,25ug/mL), 1C25 (106,15ug/mL),

IC37,5 (159,22ug/mL) e ICs0 (212,3ug/mL). Grupo controle (48h) exposto em vermelho no grafico.
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5.7 ALTERACOES MORFOLOGICAS EM CELULAS DE CAOV OVCAR-3
INDUZIDAS POR CONCENTRAGCOES VARIAVEIS DE EXTRATO HIDROLISADO
DE EUPHORBIA

Outro ponto relevante € que, durante os ensaios de migragdo celular,
observou-se mudangas na conformagdo morfoldgica da linhagem OVCAR-3 tratada
com a ICs75 e ICs0 do extrato hidrolisado de Euphorbia. As células tratadas com
IC125 e IC2s do extrato hidrolisado de Euphorbia ndo tiveram sua morfologia
alterada, demonstrando um comportamento dose-dependente. As células do grupo
controle também mantiveram sua forma normal arredondada e sua morfologia nao
foi alterada (Figura 23A). Células expostas ao do extrato hidrolisado de Euphorbia
em ICso e ICs75 apresentaram alteracbes de uma forma arredondada para um
formato mais fusiforme, além de variacbes no tamanho, conforme ilustrado na
Figura 23B. Resultados semelhantes foram observados por Abubaker et al. (2013),
onde o tratamento com a cisplatina induziu alteragées morfoldgicas nas células de
OVCA 433, resultando em perda de polaridade celular e mudanca para uma
morfologia fusiforme (ABUBAKER et al., 2013). Essas mudancas morfologicas
sugerem que um tratamento unico de quimioterapia de curto prazo deixa células
residuais que sao enriquecidas em caracteristicas semelhantes as células-tronco
tumorais, resultando num aumento do potencial metastatico levando a um aumento
da carga tumoral.

Um processo similar ocorre em relagéao as alteragbes morfologicas durante a
transicao epitelial-mesenquimal de células epiteliais que se inicia com a perda da
forma cubica com polaridade apico-basal e um ganho de formato fusiforme
alongado tipico das células mesenquimais (NURMAGAMBETOVA et al., 2023). As
células epiteliais perdem o contato célula-célula e obtém maior motilidade e
invasividade, sendo as alteragdes no perfil transcricional numerosas, incluindo a
inibicdo da expressao da E-caderina, responsavel pelas adesdes ceélula-célula, e o
aumento da expressdao de N-caderina, vimentina e fibronectina que facilitam o
aumento das interagdes célula-matriz (NURMAGAMBETOVA et al., 2023). A
transicao epitelial-mesenquimal pode contribuir para processos como progressao do

cancer e metastases.



69

Figura 22. Alteragbes morfologicas na linhagem celular OVCAR-3 apds 48h de exposicédo ao extrato
hidrolisado de Euphorbia tirucalli. A - Morfologia das células OVCAR-3 cultivadas apenas com DMEM
(grupo controle). B - Morfologia das células OVCAR-3 tratadas com IC37,5 (159,22ug/mL) do extrato
hidrolisado de Euphorbia tirucalli. C - Morfologia das células OVCAR-3 tratadas com IC12;5
(563,07ug/mL) do extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli.

5.8 EFEITO DA CISPLATINA NA MIGRACAO CELULAR EM MONOTERAPIA E EM
COMBINADA COM EXTRATO HIDROLISADO DE EUPHORBIA

Foram conduzidos ensaios de migracdo celular utilizando o agente
quimioterapico convencional cisplatina tanto em monoterapia quanto em
combinacdo com o extrato hidrolisado de Euphorbia. Apdés o cultivo celular e
preparacao da placa, as células OVCAR-3 foram tratadas com a IC25 do extrato
hidrolisado de Euphorbia (106,15ug/mL) e a IC25 da cisplatina (28,05um). Foram
utilizados a 1C2s de ambas as substancias pois, a ICso0 em combinagdo e em
pré-tratamento provocou um elevado indice na diminuigdo da VCM (Tabela 3), o que
inviabilizaria a realizagdo e observagao do experimento. Além disso, a realizagdo do
ensaio com a IC2s do extrato hidrolisado de Euphorbia foi feita antes da resposta
inesperada da intensificagdo da migragdo celular utilizando a 1C2s do extrato
hidrolisado de Euphorbia na migracéo celular.

Em relacdo a migragao celular em monoterapia, apés as primeiras 24h,
observou-se uma notavel distingdo entre o grupo controle e o grupo experimental.
Entretanto, devido ao elevado indice de morte celular apds esse periodo, os dados
nao puderam ser utilizados para analise estatistica. A despeito disso, observou-se
que a cisplatina exerceu um efeito inibitério sobre a migracdo celular em

comparagio com o grupo controle.
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Figura 23. Ensaio de Migragao Celular - Resultados obtidos em Oh a 24h apos tratamento com ICzs
(28,05uM) do farmaco cisplatina. As imagens digitais das areas foram obtidas a cada 24h através do
microscopio invertido ZEISS para posterior calculo da taxa de migragcédo de células. Um arranh&o
padronizado (ferida) foi feito as monocamadas celulares. A - Controle OVCAR-3 em Oh. B - Controle
OVCAR-3 em 24h. C - IC:s OVCAR-3 em 0Oh. D - IC2s OVCAR-3 em 24h. A distancia em pixels foi
medida e padronizada em relagdo aos uym e a porcentagem de fechamento da ferida foi calculada de
acordo com a distancia no tempo inicial (Oh). Medida de referéncia foi 200um. E - Grafico
representando a taxa de migragao celular e cicatrizagéo de feridas ao longo de um periodo de 0 a 24
horas, utilizando o tratamento com a IC:s de 28,05uM da cisplatina. Valor estatisticamente significante
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de *p<0,0001. Um ferimento padronizado foi criado nas monocamadas celulares. A distancia foi
medida em pixels e padronizada em micrOmetros (um). A porcentagem de fechamento da ferida foi

calculada em relagao a distancia no tempo inicial (Oh).

ApoOs a realizagdo do ensaio de migracdo na linhagem OVCAR-3 em
politerapia, foi possivel observar que a inibigdo da migracao celular na linhagem
OVCAR-3 foi estatisticamente significativa quando o extrato hidrolisado de
Euphorbia foi combinado com a cisplatina (Figura 24). Houve um processo de
inibicdo da migracdo importante e queda na VCM, o que impediu a analise dos
resultados apdés 48h de experimento. Este efeito sinérgico da coadministragao do
extrato hidrolisado de Euphorbia com a cisplatina potencializa a inibicdo da
migragdo celular e sugere uma interacdo benéfica entre os dois compostos no
contexto do tratamento de células de CAOV. O achado sugere uma relagao
sinérgica entre esses dois compostos, auxiliando na quimioterapia em casos
resistentes a cisplatina, ja que dados mostram a maior parte da mortalidade de
pacientes com cancer € devido a resisténcia aos medicamentos (Revisado por
BUKOWSKI et al., 2020).
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Figura 24. Ensaio de Migragéo Celular - Resultados obtidos em Oh a 24h apds tratamento com a
combinacado extrato hidrolisado Euphorbia em sua 1C25 (106,15ug/mL) + cisplatina em sua IC2s5
(28,05uM). As imagens digitais das areas foram obtidas a cada 24h através do microscépio invertido
ZEISS para posterior calculo da taxa de migragédo de células. Um arranh&o padronizado (ferida) foi
feito as monocamadas celulares. A - Controle OVCAR-3 em Oh. B - ICs do extrato hidrolisado de
Euphorbia em OVCAR-3 em 0Oh. C - Controle OVCAR-3 em 0h. Fig. D - ICss do extrato hidrolisado de
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Euphorbia em OVCAR-3 em 24h. E - Controle OVCAR-3 em 48h. F - ICss do extrato hidrolisado de
Euphorbia em OVCAR-3 em 48h. A distancia em pixels foi medida e padronizada em relagdo aos ym
e a porcentagem de fechamento da ferida foi calculada de acordo com a distancia no tempo inicial
(Oh). Medida de referéncia foi 200um. G - Grafico representando a taxa de migragao celular e
cicatrizagao de feridas ao longo de um periodo de 0 a 48 horas, utilizando o tratamento com a IC2s de
28,05uM do quimioterapico cisplatina e a ICs:s 106,15ug/mL do extrato hidrolisado de Euphorbia
tirucalli. Um ferimento padronizado foi criado nas monocamadas celulares. A distancia foi medida em
pixels e padronizada em micrémetros (um). A porcentagem de fechamento da ferida foi calculada em
relacdo a distancia no tempo inicial (Oh). Valor estatisticamente significante de p<0,0001. Resultados

observados durante o periodo de 0 a 48 horas apds o tratamento.

5.9 PRE-TRATAMENTO COM EXTRATO DE Euphorbia tirucalli SEGUIDO DO
TRATAMENTO COM CISPLATINA: IMPLICAGOES NA MIGRACAO CELULAR

Para entender um pouco mais sobre a interacdo do extrato hidrolisado de
Euphorbia com a cisplatina, foi realizado um ensaio de migragdo celular com um
pré-tratamento de 24h com a 1C25 (106,15ug/mL) do extrato hidrolisado, seguido de
24h de tratamento com o quimioterapico convencional cisplatina em sua IC2s
(28,05uM). Mais uma vez, foi utilizado a IC2s das drogas devido a diminuicdo
exacerbada da VCM ocasionada pela ICso ou IC375 das drogas. Apds 24h de
tratamento com cisplatina, ndo foi possivel realizar analise estatistica, devido ao
elevado nivel de morte celular, inviabilizando as afericdes das medidas. A analise
estatistica s6 foi possivel ser realizada apds 24h da exposicédo das células a IC25 do
extrato hidrolisado. Este protocolo de tratamento sequencial evidenciou que o
pré-tratamento com o extrato pode potencializar o efeito inibitério da cisplatina na
migracao celular e na VCM, sugerindo que a preparagao das células com extrato
hidrolisado de Euphorbia aumenta a eficacia da cisplatina na supressdo da

migragéao celular no CAOV.
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Figura 25 - Taxa de Migracdo das Celular - Pré-tratamento (24h) com extrato hidrolisado de
Euphorbia, seguido do tratamento com cisplatina (24h). Um arranh&o padronizado (ferida) foi feito as
monocamadas celulares. As imagens digitais das areas foram obtidas a cada 24h. A - Controle
OVCAR-3 em 0h. Fig B - IC2s do extrato hidrolisado de Euphorbia em OVCAR-3 em Oh. C - Controle
OVCAR-3 em 24h. D - IC2 do extrato hidrolisado de Euphorbia em OVCAR-3 as 24h. E - Controle
OVCAR-3 em 48h. F - ICs do extrato hidrolisado de Euphorbia em OVCAR-3 em 48h. A distancia em
pixels foi medida e padronizada em relagdo aos um e a porcentagem de fechamento da ferida foi
calculada de acordo com a distancia no tempo inicial (Oh). G - Grafico representando a taxa de
migracéo celular e cicatrizagao de feridas ao longo de um periodo de 0 a 24 horas, utilizando um
pré-tratamento de 24h com a ICss de 106,15ug/mL) do extrato de Euphorbia tirucalli. O tratamento
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apos esse periodo com cisplatina na sua IC:s de 28,05um) nao esta representado no grafico acima,

devido a demasiada queda na VCM, inviabilizando as medidas e posteriormente a analise estatistica.

Em suma, nosso estudo fornece evidéncias preliminares do potencial do
extrato hidrolisado de Euphorbia em modular a migragéo celular. Esses achados
destacam a importancia de investigagcdes adicionais para explorar o uso terapéutico
desse composto em condigbes relacionadas a migragao celular aberrante, como
metastases tumorais, além de ser um potencial farmaco para terapias em

combinagdo com quimioterapicos convencionais.

5.10 A FORMAGCAO DE COLONIAS E INIBIDA PELO EXTRATO HIDROLISADO DE

Euphorbia tirucalli

O ensaio de formacao de colbnias € uma técnica empregada para avaliar a
eficacia de substancias no tratamento de linhagens de células cancerosas com
moléculas de interesse, bem como avaliar a viabilidade celular perante as mesmas.
Esse método permite analisar a capacidade de células individuais se proliferarem e
formarem col6nias quando expostas a uma substancia especifica. A linhagem de
células OVCAR-3 foi submetida ao ensaio clonogénico para examinar a capacidade
de formacdo de coldnias em exposicdo ao extrato hidrolisado de Euphorbia. As
células foram tratadas com as concentracbes correspondentes as [C:s
(106,15ug/mL) e 1Cso (212,3pg/mL) do extrato de Euphorbia tirucalli. Para o ensaio,
as células foram plaqueadas em uma densidade de 10? células por placa e
submetidas a um tratamento por 24 horas com as drogas e 7 dias de incubagdo em
estufa nas condicdes ideais. Apds a coloracio foi possivel visualizar a olho nu as

colbénias, como mostra a Figura 28.
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Figura 26. Ensaio clonogénico - Coloragdo das coldnias com cristal violeta e captura da imagem de

uma colénia em 5x pelo microscépio optico invertido ZEISS.

Tabela 4: Calculo da eficiéncia de plaqueamento e da fragdo sobrevivente apds 24h de tratamento

com as IC50 e IC25 do extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli na linhagem OVCAR-3.

Férmula

Total

Eficiéncia de plaqueamento

96,25/10% * 100%

0,9625 ou 96,25%

Fracao sobrevivente (ICso)

0/100 * 0,9625

Fracao sobrevivente (IC2s)

90/100 * 0,9625

0,9350 ou 93,50%

Ao realizar o plagueamento das células OVCAR-3, observamos uma

eficiéncia de 96,25% do plaqueamento celular. Isso indica que a média das células

fixadas se aproximou do total ideal plaqueado (10?%) (Tabela 4). Apds tratamento por

24 horas com diferentes concentragdes do extrato hidrolisado e um periodo

adicional de 7 dias em estufa a 37°C e 5% de CO., verificamos uma variagdo no

numero de colbnias sobreviventes, tal que a porcentagem de colénias sobreviventes

foi de 93,50% quando tratadas com a ICz do extrato hidrolisado de Euphorbia

(Figura 27). No entanto, ao tratar as células com a ICso do extrato hidrolisado de

Euphorbia por 24 horas de exposicdao ao mesmo, nao houve formagao de colbnias

(Figura 28).
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A analise estatistica da capacidade celular da linhagem OVCAR-3 na
formacgao de colbnias revelou que ndo houve diferenga significativa entre as células
tratadas com IC:s (106,15ug/mL) do extrato hidrolisado e o grupo controle. Estes
resultados sugerem que, nas condi¢des testadas, o extrato hidrolisado de Euphorbia
tirucalli ndo exerceu um efeito estatisticamente significativo na capacidade

anti-clonogénica das células da linhagem OVCAR-3, conforme mostra a Figura 27.
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Figura 27. Ensaio Clonogénico - Formagéo de colénias da linhagem celular OVCAR-3 submetida ao
tratamento com o extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli por um periodo de 24h em concentracdes
da 1C25 (106,15ug/mL). Células ndo submetidas ao tratamento, cultivadas em meio de cultura DMEM,
serviram como grupo controle. Os dados obtidos foram submetidos a anadlise estatistica utilizando o
software GraphPad Prism. A interagdo nao foi estatisticamente significativa. Ensaio realizado em

triplicata bioldgica.

Contudo, os resultados mudam quando as col6nias sao tratadas com a ICso
(212,3pg/mL) do extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli. Nessas condi¢des, apos
7 dias, nao houve formacédo de colbnias, ao contrario do observado no grupo
controle (Figura 30), indicando um efeito anti-clonogénico devido ao alto indice de
morte celular ocasionado pelo extrato hidrolisado de Euphorbia na linhagem
OVCAR-3. Esses resultados estdo de acordo com outros estudos utilizando
substancias naturais, como o estudo de SOUZA (2019), onde o acido rosmarinico
inibiu completamente a formacdo de colbnias na linhagem de cancer de mama
(MCF-7). Ademais, estudos de SILVA et al., (2018),empregando o eufol inibiu tanto a
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formacgao de colbnias, quanto a migragao celular, em linhagens de células de cancer
pancreatico (Mia-Pa-Ca-2). Além disso, em um estudo adicional, foi investigado o
efeito de um diterpeno extraido de Euphorbia (EFL2) na migragao e na formagéo de
colbénias. Neste contexto, as células tratadas com EFL2 mostraram atrasos
significativos no fechamento da ferida (FAN et al., 2019). Além disso, células de
carcinoma hepatocelular (SMMC-7721) tratadas com EFL2 formaram menos
colonias de Mia-Pa-Ca-2 de forma dose-dependente (FAN et al., 2019). A inibigdo
da formacgado de coldnias, sugere que o extrato hidrolisado de Euphorbia, onde a
principal substancia é o eufol, € capaz de interromper os processos de proliferacao
celular essenciais para o crescimento tumoral e de bloquear a formagao de coldnias,
sugerindo, assim, uma alternativa promissora para pacientes de CAOV que

desenvolveram resisténcia a tratamentos convencionais.
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Figura 28. Ensaio Clonogénico - Formagdo de colénias da linhagem celular OVCAR-3 submetida ao
tratamento com o extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli por um periodo de 24 horas nas
concentracdes da ICso (212,3ug/mL). Células ndo submetidas a tratamento, cultivadas em meio de
cultura DMEM, serviram como grupo controle. Os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica utilizando o software GraphPad Prism. A interacdo foi estatisticamente significativa
*p<0,0001. Dados marcados com asterisco sdo considerados estatisticamente significativos em

comparacgao ao controle. Ensaio realizado em triplicata bioldgica.
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5.11 EXTRATO HIDROLISADO DE EUPHORBIA INTERROMPE O CICLO
CELULAR DAS CELULAS DE CAOV NA FASE Gf1

Para verificar a interferéncia do extrato hidrolisado no ciclo celular na
linhagem OVCAR-3, realizamos o ensaio do ciclo celular por citometria de fluxo,
utilizando marcagado com iodeto de propideo (PIl). As células foram tratadas por 24
horas com o extrato hidrolisado em monoterapia. O paclitaxel foi utilizado como
droga controle devido a sua capacidade de estabilizar os microtubulos, o que
provoca a desestabilizagdo do fuso mitético, induzindo o bloqueio do ciclo celular na
fase G2/M e resultando em apoptose celular (Revisado por ALQAHTANI, et al.,
2019). Observamos uma tendéncia de aumento na fracéo celular na fase G1 com o
tratamento utilizando o extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli. Quando realizamos
a analise do ciclo celular por citometria de fluxo, foi possivel observar que a maior
parte das células estava na fase GO/G1 apds o tratamento com o extrato hidrolisado

de Euphorbia.
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Figura 29 - Ciclo celular na linhagem OVCAR-3. Células OVCAR-3 foram coletadas, fixadas e
marcadas com Pl para analise das células ativadas por fluorescéncia com a concentragdo do extrato
hidrolisado em [Cso (212,3pug/mL) nas células tratadas por 24h. Os perfis do ciclo celular foram
analisados por citometria de fluxo e os percentuais das células distribuidas nas fases G0/G1, S e
G2/M foram calculadas pelo programa FlowJo. Paclitaxel - (PTX). As andlises foram estatisticamente

significativas com valor de *p<0,0001. Triplicatas mecanicas e biologicas.
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Figura 30 - Parada do ciclo celular na fase G1 induzida pelo extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli
em células de CAOV OVCAR-3. Células OVCAR-3 foram coletadas, fixadas e marcadas com Pl para
analise e classificagdo de células ativadas por fluorescéncia com a IC5, do extrato hidrolisado de
Euphorbia por 24h. PTX - Paclitaxel utilizado como controle interno do experimento. Controle -
Células tratadas apenas com meio. Os perfis do ciclo celular foram analisados por citometria de fluxo
e os percentuais das células distribuidas nas fases G0/G1, S e G2/M foram calculadas pelo programa

FlowdJo.

Esses resultados sugerem que a o extrato hidrolisado de Euphorbia induziu
uma parada do ciclo celular das células OVCAR-3. Este bloqueio impede que as
células progridam para as fases seguintes do ciclo celular (S e G2/M). A parada do
ciclo células na fase G1 pode indicar alguns processos, como a inibicdo da
proliferagao celular, indugdo de quiescéncia ou algum mecanismo de agao da droga
(Revisado por WANG et al. 2013). O mecanismo de agdo da droga pode estar
associado a atuacgao sobre reguladores especificos do ciclo celular que controlam a
transicdo da fase G1 para a fase S. Isto pode incluir a inibicdo de ciclinas e quinases
dependentes de ciclinas (CDKs) que sdo necessarias para essa progressao
(SCHAFER, 1998). Esta tendéncia também foi vista nos estudos de Wang et al.,
(2013), onde o eufol parou as células do céncer de mama (T47D) na fase G1
através da modulagao da expresséo de ciclina D1 e das proteinas p21 e p27. De
acordo com os resultados do estudo referido, o eufol induziu a parada do ciclo
celular na fase G0/G1, impedindo as células do cancer de mama de entrarem na
fase S. Ainda de acordo com este estudo de Wang et al., (2013), a parada pode ter
sido mediada pela redugdo da ciclina D1 e CDK2, bem como pela indugdo dos

inibidores de CDK p21 e p27, seguida pela hiperfosforilagao de Rb.
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O ciclo celular é orientado por uma série de pontos de controle que
determinam o periodo em cada fase da mitose, as células passam por varias etapas
durante esse ciclo, sendo o ponto de restricao (R) um estagio crucial no final da fase
G1, a regulagao do ciclo é realizada pela agdo das ciclinas (NUSSBAUM et al.,
2016). A ciclina D1 atua principalmente na fase G1 (Figura 31) (SCHAFER, 1998).
Este ponto de controle determina se a célula ira continuar para a fase S e replicar
seu DNA. Na fase G2, ha outro ponto de verificagdo e regulagao importante antes
da entrada da célula na mitose, este ponto é regulado principalmente pela ciclina A
(SCHAFER, 1998).

Figura 31. O ciclo celular (Revisado por SCHAFER, K. A. 1998).

Além disso, ainda no estudo WANG et al. (2013), foi analisado que os niveis
diminuidos de ciclina A e B1 se correlacionaram com contagens de células mais
baixas nas fases S e G2/M, o que corrobora com o0s nossos resultados com a
linhagem de CAOV OVCAR-3 tratada com o extrato hidrolisado de Euphorbia
tirucalli. Ao longo dos ensaios, foi notério que extrato hidrolisado de Euphorbia
tirucalli demonstrou uma significativa inibicdo da viabilidade celular, da migracao e
da formacao de colénias de células de maneira dose-dependente. Além disso, ha

evidéncias de que o extrato hidrolisado estudado possivelmente induz a parada do
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ciclo celular na fase G1. Esses achados sugerem que o extrato de Euphorbia
tirucalli pode ter um potencial terapéutico anticancerigeno, pois interfere em
multiplos aspectos do comportamento de células malignas, principalmente na CAOV
OVCAR-3.
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6. CONCLUSOES

No presente estudo, realizamos uma analise bioldgica detalhada do extrato
hidrolisado de Euphorbia tirucalli, cujo um dos principais componente é o eufol. Este
estudo revela resultados interessantes na area cientifica, sendo o primeiro a trazer
os efeito do extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli em linhagens de cancer de
ovario. Os resultados obtidos fornecem uma base para futuras investigagdes e
abrem novas possibilidades para o desenvolvimento de possiveis farmacos
utilizando o Euphol, principal componente do extrato de Euphorbia. Essa pesquisa
nao so6 contribui para o avango do conhecimento cientifico, mas também estabelece

um precedente importante para pesquisas subsequentes.

Foram utilizadas trés diferentes linhagens celulares de CAOV (A2780,
OVCAR-3 e ACRP) para investigar o efeito antitumoral do extrato hidrolisado de
Euphorbia in vitro. Nossos resultados sugerem que o extrato hidrolisado de
Euphorbia apresentou efeitos citotdxicos nas trés linhagens testadas, porém,
apenas na linhagem OVCAR-3 a ICs0 a ICs50 esteve abaixo da concentragao
maxima. O valor da ICso para a linhagem OVCAR-3 foi de 212,3ug/mL apds um
tratamento de 24h com o extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli. De fato, na
linhagem A2780 obtivemos uma ICso0 de 520,9ug/mL e ACRP de 537,4ug/mL. Com
base nesses resultados, decidimos concentrar nossos experimentos subsequentes
na linhagem OVCAR-3, uma vez que a mesma demonstrou uma sensibilidade maior

que nas demais linhagens de CAQOV estudadas ao extrato hidrolisado de Euphorbia.

Além disso, quando comparamos a linhagem ACRP e a A2780 em relagéo ao
quimioterapico convencional cisplatina quanto a VCM, a linhagem ACRP evidenciou
resisténcia a droga em comparagao com a linhagem sensivel A2780, apresentando
uma ICso aproximadamente 3,5 vezes maior, sendo a ICso da A2780 (10,13uM) e a
da ACRP (39,44uM). Os ensaios de VCM em combinagdo com o quimioterapico
convencional cisplatina e o pré-tratamento com o extrato hidrolisado foram
realizados com a linhagem OVCAR-3. O pré-tratamento com o extrato, seguido do
tratamento com a cisplatina na linhagem OVCAR-3, resultou em uma notavel
reducao no valor de ICs, indicando um potencial de sensibilizacdo das células a
quimioterapia e a combinagdo do extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli com a

cisplatina demonstrou um efeito sinérgico, reduzindo significativamente o valor de
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ICso em comparagdo com o tratamento exclusivo com cisplatina na linhagem
OVCAR-3. Isso sugere que a combinacao de substancias naturais, como o extrato
hidrolisado de Euphorbia, com agentes quimioterapicos convencionais podem
representar uma estratégia promissora para melhorar a poténcia, bem como a

eficacia, da quimioterapia no tratamento de CAQOV.

O efeito do extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli na migracao celular foi
avaliado, utilizando a linhagem OVCAR-3. Observamos que o extrato em sua IC5,de
212,3ug/mL exerce uma alta interferéncia na capacidade migratéria dessas células,
reduzindo significativamente a viabilidade celular e, consequentemente, inibindo a
migracao, logo inferindo na redugdo na metastase tumoral. Além disso, foram
realizados ensaios de migragdo com concentragdes correspondentes as 1C37,5, 1C25
e IC125. Nos ensaios com a ICs7,5, obtivemos resultados similares daqueles com a

ICs0, com reducéo da VCM e levando a inibicdo da migracéao celular.

Entretanto, ao analisar o efeito do extrato hidrolisado de Euphorbia na
concentragao correspondente as IC2s e IC125 foi observado um efeito oposto.
Nestas concentragcbes, o extrato hidrolisado de Euphorbia estimulou a migracao
celular em comparagdo ao controle. Além disso, foi notério uma mudanga na
morfologia das células tratadas com a IC3s7,5 e a ICso das células, o que pode indicar
que um tratamento Unico e com a quimioterapia em curto prazo podem deixar
células residuais que reunem caracteristicas semelhantes a células-tronco tumorais,
resultando num aumento do potencial metastatico levando a um incremento na
carga tumoral. Por fim, ao examinar os efeitos do tratamento combinado do extrato
hidrolisado de Euphorbia com cisplatina e do pré-tratamento com o extrato
estudado, verificou-se uma elevada interferéncia na capacidade migratodria, refletida
pela reducdo da viabilidade celular, sugerindo um potencial efeito sinérgico entre o

extrato e a cisplatina.

Em relagdo ao ensaio clonogénico, o extrato hidrolisado de Euphorbia
também evidenciou eficacia antineoplasica, impedindo o desenvolvimento de
colénias celulares quando as células de OVCAR-3 foram submetidas ao tratamento
coma a ICso da droga. Entretanto, quando submetidas a ICzs, nao foi possivel
observar alteracdo na formacao de colénias. Por fim, em relagado ao ciclo celular, a

linhagem de CAOV OVCAR-3 demonstrou parada no ciclo celular em G0/G1, o que
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pode indicar que o extrato hidrolisado interfere no ciclo celular de OVCAR-3. Esses
achados sugerem que o extrato hidrolisado de Euphorbia tirucalli pode ser uma
promissora alternativa terapéutica para o tratamento do CAQV, justificando estudos
adicionais para elucidar os mecanismos subjacentes e seu potencial clinico.

Para futuras perspectivas, € imprescindivel realizar ensaios utilizando
linhagens de cancer de mama, com o objetivo de comparar os efeitos do extrato
hidrolisado de Euphorbia tirucalli em outros tipos de canceres que afetam a mulher.
Além disso, € recomendavel expandir os estudos com a linhagem OVCAR-3,
incluindo a realizacdo de técnicas como western blot, extragdo de proteinas e
imunoblot, a fim de aprofundar a compreensdo dos mecanismos envolvidos.
Ademais, € de grande interesse investigar a substancia isolada eufol, conduzindo
ensaios que permitam comparar seus resultados com os obtidos anteriormente com

o extrato hidrolisado.
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