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RESUMO

Introdugao: O céncer de bexiga representa um desafio significativo para a saude
publica global. O diagndstico oportuno pode ser limitado pela dependéncia de
métodos diagnosticos invasivos ou de baixa sensibilidade, enquanto o tratamento
frequentemente envolve abordagens agressivas, alta morbidade e efeitos colaterais.
Nesse contexto, os produtos naturais surgem como potenciais vias terapéuticas
alternativas. Euterpe oleracea e Geissospermum vellosii sdo espécies brasileiras,
encontradas na Amazdnia maranhense, que vém despertando interesse cientifico na
pesquisa de tratamentos antineoplasicos. A literatura apresenta uma lacuna
significativa no que diz respeito a investigagado dos potenciais efeitos anticancerigenos
desses extratos na terapia contra o cancer de bexiga. Objetivos: Analisar o potencial
citotdxico dos extratos da semente de Euterpe oleracea Mart. e da casca do caule de
Geissospermum vellosii em linhagem celular T24, bem como buscar na literatura
microRNAs como biomarcadores diagnoésticos nao invasivos no cancer de bexiga.
Metodologia: Células T24 foram cultivadas em meio McCoy’s, semeadas em placas
de 96 pocgos e tratadas com extrato de G. vellosii (5—100 ug/mL) e extrato de E.
oleracea (50—-1000 pg/mL) por 24, 48 e 72 horas. A citotoxicidade foi avaliada com
teste do MTT. Na migragao celular, células foram semeadas em placas de 96 pocgos
e, apos confluéncia, realizada ranhura em cada pogo, seguida de registros
fotograficos. Novos registros foram realizados 24 horas apos tratamento com extrato
de G. vellosii. Foi realizada ainda revisédo sistematica para apresentar as principais
evidéncias atuais sobre a utilizacdo de miRNAs como biomarcadores no diagnostico
nao invasivo do cancer de bexiga. Resultados: Extratos de E. oleracea (ICs0 = 171,1
e 133 ug/mL) e de G. vellosii (ICso = 24,36 pg/mL) inibiram a viabilidade celular em
linhagem T24 de modo tempo e concentragdo-dependente. Houve redugdo da
capacidade migratéria de T24 de modo concentragdo-dependente apos 24 horas de
tratamento com o extrato de G. vellosii, sendo mais eficaz que a cisplatina (5 uM), com
fechamento da ranhura de 100% para controle e cisplatina, e de 81,8 + 0,3% (20
pug/mL), 62,2 + 9,4% (40 pg/mL) e 23,8 + 6,5% (60 pg/mL) para o extrato. Realizou-se
revisdo sistematica em julho de 2022 na base de dados Medline, de acordo com as
diretrizes PRISMA. A busca inicial recuperou um total de 437 estudos; destes, 21

foram incluidos nas analises finais. Todos os artigos incluidos atenderam



satisfatoriamente aos requisitos de avaliagao de risco de viés usando as ferramentas
de avaliagao critica do Joanna Briggs Institute. Os dados foram coletados com base
no miRNA expresso, tipo de amostra, perfil de expressao e precisdo. Conclusao: G.
vellosii e E. oleracea foram capazes de reduzir a viabilidade celular e, G. vellosii, a
capacidade migratoria de T24, demonstrando potencial antitumoral em céncer de
bexiga humana. A revisao sistematica demonstrou haver uma tendéncia de agrupar
os MiRNA expressos para construir painéis diagndésticos ou utiliza-los em associagao

com outros métodos diagndsticos, com razoavel preciséo.

Palavras-chave: Produtos Naturais. Neoplasias de Bexiga Urinaria. MicroRNAs.



ABSTRACT

Introduction: Bladder cancer represents a significant challenge to global public health.
Timely diagnosis can be limited by dependence on invasive or low-sensitivity
diagnostic methods, while treatment often involves aggressive approaches, high
morbidity and side effects. In this context, natural products emerge as potential
alternative therapeutic routes. Euterpe oleracea and Geissospermum vellosii are
Brazilian species, found in the Maranh&o Amazon, which have been arousing scientific
interest in research into antineoplastic treatments. The literature presents a significant
gap regarding the investigation of the potential anticancer effects of these extracts in
bladder cancer therapy. Objectives: To analyze the cytotoxic potential of Euterpe
oleracea Mart. seed extracts. and stem bark of Geissospermum vellosiiin T24 cell line,
as well as searching the literature for microRNAs as non-invasive diagnostic
biomarkers in bladder cancer. Methodology: T24 cells were cultured in McCoy's
medium, seeded in 96-well plates and treated with G. vellosii extract (5—100 ug/mL)
and E. oleracea extract (50—1000 pg/mL) for 24, 48 and 72 hours. Cytotoxicity was
assessed using the MTT test. For cell migration, cells were seeded in 96-well plates
and, after confluence, a groove was made in each well, followed by photographic
records. New recordings were made 24 hours after treatment with G. vellosii extract. A
systematic review was also carried out to present the main current evidence on the
use of miRNAs as biomarkers in the non-invasive diagnosis of bladder cancer.
Results: Extracts of E. oleracea (ICs0 = 171.1 and 133 pg/mL) and G. vellosii (ICs0 =
24.36 pg/mL) inhibited cell viability in strain T24 in a time- and concentration-
dependent manner. There was a concentration-dependent reduction in the migratory
capacity of T24 after 24 hours of treatment with G. vellosii extract, being more effective
than cisplatin (5 uM), with 100% groove closure for control and cisplatin, and 81.8 +
0.3% (20 pg/mL), 62.2 £ 9.4% (40 pg/mL) and 23.8 + 6.5% (60 pug/mL) for the extract.
A systematic review was carried out in July 2022 in the Medline database, in
accordance with the PRISMA guidelines. The initial search retrieved a total of 437
studies; of these, 21 were included in the final analyses. All included articles
satisfactorily met risk of bias assessment requirements using the Joanna Briggs
Institute critical appraisal tools. Data was collected based on expressed miRNA,

sample type, expression profile, and accuracy. Conclusion: G. vellosii and E. oleracea



were able to reduce cell viability and, G. vellosii, the migratory capacity of T24,
demonstrating antitumor potential in human bladder cancer. The systematic review
demonstrated that there is a tendency to group expressed miRNAs to construct
diagnostic panels or use them in association with other diagnostic methods, with

reasonable precision.

Keywords: Natural products. Urinary Bladder Neoplasms. MicroRNAs.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Cancer de Bexiga

O cancer de bexiga (CB) representa um desafio significativo para a saude
publica global. Estima-se que 20% da populagdo mundial enfrentara algum tipo de
neoplasia maligna em suas vidas. O CB posiciona-se como 0 nono mais prevalente
globalmente e o décimo terceiro em termos de mortalidade oncogénica. Anualmente,
cerca de 600.000 individuos sao diagnosticados com esta condigdo, enquanto
aproximadamente 200.000 morrem por ela e suas complicagdes (GLOBOCAN, 2024).
A incidéncia deste carcinoma € particularmente alta em regides desenvolvidas, como
a Europa, América do Norte e Asia Ocidental, fato este intimamente associado ao
consumo de tabaco, exposicdo a aminas aromaticas no ambiente de trabalho,
ingestdo de agua contaminada com arsénico, entre outros fatores de risco (Richters
et al., 2020).

O tabagismo é o fator mais relevante para o desenvolvimento do cancer na
maioria dos paises. Cerca de 50% dos casos estao ligados a ele. Isso se deve a
exposicao do epitélio a urina contendo metabdlitos carcinogénicos do tabaco
(Freedman et al., 2011). Embora a prevaléncia do tabagismo esteja em declinio, a
diminui¢do na incidéncia do carcinoma de bexiga é mais notavel entre grupos com
maior status socioeconémico, o que reflete uma maior consciéncia de saude e acesso
a cuidados médicos nesses segmentos da populacéo (Dai et al., 2022).

Observa-se disparidade de género em estudos envolvendo este tipo de cancer,
com os homens sendo desproporcionalmente mais afetados numa razdo de
aproximadamente 4:1 em comparacao as mulheres. O CB tende a afetar
principalmente individuos na terceira idade, com mais de 90% dos casos
manifestando-se em pessoas com mais de 55 anos (Safiri et al., 2021).

Especificamente no Brasil, projeta-se um numero anual de 11.370 novos casos
entre 2023 e 2025, traduzindo-se em uma incidéncia de 5,25 casos por 100.000
habitantes. A incidéncia € mais elevada entre homens, com 7,45 novos casos por
100.000, em contraste com 3,14 casos por 100.000 mulheres (INCA, 2022).
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Figura 1: Incidéncia mundial de cancer de bexiga no ano de 2022. Taxa padronizada por idade (ASR)
por 100.000. Extraido de: Cancer TODAY, WHO, 2024.

1.2 Biologia e Patologia do Cancer de Bexiga

A estrutura da bexiga é composta por 5 a 7 camadas de células epiteliais,
incluindo o urotélio na superficie, seguido por camadas de tecido conjuntivo e vasos
sanguineos (conhecidos como lamina prépria), feixes de musculos espessos (a
muscular propria ou musculo detrusor) e uma camada externa de tecido adiposo
perivesical. As células uroteliais sdo frequentemente a origem do carcinoma de
bexiga, sendo o carcinoma urotelial a variante mais prevalente, afetando cerca de 95%
dos pacientes (Dancik et al., 2014).

O carcinoma urotelial é classificado como carcinoma de bexiga ndo musculo
invasivo (CBNMI) — estagios Tis (tumor in situ), Ta e T1 — ou carcinoma de bexiga
musculo invasivo (CBMI) — estagios T2 a T4 —, quando a doenga avanga para a
camada muscular propria. As abordagens de tratamento variam significativamente de
acordo com a classificacdo. No espectro CBNMI, os tumores classificados como Ta

tendem a ter um progndéstico mais favoravel em comparagao aos T1 e Tis, com
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estratégias terapéuticas distintas para cada subtipo (Partin et al., 2020).
Adicionalmente, o carcinoma de bexiga € categorizado por grau, em carcinomas de
baixo ou alto grau. Os carcinomas de baixo grau sdo caracterizados por recorréncias
frequentes, mas raramente progridem para estagios mais avangados. Por outro lado,
os carcinomas de alto grau podem ser tanto CBNMI quanto CBMI, com os casos
CBNMI apresentando alto risco de recorréncia e progressao para CBMI, demandando

um plano de tratamento e monitoramento intensivo (Dancik et al., 2014).

1.3 Diagnéstico do Cancer de Bexiga

A deteccgao precoce do CB desempenha um papel fundamental no seu manejo,
influenciando diretamente o progndstico e a morbidade associada ao tratamento. A
abordagem para a detecgao precoce pode ser dividida em duas estratégias principais:
o diagnéstico precoce, focado em pacientes que ja apresentam sinais e/ou sintomas
da doenca, e o rastreamento, destinado a uma populacédo especifica sem sintomas,
mas com maior risco, onde os beneficios dessa pratica superam os riscos associados.
(WHO, 2007). Os beneficios sdo o melhor prognostico da doenga, com tratamento
mais efetivo e menor morbidade associada. Os riscos ou maleficios incluem os
resultados falso-positivos, resultados falso-negativos, o sobrediagndstico, o
sobretratamento e os possiveis riscos do teste elegivel (INCA, 2021). Até o momento
nao ha evidéncia cientifica suficiente para recomendar o rastreamento do CB
(USTaskForce, 2021).

A estratégia de diagndstico precoce contribui para a redugdo do estagio de
apresentagcao do cancer (WHO, 2017). O diagndstico precoce do CB deve ser
buscado com a investigagdo de sinais e sintomas mais comuns como: hematuria
macro ou microscopica (sangramento urinario), disuria (desconforto ao urinar),
aumento da frequéncia urinaria (INCA, 2021). Cerca de 75% dos pacientes com CB
apresentam hematuria macroscépica indolor. Os pacientes também podem
apresentar hematuria microscépica, onde o CB é encontrado em 3,3 a 5,2% desses
casos, parecendo corresponder a estagios baixos da doenca (Cummins, Barone,
Ward, 1992; Khadhouri et al., 2021; Ramirez et al., 2016).

O diagnéstico por imagem é fundamental para o estadiamento local e a

distancia. Durante uma investigagdo de hematuria, devem ser realizadas imagens
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abdominopélvicas, incluindo imagens do trato urinario superior, para avaliar presenga
de massas vesicais. A urotomografia com e sem contraste intravenoso é preferida
(Chang et al., 2017). A ressonancia magnética da pelve com e sem contraste
intravenoso pode ser considerada para posterior estadiamento local, especialmente
em relacéo a profundidade da invasao da parede da bexiga (Cornelissen et al., 2020).

A cistoscopia é reconhecida como o padrao ouro para o diagnostico do CB. O
emprego da cistoscopia sob iluminagédo padrao branca constitui a abordagem
tradicional na detecgdo desta neoplasia, embora sua eficacia seja limitada na
identificagcdo de certas lesdes, como o carcinoma in situ, que frequentemente se
manifesta através de uma coloracdo vermelha sutil, dificultando sua distingao de
processos inflamatérios (Babjuk et al., 2022).

O diagndstico se apoia substancialmente na cistoscopia e na analise histoldgica
dos tecidos coletados, seja por ressecc¢ao transuretral da bexiga (RTU) em casos de
tumores papilares, seja por biopsias multiplas para o carcinoma in situ. Para lesdes
de natureza papilar, a realizacdo de uma RTU abrangente €& vital tanto para o
diagnéstico preciso quanto para a determinagao do progndstico do paciente. Em
situacdes onde a resseccao inicial se mostra incompleta, a amostra ndo contém tecido
muscular, ou um tumor T1 é identificado, recomenda-se a execugado de uma segunda
RTU em um intervalo de 2 a 6 semanas (Babjuk et al., 2022).

Os diferentes estagios tumorais estdo vinculados a distintas caracteristicas
genéticas, as quais podem servir como biomarcadores para diagndsticos que
requerem intervengdes minimas. A relevancia desses biomarcadores no manejo
clinico da doenca se intensifica conforme a patologia molecular ganha destaque nas
etapas de diagndstico, escolha terapéutica e elaboracdo do plano de
acompanhamento do paciente (Khadhouri et al., 2021).

Atualmente, os métodos nao invasivos padronizados para o diagnéstico do BC
sdo limitados e ndo conseguem substituir completamente procedimentos mais
invasivos, como a cistoscopia. A analise de células cancerigenas na urina, ou citologia
oncotica, é a técnica primaria utilizada para identificar o BC através da urina. Embora
este método seja altamente especifico, sua sensibilidade é baixa, especialmente para
tumores de baixo grau, o que destaca a necessidade de buscar biomarcadores
alternativos mais eficazes (Erdmann et al., 2020; Ahn et al., 2022).

MicroRNAs (miRNAs) sao pequenos RNAs ndo codificantes, de fita simples,
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constituidos por 19 a 22 nucleotideos que sdo capazes de regular a expressao génica
(Singh et al. 2022). Sua fungao pode variar entre promover o crescimento do tumor ou
suprimi-lo, dependendo do tipo celular e do contexto em que sédo expressos (Plawgo,
Raczynska, 2022). Devido a sua presenca abundante em diversos biofluidos, como
sangue e urina, os miRNAs emergem como candidatos valiosos para a identificagao
de novos biomarcadores para o cancer. Especificamente no cancer de bexiga, perfis
distintos de miRNA tém sido associados a presenga e progressao do tumor, sugerindo
um potencial significativo para o avango no diagnostico desta doenca (Erdmann et al.,
2020; Lin, Tsai, 2021).

1.4 Tratamentos Convencionais para o Cancer de Bexiga

Baseando-se no risco individual de avango da doenga, pacientes com CBNMI
sao classificados em grupos de risco baixo, intermediario, alto ou muito alto, o que é
crucial para orientar a escolha do tratamento adjuvante. Para individuos com tumores
de baixo risco e recorréncias papilares menores identificadas apds mais de um ano
de uma RTU prévia, & aconselhada uma instilacdo imediata de quimioterapia (QT).
Aqueles com tumores de risco intermediario devem ser submetidos a um ano de
imunoterapia intravesical com o bacilo Calmette-Guérin (BCG) em dose plena ou a
instilacbes de quimioterapia por um periodo de até um ano. Pacientes com tumores
de alto risco sao indicados a receber a dose completa de BCG intravesical por um
periodo de 1 a 3 anos. Para os pacientes com um risco extremamente alto de
progressao do tumor, deve-se considerar a realizagéo imediata de uma cistectomia
radical (CR). A CR também é recomendada para tumores resistentes ao tratamento
com BCG (Babjuk et al., 2022). A escassez intermitente de BCG, um problema global
desde 2013, destaca a necessidade premente de alternativas terapéuticas
(Balasubramanian et al., 2022).

Em situagdes de CBMI e metastatico, a CR com dissec¢ao de linfonodos
permanece como a abordagem recomendada para o CBMI, sendo precedida de
quimioterapia neoadjuvante (QTN) em pacientes elegiveis. Alguns podem se
beneficiar de uma CR que preserva aspectos da fungao sexual, embora essa n&o seja
a estratégia padrédo recomendada. Caso a preservagao da bexiga seja viavel, a

quimiorradiagdo surge como uma alternativa para pacientes -criteriosamente
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selecionados, sem Tis e apds uma RTU maxima (tratamento trimodal que consiste em
RTU maxima seguida de quimiorradiagao). A quimioterapia adjuvante (QTA) deve ser
considerada quando a QTN n&o for administrada previamente. A imunoterapia
perioperatdria € uma opgao para pacientes com expressao positiva de PD-L1, proteina
tumoral relacionada a inibicdo de resposta imune, crescimento tumoral e metastase.
Em casos de expressao negativa de PD-L1, a carboplatina pode ser utilizada. Para a
segunda linha de tratamento em doenga metastatica, o pembrolizumabe é
recomendado. A cirurgia pds-quimioterapia pode aumentar a sobrevida em pacientes
que respondem ao tratamento. O monitoramento da qualidade de vida € imperativo
em todas as etapas do tratamento e acompanhamento. Para pacientes metastaticos
elegiveis, a quimioterapia baseada em cisplatina é a escolha primaria (Witjes et al.,
2021).

A cisplatina, um complexo inorganico neutro, induz seus efeitos biolégicos por
meio da interacdo com o DNA, desencadeando reparo de danos ao DNA,
sobrevivéncia celular ou ativagdo da apoptose. Para interagir com o DNA, a cisplatina
precisa ser ativada por uma série de reagdes, substituindo seus ligantes de cloro por
moléculas de agua. A forma monoaquada, extremamente reativa, € crucial para a
interacdo com o DNA, mas sua formacgao é limitada pela interagcdo com proteinas,
DNA e antioxidantes celulares como a glutationa, metionina, metalotioneina,
implicando na potencial inativacido citoplasmatica da cisplatina por esses
componentes intracelulares (el Khateeb et al., 1999).

A toxicidade da cisplatina é majoritariamente atribuida a sua capacidade de
interagir com sitios nucleofilicos em bases purinicas do DNA, levando a formacgao de
adutos DNA-proteina e de ligagdes cruzadas intra e intercadeias de DNA (Eastman,
1987). Contudo, predomina a evidéncia de que os adutos intracadeias sao
primariamente responsaveis pelos efeitos citotoxicos da droga (Pinto, Lippard, 1985).
A ativagdo dos mecanismos de sinalizagdo ATR/ATM/Chk1/Chk2 desencadeia vias
pré-apoptoticas mediadas por p53 que culminam nas mitocdndrias, embora a indugao
de morte celular independente de p53 também seja uma realidade, corroborando a
aplicabilidade da cisplatina em tumores tanto com p53 selvagem quanto mutante. A
eficacia aumentada da cisplatina em células com p53 mutante realga sua dependéncia
do dano ao DNA para promover citotoxicidade (Sangster-Guity, Conrad, 2011). A

inducao de morte celular ocorre quando o estresse mitocondrial facilita a liberagéo de
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elementos cruciais ao apoptossomo, tais como citocromo C e fator indutor de
apoptose, desencadeando a ativacado de caspases executoras (3/7) e resultando em
apoptose celular por meio de clivagem irreversivel do DNA (Galluzzi et al., 2012).
Apesar da quimioterapia baseada em cisplatina ter se estabelecido como
tratamento padréo para o cancer urotelial metastatico, uma parcela significativa dos
pacientes com cancer de bexiga, especialmente os mais idosos, nao se qualifica para
tal tratamento (Galsky et al., 2011). Cerca de 50% dos pacientes com cancer de bexiga
exibem resisténcia inicial ou adquirida a quimioterapia com cisplatina ao longo do

tratamento (Kurtova et al., 2015).

1.5 Produtos Naturais no Tratamento do Cancer

A vasta biodiversidade vegetal do Brasil detém um significativo potencial
farmacologico, devido a presenca de compostos em plantas com propriedades
bioativas, aplicaveis na produgdo de medicamentos (Awuchi, 2019). Estudos tém
demonstrado que o consumo de frutas e hortali¢cas leva a redugao do risco de cancer.
Essa propriedade esta ligada a concentragdo de fitoquimicos, compostos com
potencial acdo antioxidante e antiproliferativa, com capacidade de suprimir a
progressao e a promogao de carcinogénese, interferindo em varias vias de sinalizagao
envolvendo estresse oxidativo, inflamacgao e a proliferagcao celular, induzindo a parada
do ciclo celular e a apoptose (Klaunig, Kamendulis, 2004; Brown et al., 2012).

Os produtos naturais constituem uma fonte alternativa de tratamento
amplamente reconhecida, valorizada por sua vasta diversidade estrutural e seus
mecanismos bioldgicos de agéo. De fato, compostos derivados de plantas vém sendo
extensivamente aplicados em terapias contra o cancer devido as suas notaveis
propriedades anticancerigenas (Kinghorn et al., 2009; Fridlender et al., 2015).
Diversos compostos derivados de plantas com propriedades anticancerigenas foram
descritos. Estudos mostraram que 74,9% dos novos medicamentos antineoplasicos
langados no mercado entre 1981 e 2010 originou-se de produtos naturais (Newman,
Cragg, 2012).

Euterpe oleracea pertence a familia Arecaceae, representada por cerca de 200
géneros e 2.600 espécies. Euterpe oleracea Mart. € uma espécie monocotiledénea

nativa da regidao amazobnica, presente em grande parte do territorio maranhense.
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Segundo ultimo Censo Agropecuario realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, o estado do Maranh&o consagra-se como o terceiro maior produtor de agai
do pais, sendo um dos unicos com aumento da extragdo nos ultimos anos (Jones,
1995; IBGE, 2017).

A semente do agai, que constitui aproximadamente 90% tanto do diametro
quanto do peso total do fruto, resulta em uma grande quantidade de residuo devido
ao aumento da producéo desse fruto. Atualmente, apenas um pequeno percentual
dessas sementes € aproveitado, seja na alimentagdo animal ou como adubo em
hortas domésticas (Rodrigues et al., 2006). Apesar de ndo serem comestiveis, as
sementes de acgai tém sido objeto de estudos que buscam novos usos para elas,
visando nao apenas explorar seu potencial de aplicagdo, mas também minimizar o
impacto ambiental associado ao descarte desses residuos (Barros et al., 2015; Wycoff
et al., 2015)

O fruto da Euterpe oleracea Mart., conhecido como acgai, € rico em diversos
fitoquimicos, incluindo lignanas, compostos fendlicos (antocianinas, proantocianidinas
e outros flavonoides) e resveratrol, estando na semente a maior concentragao de
polifendis (Ulbricht et al., 2012; Silva et al., 2014). O consumo do agai esta relacionado
a prevencao e reducado das doengas cancerigenas, cardiovasculares e circulatérias.
Alguns estudos in vitro e in vivo usando diferentes partes do fruto e da semente
apontaram efeitos anticancer contra diferentes linhagens celulares, reduzindo a
viabilidade celular e induzindo mecanismos apoptéticos (Perini et al., 2018; De
Almeida Magalh&es et al., 2020).

Estudos com meétodo in vitro envolvendo extratos de semente de Euterpe
oleracea ja evidenciaram alta atividade antioxidante com reducdo da viabilidade
celular em linhagem celular de cancer de pulmao (A549), atuando diretamente na
regulacdo do ciclo celular, prevengdo do crescimento e aumento de células
apoptoticas, bem como em linhagem de céncer de mama horménio dependente
(MCF-7), alterando caracteristicas morfolégicas celulares pelo aparecimento de
vacuolos autofagicos, possivelmente relacionados ao aumento de espécies reativas
de oxigénio (Martinez et al., 2018; Silva et al., 2021).

A Geissospermum vellosii, uma arvore da Amazonia pertencente a familia
Apocynaceae e popularmente conhecida como "pau-pereira", tem seu extrato de

casca utilizado tradicionalmente na medicina popular sul-americana para o tratamento
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de diversas enfermidades, incluindo o cancer (Camargo et al., 2013). Os alcaloides
inddlicos e beta-carbolinicos, como a geissoschizolina, geissospermina e
flavopereirina, sdo os principais componentes ativos identificados nesses extratos
(Puiseux et al., 1959). Estes alcaloides inddlicos destacam-se por suas propriedades
farmacolodgicas, incluindo agdo antimicrobiana e, notavelmente, antitumoral, o que os
torna importantes na elaboragcdo de novos medicamentos e compostos bioativos (Luo
et al., 2022). A flavopereirina, em particular, foi pioneiramente reconhecida por suas
propriedades anticancerigenas e capacidade de danificar o DNA, junto com outros
alcaloides beta-carbolinicos (Beljanski, Beljanski, 1982, 1986; Beljanski, Crochet,
Beljanski, 1993). Pesquisas sobre a G. vellosii revelaram sua eficacia na supressao
de células de cancer de prostata (Bemis et al., 2009) e colorretal (Li et al., 2019), além
de demonstrar um efeito inibitorio significativo nas células tumorais de ovario, tanto in
vitro quanto in vivo. Esse efeito € amplificado quando combinado com a quimioterapia

por carboplatina, evidenciando um potencial sinérgico (Yu, Chen, 2014).

1.6 Potencial Citotéxico de Extratos Naturais no Cancer de Bexiga

Organismos vivos sao fontes valiosas de produtos naturais com potencial para
prevenir ou tratar doencgas, incluindo o cancer, devido as suas acgdes biologicas
(Hwang et al., 2019). Vaérios estudos tém investigado o potencial citotoxico de
diferentes extratos em células tumorais, incluindo células de CB.

Lou et al. (2010) descobriram que o 6leo de Brucea javanica induziu a morte
celular programada, ou apoptose, em células de cancer de bexiga T24. O tratamento
com 6leo de B. javanica nas concentragdes de 0,078 a 5 mg/mL por 48 horas resultou
na regulacao negativa da expressdo de NF-kB e COX-2, enquanto a expressao das
caspases-3 e -9 foi positivamente regulada, conduzindo a apoptose.

Lee et al. (2013) mostraram que o extrato de etanol de roméa (Punica granatum)
também induziu apoptose nas células T24. O tratamento com 50 a 100 uyg/mL do
extrato por 24, 48, 72 horas ativou a expressao de pro-caspase-3, -8, -9, -12, a razao
Bax/Bcl-2, CHOP e Bip. Essas mudangas nas proteinas e genes induziram estresse
no reticulo endoplasmatico, danos mitocondriais e ativagao da sinalizacao do receptor
de morte, resultando em apoptose.

Coccia et al. (2014) investigaram o efeito anti-metastatico dos fendis presentes
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no azeite de oliva extra virgem. O estudo comparou os efeitos do extrato em células
T24 de cancer de bexiga e em fibroblastos uroteliais normais sob as mesmas
condigdes. Os resultados mostraram que o extrato inibiu a migragéo e invasao das
células T24, mas nao afetou os fibroblastos normais. Isso foi acompanhado pela
supressao dos niveis de expressao da MMP-2 (mas ndo da MMP-9) e pelo aumento
dos niveis de expressao dos inibidores de metaloproteinases TIMP-1 e TIMP-2.
Esses estudos exemplificam como compostos bioativos derivados de fontes
naturais podem oferecer abordagens promissoras para o tratamento do CB,
particularmente pela inducdo de apoptose e pela inibicdo das capacidades de

migragao e invasao de células tumorais.

1.7 Linhagem Celular T24

A linhagem celular T24 é uma ferramenta utilizada em pesquisa devido as suas
caracteristicas particulares que refletem aspectos importantes da biologia do CB. T24
€ uma linhagem de carcinoma urotelial de alto grau, caracterizando-se pela invaséo
do tecido perivesical, pouca diferenciacéo e alta invasividade, tornando-a um modelo
valioso para o estudo de tumores invasivos de CB (Ashfaque et al., 2005).

Essa linhagem celular apresenta mutagdes no gene p53, um regulador chave
da resposta celular ao dano no DNA, desempenhando um papel critico na prevengao
do cancer ao induzir a parada do ciclo celular ou a apoptose em células com DNA
danificado. A perda de fungdo p53 na linhagem T24 contribui para a sua capacidade
de proliferacdo descontrolada e resisténcia a morte celular programada, aspectos
tipicos das células cancerigenas (Piazza et al., 2001).

Além disso, a linhagem T24 carrega o proto-oncogene HRAS mutado. O gene
HRAS é um membro da familia RAS de proto-oncogenes, que codifica uma proteina
GTPase envolvida na transmissao de sinais que controlam a proliferagao celular.
Mutagao neste gene pode levar a uma ativagao constitutiva das vias de sinalizagao
que promovem o crescimento e a divisdo celular, contribuindo assim para a
oncogénese. As mutagdes no HRAS sao particularmente significativas no contexto do
cancer de bexiga, onde estdo associadas ndo apenas a tumorigénese, mas também
a progressao do tumor e a recorréncia apos o tratamento (Piazza et al., 2001).

Portanto, a linhagem T24 ¢é instrumental no estudo do CB, especialmente para
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entender os mecanismos moleculares subjacentes a invasividade, progressao e
resisténcia ao tratamento. Investigar essas células permite aos pesquisadores

identificar alvos potenciais para terapias mais eficazes e personalizadas contra o CB.

1.8 Céncer de bexiga X Euterpe oleracea e Geissospermum vellosii:

Perspectivas

O diagnéstico do cancer de bexiga enfrenta consideraveis desafios devido a
dependéncia de meétodos diagnosticos significativamente invasivos, como a
cistoscopia, que, apesar de eficaz, pode ser desconfortavel e apresentar riscos
associados. Além disso, as técnicas de imagem convencionais, embora uteis, muitas
vezes nao sao suficientes para detectar tumores em estagios iniciais ou avaliar
precisamente a extensdo do céncer (Babjuk et al, 2022). Essa limitagdo no
diagnostico precoce e preciso contribui para a detecgao tardia da doencga, quando as
opcdes de tratamento podem ser mais limitadas e menos eficazes, sublinhando a
necessidade de desenvolver métodos diagndsticos menos invasivos e mais sensiveis.
Adicionalmente, os tratamentos para o CB, especialmente em estagios mais
avangados, frequentemente envolvem abordagens agressivas, como a CR e a QT,
gue além de terem um alto custo financeiro, comprometem a qualidade de vida dos
pacientes. Essas intervengdes podem levar a complicagbes significativas e pode
apresentar elevado grau de morbimortalidade (Galsky et al., 2011).

Euterpe oleracea e Geissospermum vellosii sdo espécies brasileiras,
encontradas na Amazdnia maranhense, que vém despertando interesse cientifico na
pesquisa de tratamentos antineoplasicos. E. oleracea é rica em polifendis e o G.
vellosii, em alcaloides inddlicos, classes de compostos com reconhecidas atividades
antineoplasicas (Silva et al., 2021; Li et al., 2019). A literatura cientifica apresenta uma
lacuna significativa no que diz respeito a investigagcdo dos potenciais efeitos
anticancerigenos desses extratos na terapia contra o CB. Apesar de estudos
preliminares em outras formas de céancer sugerirem que compostos bioativos
presentes nesses extratos possam ter propriedades antiproliferativas, a pesquisa
especifica focada na eficacia e mecanismo de acédo desses extratos contra células
cancerigenas de bexiga € escassa. Essa deficiéncia de dados impede a compreensao

completa do potencial terapéutico que essas plantas podem oferecer, sublinhando a
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necessidade urgente de estudos aprofundados que explorem sua viabilidade e
seguranga como alternativas ou complementos aos tratamentos convencionais para
o CB.

Diante dessas realidades, torna-se imperativo buscar alternativas terapéuticas
mais eficientes, menos invasivas e mais acessiveis, além de métodos diagndsticos
inovadores que possam identificar a doenga em estagios iniciais. Deve-se desenvolver
novas terapias, incluindo aquelas baseadas em produtos naturais, que possam
potencialmente substituir e/ou reverter a resisténcia a cisplatina e, assim, melhorar a
eficacia terapéutica.

Dada tamanha importancia da pesquisa com produtos naturais na promogao
da saude e de resultados preliminares promissores, buscou-se, com este estudo,
analisar os efeitos de extratos de Euterpe oleracea e Geissospermum vellosii em
linhagem celular de cancer de bexiga de alto grau, bem como buscar na literatura o
uso de miRNAs como biomarcadores, com a perspectiva de obter alternativas no

diagnostico, quimioprevencgao e quimioterapéutica desse tipo de cancer.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o potencial citotoxico dos extratos da semente de Euterpe oleracea
Mart. e da casca do caule de Geissospermum vellosii em linhagem celular de cancer

de bexiga.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a viabilidade celular apds o tratamento da linhagem celular de céancer
de bexiga com os extratos em diferentes concentracgées;

e Investigar os efeitos do extrato da casca do caule de G. vellosii sobre a
capacidade de migragao celular apos o tratamento;

e Analisar os efeitos do extrato da semente de E. oleracea Mart. sobre a
capacidade de formacéao de colbnias apés o tratamento;

e Comparar a agao citotoxica dos extratos a da cisplatina em células de cancer
de bexiga;

e Buscar na literatura o uso de miRNAs como biomarcadores n&o invasivos no

diagnostico de cancer de bexiga.
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3 CAPITULO 1: “Efeitos dos extratos de Euterpe oleracea Mart. e

Geissospermum vellosii em linhagem celular de cancer de bexiga”

3.1 Resumo

Objetivo: Analisar a citotoxicidade de extratos de Euterpe oleracea Mart. e de
Geissospermum vellosii em linhagem celular de cancer de bexiga de alto grau.
Métodos: Células T24 foram cultivadas em meio McCoy’s, semeadas em placas de
96 pocos e tratadas com extrato de G. vellosii (5 — 100 pg/mL) e extrato de E. oleracea
(50 - 1000 pg/mL) por 24, 48 e 72h. A citotoxicidade foi avaliada com teste do MTT.
Na migracado celular, células foram semeadas em placas de 96 pogos e, apos
confluéncia, realizada ranhura em cada pogo, seguida de registros fotograficos. Novos
registros foram realizados 24h apds tratamentos com extrato de G. vellosii.
Resultados: Extratos de E. oleracea (ICs0o = 171,1 e 133 ug/mL) e de G. vellosii (ICso
= 24,36 ug/mL) inibiram a viabilidade celular em linhagem T24 de modo tempo e
concentragcado-dependente. G. vellosii reduziu também a capacidade migratoria de T24
de modo concentragao-dependente, sendo mais eficaz que a cisplatina (5 yM), com
fechamento completo da ranhura para controle e cisplatina, e de 81,8 £ 0,3% (20
pMg/mL), 62,2 + 9,4% (40 pg/mL) e 23,8 £ 6,5% (60 ug/mL) para o extrato apds 24h de
tratamento. Conclusées: G. vellosii e E. oleracea foram capazes de reduzir a
viabilidade celular e, G. vellosii, a capacidade migratéria de T24, demonstrando

potencial antitumoral em céancer de bexiga humana.

Palavras-chave: Produtos Naturais; Antineoplasicos; Neoplasias de Bexiga Urinaria.

3.2 Introducgao

O cancer de bexiga (CB) posiciona-se como o nono mais prevalente
globalmente e o décimo terceiro em termos de mortalidade oncogénica(®. As células
uroteliais s&o frequentemente a origem do carcinoma de bexiga, sendo o carcinoma
urotelial a variante mais prevalente, afetando cerca de 95% dos pacientes.?

A detecgao precoce do CB é fundamental no seu manejo, influenciando

diretamente o progndstico e a morbidade associada ao tratamento.®) As modalidades
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de tratamento variam de acordo com a invasividade do tumor, entretanto, envolvem
terapias desconfortaveis e potencialmente radicais, como cirurgia de grande porte, a
cistectomia. Para pacientes metastaticos elegiveis, a quimioterapia baseada em
cisplatina é a primeira escolha.®)

Euterpe oleracea e Geissospermum vellosii, espécies nativas da regiao
amazénica do Maranhao, Brasil, tém emergido como focos de interesse cientifico para
o desenvolvimento de tratamentos antineoplasicos. E. oleracea € enriquecida com
polifendis, enquanto G. vellosii € fonte de alcaloides inddlicos, ambos reconhecidos
por suas propriedades antineoplasicas.®® Contudo, observa-se uma notavel
insuficiéncia na literatura cientifica quanto a investigacao dos efeitos anticancerigenos
destes extratos no tratamento do CB. Embora estudos iniciais em variados tipos de
cancer indiguem que os compostos bioativos contidos nesses extratos possam exibir
propriedades antiproliferativas, a investigacado focada em sua eficacia e mecanismo
de agao contra o cancer de bexiga permanece limitada.

Considerando a importancia critica da investigacdo em produtos naturais para
a promogao da saude e face aos resultados preliminares encorajadores, o presente
estudo visa explorar os efeitos de extratos de Euterpe oleracea e Geissospermum

vellosii em células de cancer de bexiga de alto grau.

3.3 Métodos

3.3.1 Confecgao dos extratos hidroalcéolicos da semente de Euterpe oleracea
Mart.

Utilizaram-se amostras do fruto nativo de E. oleracea coletadas nos municipios
maranhenses de S&o Luis, Axixa, Morros e Presidente Juscelino. Além dos frutos,
foram coletadas folhas e flores para confec¢ado das exsicatas. A amostra do exemplar
encontra-se no Herbario Rosa Mochel do Nucleo de Estudos Bioldgicos da
Universidade Estadual do Maranhao, registrada sob laudo de numero 30.

Os frutos foram higienizados com solugdo de hipoclorito e agua destilada,
pesados e despolpados e as sementes lavadas com agua destilada, para remogao da
polpa, secadas e acondicionadas em estufa. Realizou-se remocao das fibras até

obtencao de sementes de aspecto fosco e liso, as quais foram trituradas até obtengao
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de pé6. O p6 da semente foi submetido a percolagao alcodlica, até obtencao de extratos
liquidos. Os extratos de cada municipio foram submetidos a rotaevaporacéao, para
remogao do alcool, e liofilizagdo, para remogao da agua. Os extratos liofilizados foram
pesados e acondicionados em ultrafreezer, a temperatura de -80 °C, até o uso nas
células. Todas as etapas de producao foram descritas detalhadamente por Pinto.(

A pesquisa foi aprovada pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), cadastrada sob cddigo
AF1ABAE.

3.3.1.1 Caracterizag¢ao quimica dos extratos

Uma amostra de cada extrato foi separada para a caracterizagcao quimica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), como teste de triagem (Apéndice A).
Realizou-se cromatografia liquida com espectrometria de massas (LC-MS) dos
extratos correspondentes a S&o Luis (EOSL) e Presidente Juscelino (EOJ),
quimicamente diferentes naquele primeiro método, a fim de separar os extratos em
seus componentes constitutivos. As analises quimicas foram realizadas em parceria
com o Laboratério de Quimica dos Produtos Naturais da Universidade Federal do
Maranhao, sob coordenacgédo da Dra. Claudia Quintino. A espectrometria de massas
foi realizada na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de S&o

Paulo.

3.3.2 Confecgao do extrato etandlico do caule de Geissospermum vellosii

O extrato etandlico derivado da casca do caule de G. vellosii (PP), obtido do
Jardim Botanico do Rio de Janeiro, foi empregado neste estudo. As metodologias
adotadas para o preparo e analise quimica do extrato estdo descritas nos trabalhos
de Lima et al.®®(10) Pgra os ensaios, o extrato liofiizado foi dissolvido em
dimetilsulféxido (DMSO) anidro, e a partir dessa solugao-méae, foram preparadas

diluigdes nas concentragbes desejadas para os testes subsequentes.

3.3.3 Cultivo de linhagem celular T24
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Para a avaliacao biologica dos extratos, foi utilizada a linhagem de carcinoma
urotelial de bexiga grau 3, T24, obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ).
As células foram cultivadas seguindo normas da American Type Culture Collection
(ATCC®), em meio McCoy’s 5A contendo L-glutamina, suplementado com 10% de
soro fetal bovino e antibidticos — penicilina G a 60 mg/L e estreptomicina a 100 mg/L

—, em frascos de cultivo mantidos a 37°C e 5% de CO2.

3.3.4 Confecgao das solugoes de trabalho

Os extratos liofilizados foram inicialmente solubilizados em DMSO, atingindo
uma concentracdo de 100mg/ml. A partir dessa solugdo-mae, procedeu-se a
preparacdo de diluicbes nas concentracbes especificas para avaliacido, utilizando
como diluente o0 meio McCoy’s 5A ndo suplementado. Adicionalmente, uma solugao
de cisplatina a 5 uM foi preparada para servir como referéncia comparativa a atividade
dos extratos. As solugdes de trabalho de EOSL e EOJ foram submetidas a processo
de filtragdo, com o intuito de investigar sua influéncia no desempenho dos extratos.
Foi utilizado filtro de seringa com poros de 0,22 um. Portanto, realizou-se testes com

extratos filtrados e nao filtrados.

3.3.5 Ensaios de viabilidade celular

As células foram adicionadas a placas de 96 pocos, contendo 1x10*
células/pogo. Foram tratadas com EOSL e EOJ em diferentes concentragdes (50, 100,
150, 300, 500, 700, 1000 uyg/mL), com PP (5, 10, 20, 40, 60, 100 pg/mL) e com
cisplatina (5 uM) por 24, 48 e 72 horas. Foram reservados pogos contendo células
sem tratamento — controle —, bem como pog¢os que continham células tratadas com
DMSO a 0,1%, 0,5%, 0,7% e 1% — veiculos. Apos o tratamento, os pogos receberam
adicdo de meio suplementado e brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazélio (MTT). As amostras foram incubadas por 3 horas em estufa protegida
da luz. Adicionou-se alcool etilico absoluto para eluicao dos cristais de formazana. A
leitura da absorbancia dos cristais foi realizada utilizando o leitor de ELISA Epoch
BioTek Instruments, com comprimento de onda de 570 nm. Os testes foram realizados

em triplicata.
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3.3.6 Ensaio de migragao celular

Foram semeadas células em placas de 96 pogos, contendo inicialmente 1x10°
células/poco. Apos confluéncia, realizou-se ranhura utilizando ponteira de 10 ul na
monocamada de cada pogo para registro fotografico imediato (tempo zero). Foram
adicionados PP a 20, 40 e 60 ug/mL, e cisplatina a 5 uM. Novos registros fotograficos
foram realizados 24 horas apos o tratamento. As fotografias foram feitas com o auxilio
de um microscopio invertido Axio Observer Z1 equipado com uma camera fotografica
Axiocam HRc Ver.3 com objetiva de 10x. As imagens foram adquiridas por meio do
software Axiovision Release. As areas das ranhuras foram determinadas utilizando o

software Imaged. O ensaio foi realizado em duplicata.

3.3.7 Ensaio clonogénico

As células foram cultivadas em placas de 24 pocos, contendo 600 células/poco.
Apods 24 horas do plaqueamento, foi verificada a adesao celular. Foram adicionados
EOSL e EOJ a 100, 150 e 300 ug/mL aos pocos, tratados por 48 horas. Apds esse
periodo, foi removido o tratamento e os cultivos foram mantidos em condigdes usuais
durante 7 dias, com trocas de meio a cada 48-72 horas.

Apos 7 dias de cultivo, as colbénias foram fixadas em alcool etilico absoluto (200
ML) por 15 minutos, seguido de sua remogéo e secagem. Em seguida, adicionou-se
300 uL de solugdo de cristal violeta a 0,5% durante 30 minutos. Apds captura de
imagens, adicionou-se 500 puL de metanol por 5 minutos, coletou-se 200 pL do eluato
e realizou-se a medida de absorbancia usando espectrofotdmetro Epoch BioTek
Instruments e o software Agilent BioTek Gen5, com comprimento de onda de 595 nm.

Os experimentos foram realizados em duplicata.

3.3.8 Analise estatistica

Foi realizado teste one-way analysis of variance (ANOVA), bem como testes de
comparagao multipla de Dunnett. Considerou-se diferenga estatisticamente

significante quando p<0,05. Para realizacdo da analise, foi utilizado o programa
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GraphPad Prism versao 8.0.2 para Windows.

3.4 Resultados

3.4.1 Analise dos extratos de Euterpe oleracea Mart.

A espectrometria de massas demonstrou que o extrato proveniente da semente
do fruto coletado em S&o Luis (EOSL) apresentou 16 picos, sendo os principais
compostos pertencentes aos grupos das catequinas e procianidinas. Enquanto o
extrato da semente advinda de Presidente Juscelino (EOJ) apresentou 18 picos,
composto por catequinas e procianidinas, além de quantidades-traco de cafeoil-

glicose e epigalocatequina-galato (Apéndice B).

3.4.2 Efeitos dos extratos sobre a viabilidade celular

3.4.2.1 Extrato da semente de Euterpe oleracea Mart. proveniente de Sao Luis
(EOSL)

Inicialmente, foram realizados testes de MTT em tratamento com EOSL ndo
filtrado nas concentragdes 100, 150, 300, 500, 700 e 1000 ug/ml. Observou-se efeito
proliferativo do extrato nas primeiras 24 horas em concentracbes menores — 100 e
150 pg/ml — e efeito citotoxico a partir de 300 pg/ml. Entretanto, 48 e 72 horas apds o
tratamento, destaca-se tendéncia a redugdo da viabilidade celular em todas as
concentracdes testadas, dependente do tempo de tratamento. Em concentracbes
mais elevadas, o EOSL nao filtrado mostrou-se mais citotéxico quando comparado a
cisplatina.

A partir dos primeiros resultados, foram realizados novos testes com EOSL
filtrado a 50, 100, 150, 300 e 500 pg/ml. Houve efeito proliferativo quando as células
foram expostas a menor concentragéo, independente do tempo de tratamento. Nas
demais concentracbes, evidenciou-se efeito citotoxico do extrato com reducéao
expressiva da viabilidade celular, relacionada a concentracdo e ao tempo de
tratamento, com resultados estatisticamente significativos. Houve impacto na agéo do

extrato filtrado quando comparada a do extrato nao filtrado em concentragbes

32



Viabilidade Celular (%)

Viabilidade Celular (%)

semelhantes, sendo possivel observar aumento da citotoxicidade apds a filtragao.
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Figura 1: Teste de viabilidade celular (MTT) em linhagem T24 apos o tratamento com extrato de
semente de Euterpe oleracea Mart. procedente de Sao Luis (EOSL); A: EOSL néo filtrado; B: EOSL
filtrado. Analise de variancia (ANOVA) seguida de poés-teste de Dunnett. * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001; **** p<0,0001. CTRL -: células sem tratamento; VCL/Veic.: veiculo; CPT5: cisplatina a 5 yM

3.4.2.2 Extrato da semente de Euterpe oleracea Mart. proveniente de Presidente
Juscelino (EOJ)

Em testes com EOJ nao filtrado, semelhantemente ao EOSL, evidenciou-se
efeito proliferativo do extrato nas primeiras 24 horas, quando em tratamento a 100 e
150 ug/ml. Tal efeito foi mantido apds 48 horas na menor concentragao. Entretanto,
48 e 72 horas apds o tratamento, destaca-se tendéncia a redugao da viabilidade

celular em todas as concentracdes testadas. Observou-se intensificagcado desse efeito
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com o aumento do tempo de tratamento. Em concentragbes mais elevadas, o EOJ
nao filtrado também se mostrou mais citotéxico quando comparado a cisplatina.
Apos realizagao de testes com EOQOJ filtrado, observou-se efeito proliferativo
progressivo em tratamento com EOJ a 50 uyg/ml em 24, 48 e 72 horas. Nas demais
concentragdes, evidenciou-se acao citotdxica tempo e concentragdo dependente.
Apos a filtragcdo, notou-se aumento do potencial de citotoxicidade do extrato. Quando
comparado ao EOSL, o EOJ demonstrou maior redugdo da viabilidade celular em

menores concentragoes.
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Figura 2: Teste de viabilidade celular (MTT) em linhagem T24 apds o tratamento com extrato de
semente de Euterpe oleracea Mart. procedente de Presidente Juscelino (EOJ); A: EOJ nao filtrado; B:
EQJ filtrado. Analise de variancia (ANOVA) seguida de pds-teste de Dunnett. * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001; **** p<0,0001. CTRL -: células sem tratamento; VCL/Veic.: veiculo; CPT5: cisplatina a 5 yM

3.4.2.3 Extrato da casca do caule de Geissospermum vellosii (PP)

O extrato de PP reduziu a viabilidade celular de forma tempo e concentragao-

34



Viabilidade Celular %

150+

100

50

dependente apds tratamento da linhagem T24 em baixas concentragdes. Observou-
se reducgao significativa desde as primeiras 24 horas nas maiores concentracoes
testadas (60 e 100 ug/ml). Apds 48 e 72 horas, notou-se intensificagao do efeito, com

resposta estatisticamente significante a partir de 20 e 10 pg/ml, respectivamente.
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Figura 3: Teste de viabilidade celular (MTT) em linhagem T24 apds o tratamento com extrato de casca
de caule de Geissospermum vellosii (PP). Analise de variancia (ANOVA) seguida de pos-teste de
Dunnett. **** p<0,0001. CTRL -: células sem tratamento; VCL.: veiculo; CPT5: cisplatina a 5 yM

3.4.2.4 Curva dose-resposta e Concentragao Inibitéria Média (ICso)

A ICso representa a concentragao do composto necessaria para inibir 50% da
viabilidade celular em comparacao com as células nao tratadas, servindo como um
indicador da poténcia do composto. Foram avaliados os efeitos de dois extratos
filtrados, EOSL e EOQOJ, e também de PP, em um determinado modelo celular apos
periodos de tratamento de 24 horas (para EOSL e EOJ) e 48 horas (para PP).

Os resultados obtidos mostraram que EOSL apresentou uma ICso de 171,1
Mg/ml apds 24 horas de tratamento. EOJ mostrou uma ICso um pouco menor, de 133
Mg/ml, também apds 24 horas de tratamento. Esse valor sugere que o EOJ pode ser
ligeiramente mais potente que o EOSL na inibigdo da viabilidade celular.

Para PP, a ICso determinada foi de 24,36 ug/ml apés 48 horas de tratamento.
Este valor é significativamente menor que os obtidos para EOSL e EOJ, indicando

uma maior poténcia inibitéria de PP na reducao da viabilidade celular.
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Figura 4: Curva dose-resposta e concentragdo inibitéria média (ICso): apds 24 horas de tratamento com
EOSL filtrado (A); apds 24 horas de tratamento com EOJ filtrado (B); apds 48 horas de tratamento com
extrato de PP (C)

3.4.3 Efeitos do extrato da casca do caule de Geissospermum vellosii (PP) sobre

a migragao celular

Em andlise fotografica apdés 24 horas de tratamento com PP (Figura 5),
observou-se redugcdo da capacidade migratéria de T24 de modo concentragéo-
dependente, sendo mais eficaz que a antineoplasico cisplatina (5 pM). Houve
fechamento da ranhura de 100% para controle e cisplatina, e de 81,8 £+ 0,3% (20
pMg/mL), 62,2 £ 9,4% (40 pg/mL) e 23,8 £ 6,5% (60 pg/mL) para o PP (Tabela 1).

T24

CPT 5 uM PP 60 ug/ml

TNy

0 Veand
‘,(‘v-,

PP 20 pg/ml

PP 40 pg/ml

Figura 5: Registros fotograficos de pogos contendo células T24 sem tratamento (CTRL-), tratadas com
cisplatina (CPT) a 5 uyM e tratadas com extrato de G. vellosii (PP) a 20, 40 e 60 yg/ml no tempo zero e
24 horas ap6s tratamento. Imagens obtidas a partir de camera fotografica Axiocam. Objetiva de 10x
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Tabela 1: Fechamento de ranhuras apds 24 horas de tratamento com extrato de casca de caule de
Geissospermum vellosii

T24 Fechamento % [(TO-TF/T0) * 100]
Média + DP

Extrato 24h
CTRL- 100,0 £ 0
CPT 5 uM 100,0+0
PP 20 pg/mL 81,8 +0,3
PP 40 pg/mL 62,2 £9,4
PP 60 pg/mL 23,8 £ 6,5

TO: medida de area da ranhura no tempo zero; TF: medida de area da ranhura apos 24 horas; DP:

desvio padrao; CTRL-: controle negativo; CPT: cisplatina; PP: extrato da casca do caule de G. vellosii

3.4.4 Efeitos dos extratos da semente de Euterpe oleracea Mart. (EOSL e EOJ)
sobre a capacidade de formagao de col6nias

Realizou-se ensaio clonogénico com a finalidade de avaliar a manutengao dos
efeitos sobre a reducao da viabilidade celular e formagao de colénias apés remocao
do tratamento com EOSL e EOJ. Observou-se capacidade de reduzir a viabilidade
celular/formacgéo de novas colénias de modo semelhante em ambos extratos (Figura
6). Foram evidenciados resultados estatisticamente significantes em todas as
concentragcbes testadas, destacando-se maior efeito nas concentragdes mais
elevadas (300 pg/mL).

A Clonogénico EOSL
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Figura 6: Analise dos efeitos dos extratos de E. oleracea sobre a capacidade de formagao de col6nias
de células T24; A: Registros fotograficos de pogos contendo células T24 sem tratamento (CTRL-) e
tratadas com EOSL filtrado a 100, 150 e 300 pg/ml; B: Registros fotograficos de pogos contendo células
T24 sem tratamento (CTRL-) e tratadas com EQJ filtrado a 100, 150 e 300 ug/ml; C: Fragbes de

sobrevivéncia apods tratamento. Analise de variancia (ANOVA) seguida de pos-teste de Dunnett. ****
p<0,0001

3.5 Discussao

A quimioterapia e a radioterapia sdo abordagens tradicionais no tratamento de
diversos tipos de cancer, embora frequentemente associadas a efeitos colaterais
significativos devido a sua citotoxicidade, inclusive para células saudaveis, e a
interferéncia nos processos fisioldgicos e vias de sinalizagao celular. Diante disso, a
busca por terapias antitumorais seguras, eficazes e economicamente viaveis mantém-
se como uma prioridade na oncologia. Nesse contexto, os produtos naturais emergem
como alternativas promissoras, tendo demonstrado potencial na modulagdo da

carcinogénese, no aumento da efetividade de tratamentos convencionais e na
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mitigagdo de suas toxicidades.('")

Este estudo centrou-se na avaliacdo da atividade citotoxica de extratos
derivados da semente de E. oleracea e da casca do caule de G. vellosii contra células
de cancer de bexiga invasivo. Analises via espectrometria de massas de dois extratos
de E. oleracea, oriundos de distintas localidades, revelaram diferengcas quimicas
significativas. O extrato da semente proveniente de Sao Luis (EOSL) identificou 16
picos, enquanto o de Presidente Juscelino (EOJ) apresentou 18 picos, com
predominancia de catequinas e procianidinas, além de tracos de cafeoil-glicose e
epigalocatequina-galato (EGCG) no EOJ. Testes de viabilidade celular indicaram que
0 EOJ (ICs0 = 133 pg/ml em 24 horas) exibiu maior atividade citotéxica em comparagao
ao EOSL (ICs0 = 171,1 pg/ml em 24 horas), possivelmente devido a sua composi¢ao
proporcional distinta de flavonoides e a presenca de EGCG.

As catequinas e procianidinas, polifendis com reconhecidas propriedades
biolégicas, tém atraido a atencdo da comunidade cientifica pelos seus impactos
benéficos na saude humana. Em um estudo conduzido por Meneses-Gutiérrez et
al.(?), investigou-se a eficacia citotdxica de mondémeros e oligbmeros de catequina e
epicatequina em células de cancer de bexiga T24. Observou-se que os oligbmeros
dessas substancias reduziram significativamente a viabilidade e a densidade das
células T24, evidenciando uma agao citotoxica que varia de acordo com a
concentragdo. A maxima atividade citotéxica foi alcangada com oligbmeros a 9 uM,
apresentando eficacia comparavel a da cisplatina em 10 yM. Em uma pesquisa
paralela, Liu et al.('3 exploraram os efeitos do extrato de procianidinas obtido de
sementes de uva sobre células de cancer de bexiga, constatando que o extrato
suprimiu a proliferagao celular, induziu a parada do ciclo celular e a apoptose através
da ativacao de caspase-3.

Recentemente, alguns estudos investigaram os efeitos do EGCG no céncer de
bexiga. Hsieh(*) e Qin('® relataram que o EGCG é capaz de inibir a proliferagéo e
migragao celular em varias linhagens de células de cancer de bexiga, incluindo a T24,
incluindo a inducéo de apoptose através da ativagao de proteinas da familia Bcl-2. Um
estudo conduzido por Kemberling!'®) mostrou resultados promissores em um modelo
animal, onde o tratamento intravesical com EGCG reduziu o risco de desenvolvimento
de tumor AY-27 em ratos em 64% em comparagao com um grupo controle nao tratado.

Isso indica que o0 EGCG pode ter aplicagdes terapéuticas potenciais no tratamento do
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cancer de bexiga, inclusive como uma forma de terapia localizada. Luo!'”) observou
que o tratamento com EGCG inibiu a viabilidade das células T24 de maneira
dependente da dose e do tempo, com ICso de 117,8 uM apds 48 horas de tratamento.
Isso sugere que o EGCG pode ser eficaz em doses especificas, proporcionando uma
janela terapéutica potencial para o tratamento do céncer de bexiga.

EOSL e EOJ reduziram a capacidade de formagao de novas colénias de células
T24 apos 48 horas de tratamento nas trés concentragdes testadas (100, 150 e 300
pMg/mL). Resultados diferentes foram encontrados por este grupo em ensaio
clonogénico utilizando EOSL a 120 pg/mL em linhagem SiHa apds 72 horas. Embora
tenha sido capaz de reduzir a viabilidade celular no ensaio de MTT, ndo houve
permanéncia do efeito apds remocgao do tratamento.(”)

Estudos foram realizados envolvendo tratamentos com o extrato da semente
de agai em diversas formas de cancer. Martinez et al.("® investigaram a ag&o deste
extrato em células de carcinoma pulmonar humano (A549), observando uma
significativa redugao da viabilidade celular apds 48 horas de exposicdo a uma
concentracdo de 200 pg/ml, conforme evidenciado pelo ensaio MTT. De maneira
consistente, Barros et al.('®) descobriram que o extrato de semente de agai exerce um
efeito inibitério no crescimento de varias linhagens celulares cancerigenas humanas
(MCF-7, NCI-H460, HeLa e HepG2), com destaque para sua eficacia contra o
carcinoma cervical (HelLa). A investigacao detalhada revelou que o agai induz a
supressao de vias antiproliferativas, interferindo na expressao de proteinas cruciais
como PCNA, Ki-67 e p63, conforme relatado por Fragoso®??!) e Choi??). Essas
proteinas desempenham papéis fundamentais no crescimento, sobrevivéncia e
metastase tumoral@3@4) sublinhando a potencial relevancia do agai como um agente
antitumoral.

O extrato obtido da casca do caule de G. vellosii destacou-se por seu
expressivo potencial citotoxico entre os extratos avaliados, demonstrando um ICso de
24,36 pg/ml apés 48 horas de aplicagao. Esse resultado esta alinhado com estudos
anteriores que investigaram seu potencial citotoxico tanto in vitro quanto in vivo contra
linhagens de cancer de pancreas, ovario, colorretal e glioblastoma.%®)26)27) Rico em
alcaloides inddlicos, o extrato de G. vellosii possui reconhecida atividade antitumoral,
conforme documentado por Beljanksi.(?®)

Os mecanismos subjacentes a atividade antitumoral desses alcaloides séo
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diversificados, incluindo a promogéo da apoptose®), a ativagdo das caspases e a
alteragao na proporgéo Bcl-2/Bax, favorecendo a apoptose®?), além da interagdo com
microtlbulos, afetando diretamente a migragdo celular®!). Um aspecto crucial para a
migracao celular é a formagao de gradientes de proteinas especializadas, como as
pequenas Rho-GTPases, com destaque para as proteinas RAC e Rho, que se
distribuem de maneira diferenciada ao longo da célula, facilitando a migracao celular
mediante o uso de ATP e o transporte via microtibulos.®?) Interessantemente, foi
observado que o extrato de G. vellosii também inibe a migracédo das células T24 de
maneira dose-dependente, reduzindo a capacidade de fechamento da ranhura a
apenas 23,8% na maior concentragao testada. Presume-se que haja relagao entre a
alta concentragcao desses compostos no extrato e a sua agao inibitéria da capacidade
de migragao das células.

Além disso, € possivel considerar que os impactos do PP sejam atribuiveis a
mecanismos antitumorais alternativos. Destaca-se que este extrato exibe
propriedades anticolinesterasicas e acgado antagonista em receptores nicotinicos,
conforme apontado por Lima®). A relagdo entre o tabagismo e o desenvolvimento de
cancer de bexiga é notoria, sendo responsavel por mais de 50% dos casos(®3). Chen
et al.®* foram pioneiros ao demonstrar o impacto direto da nicotina no crescimento de
células epiteliais da bexiga. Observou-se que o bloqueio do receptor nicotinico de
acetilcolina (nAChR) cessou a proliferacédo das células T24 induzida por nicotina,
ressaltando o papel crucial dos receptores nAChR como mediadores da proliferagao
celular estimulada pela nicotina. Através do uso de inibidores especificos, ficou
evidente que diversas vias de sinalizagdo estao envolvidas na amplificacdo da
atividade transcricional de NF-kB e Stat3, culminando na superexpressao de Ciclina
D1. Esse processo resulta em um incremento do efeito proliferativo nas células
epiteliais da bexiga T24 quando estimuladas por nicotina. Portanto, os compostos
ativos presentes no extrato de G. vellosii podem antagonizar essa via, exibindo um
potencial antitumoral significativo.

A utilizagdo da cisplatina como controle positivo nos ensaios de viabilidade e
migracdo celular € uma pratica comum devido a sua eficacia amplamente
documentada no tratamento de varios tipos de cancer, incluindo o CB. A escolha de
uma concentragdo de 5 yM para a cisplatina, correspondente aproximadamente a

concentragdo sérica maxima obtida em humanos sob dosagem convencional para
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tratamento de CB®%, estabelece um padrio relevante para comparagéo dos efeitos
dos extratos testados.

Diante dos resultados obtidos com os extratos, especialmente o extrato de G.
vellosii, e sua comparagdo com a cisplatina, fica evidente a necessidade de
aprofundar as investigacdes. E crucial realizar mais testes envolvendo os compostos
isolados desses extratos para possibilitar uma comparacdo mais precisa e fidedigna
com a cisplatina. Esses estudos adicionais devem incluir ndo apenas analises de curto
prazo, como viabilidade e migragéo celular, mas também investigar os efeitos a longo
prazo desses compostos, identificando as vias de morte celular ativadas, mas também
entendendo como interagem a nivel molecular. Ao elucidar esses mecanismos, sera
possivel confirmar as hipoteses levantadas sobre a atividade antitumoral desses
extratos e avaliar seu potencial como alternativas ou complementos aos tratamentos

convencionais, como a cisplatina.

3.6 Conclusoes

Os extratos de E. oleracea Mart. demonstraram acao inibitéria sobre a viabilidade
celular e a capacidade de formagao de col6nias da linhagem T24, evidenciando
manutencao de efeito mesmo apds interrupgao da exposigao aos extratos. Por outro
lado, o extrato de G. vellosii demonstrou potencial citotoxico contra as células dessa
linhagem, inibindo a viabilidade e a capacidade de migragdo em baixas
concentragdes. Os extratos testados, especialmente o extrato de G. vellosii,
apresentaram resultados favoraveis quando comparados a cisplatina, com potencial
exequibilidade desses compostos naturais como agentes antitumorais.

Conclui-se que os produtos naturais, em particular os extratos derivados da
semente de E. oleracea e da casca do caule de G. vellosii, mostraram-se promissores
no combate ao cancer de bexiga invasivo. Destaca-se a importéncia da investigagéo
dos mecanismos de agao desses compostos, o isolamento dos bioativos presentes,
bem como a conducido de pesquisas in vivo que permitam o entendimento mais

aprofundado das propriedades farmacoldgicas e terapéuticas das substancias.
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4 CAPITULO 2: “The role of the microRNAs in the non-invasive diagnosis of

bladder cancer: a systematic review”

4.1 Abstract

Objective: MicroRNAs are small non-coding expressed abundantly in a variety of
biofluids, making them promising candidates in the discovery of cancer biomarkers.
This review aims to present the main current evidence about the use of miRNA as
biomarkers in the non-invasive diagnosis of bladder cancer. Methods: A systematic
review of the literature was performed in July, 2022 in Medline database, according to
PRISMA guidelines. The initial search retrieved a total of 437 studies; of these 21 were
included in the final analyses. All articles included satisfactorily met the requirements
of the risk of bias assessment using the Joanna Briggs Institute Critical Assessment
Tools. The data was gathered based miRNA expressed, samples type, profile of
expression and accuracy. Results: 21 original articles were selected for this
systematic review. Most of the studies of miRNA expression in human fluids use urine
as source of material for analyses. Conclusion: There is a trend to cluster the miRNA
expressed to build diagnostic panels or use them in association with other diagnostic
methods, with reasonable accuracy.

Prospero database registration: (https://www.crd.york.ac.uk/prospero/) under 1D
CRD42022351686.

Keywords: Urinary bladder neoplasms; Biomarkers; Early detection of cancer

4.2 Introduction

Bladder cancer (BCa) is the nineth most common cause of death related to
tumors, affecting approximately 3,4 million of people in the world.() Early detection of
BCa is essential for improvement of the patient's prognosis and survival rates.®
However, the methods used in the clinical practice are often unsatisfactory, once they
are inaccurate or highly invasive.®

There is a limited number of standardized non-invasive markers for the
diagnosis of BCa that can overcome invasive procedures such as cystoscopy. Voided

urine cytology (VUC) is the primary method for detecting BCa in urine; although it has
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high specificity, it has reduced sensitivity, especially in low-grade tumors. Therefore,
alternative biomarkers are being researched in order to overcome this disadvantage.®

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that have been conserved
throughout evolution and are able to regulate gene expression.® Depending on the
context and cell type in which they are expressed, the same miRNA may exhibit
oncogenic or tumor suppressor activity.(”) Circulating miRNAs are abundantly present
in a variety of biofluids, including blood and urine, making them promising candidates
in the discovery of cancer biomarkers.®)

MiRNA profiles have been associated to several types of tumors, including
bladder cancer.® This review aims to present the main current evidences about the

use of miRNA as biomarkers in the non-invasive diagnosis of bladder cancer.

4.3 Methods

4.3.1 Protocol and registration

This systematic review was reported in accordance with PRISMA guidelines.®

4.3.2 Data source and search strategy

The search was carried out by two independent reviewers, using the same
search strategy, in the MEDLINE database, including papers of the last five years and
with no restriction of language of the publications. Database was searched at July,
2022. In the literature search, each of the terms for exposure was combined with the
outcome term, using the Booleans terms, according to described: (((urothelial cancer)
OR (bladder cancer)) AND ((microRNA) OR (miRNA)) AND ((screening) OR
(diagnostic))).

4.3.3 Eligibility criteria

It was included observational studies that compared of the expression of miRNA
in patients with BCa or urothelial upper tract urinary cancer and controls without this

cancer. Besides that, those studies should assess the use of this biomarker as a
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potential tool in the non-invasive diagnosis of the disease.

For study eligibility, the patient population, intervention, comparator, outcome,
and study design (PICOS) approach were used. It was considered a relevant study if
it met the following criteria: patients diagnosed with bladder cancer or urothelial cancer
(P); miRNA as a potential biomarker for non-invasive diagnosis of BCa or to improve
other non-invasive tools for diagnosis of this neoplasia were included () compared to
controls (C) and compared the effectivity of the biomarker (O). Review articles, opinion
articles, editorials, commentaries, case reports and studies conducted exclusively with

animals or cell lines in vitro and meeting abstracts were excluded from the review (S).

4.3.4 Selection of studies

Titles and abstracts were perused to exclude those studies that were obviously
irrelevant for the review. The full texts of the remaining studies were retrieved and those
studies that were eligible for this systematic review were identified. The selection of
the studies was carried out for two reviewers independently, considering eligibility

criteria. Disagreements were resolved by a third reviewer.

4.3.5 Data extraction

Using a standardized protocol (can be accessed in the PROSPERO website),
two reviewers extracted the data from the included studies. Of each study we extracted
the following information: authorship and publication year, place of the study (city, state,
country), data collection period, study design, setting (hospital, population), sample
size, source of the miRNA detected (blood, urine, tissue), main results of the study. In
order to facilitate tabulation and better visualization of study data, Microsoft Office
Excel version 17.0 software was used.

4.3.6 Assessment of risk of bias

Methodological quality (risk of bias) of the studies was assessed by two
independent reviewers using the Joanna Briggs Institute (JBI) Critical Assessment

Tools. This methodology was chosen because it presents specific check-lists for
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several studies types, including case controls, in assessing the trustworthiness,

relevance and results of published papers.(1%

4.4 Results

4.4.1 Quality of studies and measure of evidence

A total of 437 papers were retrieved by searching MEDLINE (July, 2022). Of

these, 21 original articles were selected for this systematic review (Figure 1). 386

papers were excluded after reading the titles and abstracts as they did not meet the

inclusion criteria. 28 papers were excluded after complete reading. During the risk of

bias analysis of 23 papers, 2 were excluded as they presented a high risk of bias. All

articles included satisfactorily met the requirements of the risk of bias assessment

(Figure 2). Ten papers were related to detection of miRNA in the urine, nine studies

searched the biomarker in the blood and two in both fluids (Table 1).

Identification

Screening

Included

Database: MEDLINE
July 2022, last 5 years
n =437

0 duplicate excluded

437 papers selected

for titles and abstract

reading 386 papers excluded:
368 obviously irrelevant
16 reviews
2 no human researches

51 papers included

el icain 28 papers excluded:

13 out of topic
8 extended article not available
6 no humans researches

23 papers included 1 preliminary research
for risk of bias

analysis

2 papers excluded after risk of
IENEREISH

21 papers included in
systematic review

Figure 1: Process of selecting papers for systematic review
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Author, year (reference] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
[ eeemova) |
Juracek, 2018 (23)

Y: yes; N: no; UN: unclear; N/A: not applicable.

Figure 2: Quality assessment of included articles using JBI checklist for case control studies

As the studies were searching for diagnostics tools, most of them used the area
under the receiver operating characteristic curve (AUC). This is the most commonly
used performance measure to indicate the discriminative ability of a prediction mode,
and an AUC value higher than 0.6 could be a potential marker and higher than 0.7 is
strong enough to differentiate two groups.(''? The measures of sensitivity and
specificity provide the probability that the test distinguish correctly the sick people and

the health one, respectively.('3)

Table 1: Characteristics of studies involving microRNAs in the non-invasive diagnostic of bladder cancer
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Author Year Patients Control Sample miRNA Expression | AUC Sensitivity Specificity
types
Télle (19) 2019 46 (10+36) 10 Blood | miR-15b-5p Up 0.99 97.2% 100%
miR-590-5p Up 0.77 69.4% 90%
Chen (20) 2019 122 110 Blood | miR-101 Down 0.88 82% 80.9%
Li (11) 2021 111 111 Urine | miR-1274a Down 0.71
(11+50+50) (11+50+50) miR-30a-5p Down 0.64
miR-19a-5p Up 0.61
Blood | miR-155-5p Down 0.65
miR-19b-1-5p Down 0.66
miR-636 Down 0.61
Wang (2) 2020 20 (4+15+1) | 49 (4+37+8) Blood miR-130a-3p Up 0.84
miR-130b-3p Up 0.76
miR-301a-3p Up 0.89
miR-301b-3p NA 0.70
Li (22) 2022 137 127 Blood | miR-148b-3p Up 0.83
(25+30+82) (15+30+82) miR-106a-5p Down 0.63
miR-145-5p Down 0.67
miR-132-3p Down 0.78
miR-7-5p Down 0.77
Erdmann (4) 2020 104 46 Urine | miR-96 Up 0.60 29.8% 91.3%
miR-126 Up 0.66 88.5% 21.7%
miR-183 Up 0.72 81.7% 60.9%
miR-125b Down 0.71 88.5% 54.3%
miR-145 Down 0.68 50% 84.8%
miR-221 Down 0.77 77.9% 67.4%
Chen (28) 2019 20 (4+15+1) | 49 (4+37+8) | Blood | miR-150-5p Down
[miR-155-5p, 0.75
miR-150-5p]
[miR-378a-3p, 0.71
miR-150-5p]
[miR-636, miR- 0.70
150-5p]
[miR-150-5p, 0.68
miR-210-3p]
[miR-19b-1-5p, 0.67
miR-378a-3p]
[[miR-155-5p, 0.88 80 83.7
miR-150-5p]-
[miR-378a-3p,
miR-150-5p]-
[miR-636, miR-
150-5p]-[miR-
19b-1-5p, miR-
378a-3p]
Singh (6) 2022 25 35 (25+10) Blood | miR-9 Up 0.81 84% 68%
miR-34a Down 0.70 68% 72%
miR-203 Up 0.72 72% 72%
Urine | miR-9 Up 0.89 100% 73.3%
miR-34a NA
miR-203 Up 0.92 93.3% 80%
Geva (21) 2017 20 14 Urine | miR-210 Up 0.89 93.3 76.2
Juracek (23) 2018 205 99 Urine | miR-31-5p Up 0.78 74% 73%
miR-93-5p Up 0.80 74% 72%
miR-191-5p Up 0.76 73% 68%
Usuba (26) 2019 392 580 Blood | miR-6087 Down 0.89 93% 77%
(196+196) (290+290)
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[miR-6087, miR- | [Down, 0.90 97% 74%
1343-5p] Down]
[miR-6087, miR- [Down, Up, 0.97 95% 87%
6724-5p, miR- Down,
3960, miR-1343- Down, Up,
5p, miR-1185-1- Up, NA]
3p, miR-6831-5p,
miR-4695-5p]
Jiang (32) 2020 118 120 Urine miRNA-192 Down 0.79 76.7% 78%
[miRNA-192, 0.95 93.2% 76,7%
BUS]
El-Shal (30) 2021 51 45 (21+24) Urine miR-96-5p Up 0.85 80.4% 91.8%
miR-183-5p Up 0.83 78.4% 81.6%
[miR-96-5p, miR- 0.88 88.2% 87.8%
183-5p]
Lin (8) 2021 80 100 Urine let-7b-5p Up
miR-149-5p Up
miR-146a-5p Up
miR-423-5p Up
Ghorbanmehr | 2019 45 42 Urine miR-21-5p Up 0.76 84% 59%
(33) miR-141-3p Up 0.74 71% 71%
miR-205-5p Up 0.73 82% 62%
Wang (34) 2019 50 40 Blood | miR-492 Up 0.86
Wang (35) 2019 55 45 Blood | miRNA-373 Up 0.84
Yang (29) 2021 208 (88+120) 36 Blood | miR-10a-5p Up 0.78 75% 64,2%
Lin (14) 2021 63 (12+51) 55 Urine miR-93-5p Up 0.83 74.1% 90.2%
(4+51) miR-516a-5p Up 0.79 72.9% 89.9%
Piao (24) 2019 326 217 Urine [miR-6124, miR- | [Up, Down] 0.81 78.5% 70.9%
(174+43) 4511]
Hofbauer (25) 2018 115 87 Urine [let-7c, miR-148a, | [Down, 0.88
miR-204, miR- Down,
135a, miR-135b, Down, Up,
miR-345] Up, Up]

AUC: area under curve; NA: no altered; BUS: bladder ultrasound.

4.5 Discussion

4.5.1 Detection of miRNA in human fluids

The detection of miRNA in human fluids is a promising diagnostic and prognostic
tool, due to their tissue and tumor specific expression. Increased and decreased
expression of such miRNA are related to specific patterns of malignant or normal cells
of the bladder and other organs.® miRNAs can be packed and released through
exosomes or extracellular vesicles, enhancing their stability in biofluids such as urine
and plasma.(") These small vesicles of the cell membrane have a stable structure
against degradation by enzymes, and the miRNA inside them can be used to discover
characteristics of the tissue of origin.('%)

The urothelium is an extensive and highly specialized tissue that overlay all the

urinary tract. Therefore, it is in close contact with the urine. Consequently, it is natural
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to think about using this fluid for the analyses of the genetic material of urothelial cells;
it has an additional advantage of easy collect. Besides that, urine tends to have less
dilute biomarkers than serum, due to the greater volume and natural barriers of the
blood."® Thereby, most of the studies of miRNA expression in bladder cancer use this
fluid is source of material for analyses.

It is worth emphasizing the particular challenge in differentiating interstitial
cystitis from bladder cancer through cystoscopy, as both conditions produce very
similar macroscopic urothelial changes.('® Also in this condition, it is possible to make
use of genetic and epigenetic tools whose material source is urine, for example,
mMiRNAs, such as miR-373-5p, miR-6766-5p, among others, or even urinary protein
expression for diagnosis differential.('”-18)

On the other hand, some authors report a better performance of blood as a
source of material, stating that this fluid would have fewer pre-analytical and analytical
problems than urinary samples. The miRNA in plasma and serum samples have higher
stability and cell-free plasma could be prepared in a simpler centrifugation, with two
steps.('? In the study of Chen@?) it was observed a significant association between the
expression of one single miRNA (miR-101) in the serum of the patients and the stage
of the tumor, pathological grade and lymph node metastasis, but not with age, gender,

tumor size or tumor stage.

4.5.2 Panel multi-miRNA

In addition, proposing that one single miRNA could be used to distinguish
patients with bladder cancer from health people, Wang et al.?®) defend that a
combination of several miRNAs might provide higher accuracy than miRNAs
individually. Therefore, they built a diagnostic panel combining the expression data of
miR-130a-3p, miR-130b-3p and miR-301a-3p (AUC: 0.961; sensitivity = 87.8%,
specificity = 93.3%). Furthermore, they verified that the levels of miR-130a-3p and miR-
301a-3p were significantly correlated with tumor stage. Despite that, expression levels
of miR-130b-3p and miR-301b-5p had no relationship with tumor stage.

Geva et al.?") also proposed a diagnostic score by summing standardized levels
of overexpressed miRNA in the urine. This panel was considerably higher in tract

urinary cancer patients compared to healthy controls, having good discrimination ability

55



(AUC: 0.89). A diagnostic panel of miRNA based on logistic regression model
composed of miR-132-3p, miR-7-5p, and miR-148b-3p from blood showed potential to
improve the accuracy in diagnosis of the BCa (AUC: 0.92; sensitivity = 90.24%,
specificity =81.71%). Additionally, it was found miR-132-3p and miR-148b-3p were
related to the prognosis of BCa patients.(??)

The study of Juracek et al.?® found 76 miRNAs differentially expressed in the
urine of patients with BCa and health people. The authors associated the two more
elevated urinary miRNA to compose a score. This association enabled the distinction
of patients and controls (sensitivity of 82%, specificity of 70%, AUC 0.84), less
advanced tumors (without invasion of muscular layer) and more advanced tumors (with
invasion of muscular layer) and the grade of tumor differentiation (low grade or high
grade).

In the context of patients who presented hematuria — a common symptom in the
diagnosis of bladder tumors, Piao et al.?® proposed an application of miRNA to
differentiate benign hematuria to that related to cancer. In this multicentric trial, it was
evaluated urinary samples of patients with BCa compared to samples from patients of
non-oncologic entities (prostate benign hyperplasia, stress urinary incontinence,
urolithiasis and urinary tract infection). 284 patients with BCa were distinguished from
206 patients with hematuria or pyuria, based on the ratio of urinary miR-6124 to miR-
4511 (sensitivity 78.5%; specificity 70.9%; AUC: 0.81). In patients with gross hematuria
the sensitivity was improved to 94%. Hofbauer et al.?® also conducted a study that
analyzed the expression of miRNAs in urine of patients with BCa and in patients with
microscopic hematuria as a control group and composed a panel of six urinary miRNAs
capable of distinguishing patients with BCa (AUC: 0.88).

In the study conducted by Usuba et al.,?®) seven candidates’ miRNAs for BCa
screening were identified. The combination of these miRNAs demonstrated high
diagnostic precision for this cancer (AUC: 0.97; Sensitivity: 95%; Specificity 87%).
Moreover, among the studies analyzed, it was the only one to investigate the
performance of miRNAs to differentiate BCa from other types of cancer. For this, it
analyzed miR-6087 alone, 2 miRNAs (miR-6087 and miR-1343-5p) and proposed a
panel of 7 miRNAs. It was verified high sensitivity (miR-6087: 94.4%; 2-miRNA: 94.9%;
7-miRNA: 95.4%) and high specificity (84.5%) to discriminate BCa from twelve solid

tumors. Although there was no clear distinction from gastric adenocarcinoma and
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biliary tract cancer, the 7-miRNA panel demonstrated 100% specificity to differentiate

sarcoma, pancreatic cancer and breast cancer by analysis of the 7-miRNA panel.

4.5.3 The use of miRNA as a diagnostic tool in patients with chronic kidney

disease

The diagnosis of bladder cancer in patients with chronic kidney disease is
particularly challenger, so it has often reached a late stage. Some of these patients are
anuric, therefore, VUC is not viable. Most of them cannot accomplish contrasted
exams, such as urothomography.?”) Due to these particular difficulties, some reports
have focused in the study of expression of microRNAs in these patients.

Chen et al.?® gpecifically evaluated serum expression of miRNAs in the
diagnosis of bladder cancer in patients with chronic kidney disease. miR-19b-1-5b
showed prognostic value: patients with low levels of this miRNA had significantly
shorter overall survival than those with high expression levels. The authors observed
that five expression ratios of two miRNAs (miR-155-5p/miR-150-5p; miR-378a-3p/miR-
150-5p; MiR-636/miR-150-5p; miR-150-5p/miR-210-3p and miR-19b-1/miR-378a-3p)
were significantly different between patients with cancer and controls. After that they
combined four of these rations in a panel multi-miRNA and found an AUC of 0.882.

Li et al.(") investigated the expression levels of mMIRNA in the urine and plasma
of patients with chronic kidney disease in Taiwan and could establish relationship
between the expression of miRNA and poor prognosis in urinary cancer. They also
proposed a nomogram in order to validate the incidence of urothelial cancer (AUC:
0.73).

4.5.4 Relationship between expression of miRNA and surgical ablation of the

tumor

Tolle et al.("® were the first to obtain plasma samples from the same patient at
different stages of disease for surveillance monitoring. In this study, using a logistic
regression model to combine miR-15b-5p and miR-590-5p, there was not further
improvement of the discrimination ability achieved for them individually. A change in

those miRNA level was not observed a few days after surgery for ablation of the tumor,
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what, for the authors, suggest them as potential biomarkers.

Paradoxically, Yang et al.?® found different results to that. It was collected
plasma samples from patients before and 1 month after surgery for resection of bladder
tumor, in order to analyze the regulation of miR-10a-5p compared to a health group
(AUC: 0,81; sensitivity 79,5%; specificity 65,6%). The results showed that the plasma
levels of miR-10a-5p were significantly lower 1 month after surgery compared to the
initial values. Similar methodology was employed in the study performed for EI-Shal et
al.®% Four weeks after surgery, it was collected urine samples that confirmed

significant reduction in the expression of miR-96-5p and miR-183-5p.

4.5.5 The use of miRNA associated other diagnostic methods

There is no doubt that in non-muscle invasive bladder cancer detection methods
are not very specific, so the use of new tools may represent an additional resource for
diagnosing BCa in earlier stages of the disease.")

Erdmann et al.*) compared the accuracy of nine miRNAs and that of VUC, one
of the classic methods for diagnosing BCa. None of these single miRNAs could
surpass the performance of single VUC (sensitivity: 76.9%; specificity: 100%; accuracy
of 84.0%). When the VUC and 4 miRNAs (miR-125b, -145, -183, and -221) were used
in association, there was an increase in diagnostic power (sensitivity 84.6%; specificity
95.7% and accuracy 88%), seemed to have a promising potential for reliable diagnosis
of BCa in urine samples. It should be noted, however, that most patients with bladder
cancer in this study had high-grade tumors (83.7%), which may have increased the
accuracy of the VUC.

The expression of urinary miRNA was also compared to VUC in the multicentric
study of Piao et al.?*) In their study, it was found a VUC sensitivity of only 7.8% in low-
grade tumors, reaching up to 25% in patients with high-grade neoplasia. The sensitivity
of the urinary biomarker studied by him was significantly higher than that of the VUC
and he was able to detect BCa to any grade with sensitivity >70%.

Another successful association of miRNA with traditional diagnostic methods in
the BCa approach was made by Jiang et al.®?) In his study, it was showed that miR-
192 expression was significantly reduced in the urine of patients with BCa. This

alteration was related to the stage and size of the tumor: the more advanced and larger,
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the less expressed was the miRNA. There was a significant increase in sensitivity
(93.2%) and specificity (76.7%) of this biomarker when combined with ultrasound. The
association of these two non-invasive methods had no significant difference in
sensitivity when compared to cystoscopy, an invasive examination and the gold
standard for the diagnosis of bladder cancer. It may therefore represent a promising

substitute for the method, after validation by clinical studies.

4.5.6 Limitations of the study

A systematic review offers highly relevant evidence, according to the
hierarchical pyramid of evidence classification. Although only one database was
searched, thorough research was carried out, with studies being subjected to quality
assessment following the criteria of a widely recognized assessment checklist.
However, the usefulness of our study may be partially limited by no meta-analysis of
the data presented. Despite this, the results presented are current and relevant for

future research.

4.6 Conclusions

Recent evidences have shown miRNAs as promising non-invasive bladder
cancer biomarkers. Its combined use to compose diagnostic panels proved to be a
relevant strategy in the accurate detection of the disease. The association of miRNAs
with other non-invasive diagnostic methods can improve their accuracy and allow a

reduction in the use of invasive methods, contributing to a timely diagnosis.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os extratos derivados da semente de E. oleracea e da casca do caule de G.
vellosii mostraram-se promissores no combate ao cancer de bexiga invasivo.

Os resultados indicam que a composi¢cao quimica de EOSL e EOJ, rica em
catequinas, procianidinas e EGCG, desempenha atividade citotoxica contra células de
cancer de bexiga. A eficacia observada em inibir a proliferagédo celular e a capacidade
de formacéo de colénias na linhagem de cancer de bexiga, bem como de induzir a
apoptose em outras linhagens, posiciona estas substancias como candidatas viaveis
para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas menos toxicas e mais seletivas.
Para isso, destaca-se a importancia de uma investigacao mais aprofundada sobre os
mecanismos de agado desses compostos.

Por outro lado, o extrato de G. vellosii, rico em alcaloides inddlicos, demonstrou
maior potencial citotoxico contra as células T24, inibindo a viabilidade em baixas
concentracdes. Além disso, o extrato de G. vellosii inibe a migracdo das células T24
de forma dose-dependente, sugerindo uma agéao inibitéria sobre a capacidade de
migracao das células cancerigenas, o que pode estar relacionada a influéncia na sua
interacdo com microtubulos, gradientes de proteinas especializadas que facilitam a
migragao celular.

A observacdo de que os extratos, especialmente o extrato de G. vellosii,
apresentam resultados promissores quando comparados a cisplatina destaca a
potencial viabilidade desses compostos naturais como agentes antitumorais. Contudo,
para validacdo do potencial desses extratos, € necessario um aprofundamento nas
pesquisas. A realizagao de estudos focados no isolamento dos compostos bioativos
presentes nesses extratos permitiria o entendimento mais aprofundado das
propriedades farmacologicas e terapéuticas dessas substancias.

A partir da revisao sistematica, foi proposta a busca por evidéncias mais
recentes sobre o papel de miRNAs como promissores biomarcadores nao invasivos
de cancer de bexiga. Seu uso combinado para compor painéis diagndsticos mostrou-
se uma estratégia relevante na detecgao precisa da doenga. A associagdao de miRNAs
com outros métodos diagnosticos n&o invasivos pode melhorar a sua acuracia e
permitir a redugdo do uso de métodos invasivos, contribuindo para um diagndstico

oportuno.
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Este estudo enfrentou desafios significativos que impactaram a execugao de
testes propostos. Dentre eles, condigdes adversas no cultivo celular, incluindo
variacdes inesperadas no ambiente de cultivo, limitaram a replicabilidade e a
consisténcia dos resultados obtidos. Adicionalmente, limitacbes financeiras
restringiram a aquisigdo de recursos e equipamentos, influenciando diretamente na
amplitude e na profundidade dos testes que poderiam ser desenvolvidos. Esses
fatores, embora representem obstaculos significativos, também oferecem dire¢des
para futuras pesquisas, enfatizando a importancia de estratégias adaptativas no

planejamento experimental e na gestdo de recursos.
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Apéndice A — Cromatogramas dos extratos de semente de Euterpe oleracea

Mart. provenientes dos quatro municipios maranhenses
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Apéndice B — Analise da espectrometria de massas dos extratos de semente de

Euterpe oleracea Mart. provenientes dos municipios de Sao Luis (EOSL) e

Presidente Juscelino (EOJ)

EOSL
Tempo de
ID retengdo [M+H]* Ms” Composto
(min)
1 16 595 288 Dimero de catequina
(M-H20)

; 19 865 695; 577; 407; Trimero de procianidina

289
3 30.5 865 727; 695; 575; Isdbmero de trimero de procianidina

287
4 | 322 579 ‘ 579; 427; 290 Isdbmero de dimero de catequina

329 1155 1029; 985; 579; @ Procianidina tetramero-tipo B
> 290
6 343 867 ‘ 579; 290 Trimero de procianidina
7 351 867 579; 290 Trimero de procianidina
8 36 867 ‘ 579; 290 Trimero de procianidina
9 36.6 1155 867; 579 Isbmero de procianidina tetrdmero-tipo B
10 | 37 867 ‘ 579; 290 Trimero de procianidina
11 391 867 579; 291 Trimero de procianidina
- 40 722 579; 427; 290 Trimero de procianidina tipo B C-
(M-H20-2H) glicosilado
13 417 579 427; 291 Isbmero de dimero de catequina
14 476 867 ‘ 579; 427; 289 Isdmero de trimero de procianidina
15 | 48.6 867 579; 289 Isdbmero de trimero de procianidina
16 50.7 867 579; 289 Isdmero de trimero de procianidina
EOJ
Tempo de
ID retencio [M+H]* Ms” Composto
(min)

1 3.3 343 181 Cafeoil-glicose
2 16.3 595 ‘ 288 Dimero de catequina
3 119 865 695; 577; 289 Trimero de procianidina
4 26.6 457 ‘ 289; 163 (epi)galochatequina galato
5 305 865 727; 695; 575; Isbmero de trimero de procianidina
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287

6 322 579 579; 427; 290 Isdbmero de dimero de catequina
7 32.9 1155 1029; 985; 579; @ Procianidina tetramero tipo-B
290
34.3 867 579; 290 Trimero de procianidina
35.1 867 579; 290 Trimero de procianidina
10 36 867 579; 290 Trimero de procianidina
11 36.6 1155 867; 579 Isbmero de tetramero de procianidina
tipo B
12 36.9 867 579; 290 Trimero de procianidina
13 | 39 867 579; 291 Trimero de procianidina
” 40.2 722 579; 290 Trimero de procianidina tipo B C-
glicosilado
15 417 579 427; 291 Isdbmero de dimero de catequina
16 | 45.2 867 579; 427; 289 Isbmero de trimero de procianidina
17 | 48.6 867 579; 289 Isdbmero de trimero de procianidina
18 50.7 867 579; 289 Isdbmero de trimero de procianidina
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