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Resumo

Neoplasias possuem alta incidéncia em cées e gatos, principalmente as mamarias em fémeas,
possuindo altas taxas de morbidade e mortalidade. Os tratamentos hoje disponiveis, podem nao ser
totalmente satisfatérios e possuem efeitos colaterais. A busca por novas alternativas terapéuticas,
torna-se relevante, na intencéo de reduzir efeitos adversos e obter resultados significativos. As plantas
da familia Euphorbiaceae sdo utilizadas pela medicina popular, sendo a Euphorbia tirucalli (Avelés) e
a Synadenium grantii Hook (Janauba), as espécies empregadas para o tratamento de pacientes
oncolégicos. O objetivo do projeto, foi avaliar os efeitos antitumorais destas plantas, utilizando modelo
celular in vitro de MCF-7. O latex foi obtido das plantas cultivadas no viveiro localizado na Universidade
do Vale do Paraiba, divididas nas exposicfes solares de 30% e 100%. Realizou-se ensaio de
viabilidade celular nas células incubadas com os latex por 24 e 48 horas e marcagédo para filamentos
de actina e nucleo dos grupos. Os resultados indicaram significativa morte celular e alteracéo estrutural
do citoesqueleto e nucleo das células apés os tratamentos realizados.

Palavras-chave: Cancer. Latex. Euphorbiaceae. Tratamento. Medicina Integrativa.
Area do Conhecimento: Medicina Veterinaria.
Introducéo

O céncer surge a partir de seis ou mais mutacfes e/ou alteragdes genéticas, aliadas ha diversos
fatores que ocorrem no organismo, podendo ser hereditarios (epigenética) ou extrinsecos (radiagao,
poluicéo, virus, substancias quimicas, etc.), que irdo interferir nos mecanismos de proliferagéo celular
(ONUCHIC; CHAMMAS, 2010), pois células saudaveis, por meio de sinais bioquimicos, se
desenvolvem, diferenciam-se e morrem, enquanto células cancerigenas nao respondem a estes sinais
e se proliferam de maneira inadequada e exacerbada no organismo (dando origem ao tumor),
invalidando o processo natural (ALVES; NEPOMUCENO, 2012).

Nos animais, as células neoplasicas assumem diferentes formas e niveis de agressividade, sendo
0 cancer considerado a doenca de maior mortalidade, responsavel por cerca de 50% dos Obitos
ocorridos, situagdo de grande sofrimento para tutores e equipe profissional veterinaria (FUKUMASU et
al., 2015; DE MENINE, 2021). A incidéncia vem aumentando, tornando-se dificil prever a expectativa
de vida de cées e gatos acometidos, pois as neoplasias mais comuns nestes pacientes sdo malignas
em sua maioria, possuindo diversos fatores de risco, principalmente quando o diagnéstico é tardio,
impossibilitando tratamento de sucesso (REYS et al., 2020). E importante ressaltar que a prevengao, o
acesso precoce ao diagnéstico e tratamento de neoplasias favorecem as chances de cura, tornando a
terapia em pacientes oncolégicos mais promissora (STRASSER-WEIPPL et al., 2015). De acordo com
Magrin (2020), cerca de 70% das neoplasias como as de mama, por exemplo, sdo malignas e afetam
principalmente fémeas com idades entre 7 e 12 anos, onde o tratamento geralmente é cirdrrgico,
podendo envolver quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia, visando o controle local e sistémico
da doenca.
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Muitos séo os estudos que analisam a toxicidade e os indices de respostas a essas condutas e é
notavel a necessidade de mais pesquisas que estudem novas alternativas terapéuticas com menor
toxicidade e efeitos colaterais. Sendo assim, a busca por novas substancias com atividade antitumoral
é de extrema importancia, uma vez que diversos tipos de tumores desenvolvem resisténcia as drogas
existentes (DE CARVALHO; DE ALMEIDA, 2020). As plantas E. tirucalli e S. grantii Hook sdo arbustos
de grande porte, nativas da Africa. No Brasil, o latex de ambas é preparado na forma de “garrafada”,
sendo utilizado pela medicina popular (ANDRADE et al., 2020). Estas plantas tém demonstrado
algumas propriedades farmacoldgicas anticarcinogénicas, antiinflamatorias, atividade hemostatica,
acao fibrinolitica e imunorreguladoras. Portanto, torna-se necessario que estudos levem a descoberta
de seus mecanismos de acao terapéutica, porém, pesquisas direcionadas e complexas, desde a
experimentagdo in vitro até o estudo in vivo, precisam ser conduzidas (MARTINS et al., 2017). Este
projeto propés estudar, em células de adenocarcinoma mamario humano (MCF-7), aviabilidade celular
e distribuicao dos filamentos de actina, apds a exposi¢cdo ao tratamento com o latex de cada uma das
plantas previamente cultivadas sob exposi¢éo total ou parcial (30%) a luz solar.

Metodologia

1. Plantio e cultivo de Avelds eJanauba

Quatro mudas de E. tirucalli (Avelds) e duas mudas de S. grantii Hook (Janauba) foram plantadas e
cultivadas no viveiro de plantas localizado na UNIVAP, utilizando substrato para plantas classe A
BIOMIX puro, contendo composto organico, cinzas e cascas de eucalipto, condutividade elétrica 0,8
mS/cm, CRA de 55%, umidade de 45%, densidade de 350 km/m3 e pH 6,8.

2. Crescimento das plantas sob diferentes exposi¢fes solares

Um vaso de cada espécie foi posicionado a 100% de exposi¢éo a luz solar e, os demais, sob uma
tenda de protecao, permitindo 30% de incidéncia solar. Desta forma, pode-se avaliar se a exposi¢ao
solar tem efeito diferencial sobre a possivel agdo anticarcinogénica.

3. Coletado latex das plantas

A partir da extracdo de folhas da Janauba e galhos da Avelds, o material leitoso foi coletado. Duas
gotas (aproximadamente 45 uL) do latex de cada espécie foram coletadas e diluidas em 4955 uL de
agua ultrapura. As amostras foram estocadas ao abrigo da luz (envoltas com papel aluminio), a 4 °C.

4. Culturade células de adenocacinoma mamario humano (MCF-7)

As células MCF-7 (BCRJ 0162) foram cultivadas em garrafas de cultura celular de 25 cm?, em meio
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino,
estreptomicina 100 yg/ml e ampicilina 50 pyg/ml.

5. Exposic¢éo das células ao latex

As células foram distribuidas em placas de 96 pocos, na densidade de 5x10% células por poco. Apos
plagueamento, as células foram incubadas overnight em estufa, a 37°C e 5% de CO.. No dia seguinte,
realizou-se a diluigdo e filtracdo de 2,5 mL de latex e 2,5 mL de meioDMEM. Foram avaliados 5 grupos,
em quadruplicata, nos periodos de 24 e 48 horas:

Controle (células sem exposicao ao latex);

b. Avelds 30% (células incubadas com latex de Avelds sob 30% de exposi¢éo a luz solar);

c. Avelbs 100% (células incubadas com latex de Avelés sob 100% de exposicdo a luz solar);

d. Janalba 30% (células incubadas com latex de Janauba sob 30% de exposicdo a luz solar);

e. Janalba 100%(células incubadas com latex de Janauba sob 100% de exposi¢éo a luz solar).

6. Viabilidade celular

Logo apos 24 ou 48 horas de exposicao aos latex mencionados, as células foram incubadas & 37°C
e 5% CO2em Resazurina 10% diluida em meio DMEM, por 2 horas, seguindo o protocolo do fabricante
(Thermofisher), o qual recomenda incubacéo de 1 a 4 horas com a solugdo e o exemplo da pesquisa
de Li et al. (2012), que utilizou mesma linhagem celular. A Resazurina € um composto néo toéxico e
permedavel as células, que ao entrar nelas, reduz-se em aresorufina. Células viaveis, convertem
continuamente a resazurina em resorufina, aumentando a fluorescéncia geral e a cor do meio que
envolve as células e de acordo com o0s estudos de Xiao et al (2010) Larsson et al. (2020), pode-se
considerar tal ensaio como de viabilidade.

Em seguida, realizou-se a leitura da fluorescéncia da solucao no leitor de placa Vantar Star PM BMG
labtech (excitacdo em 544 nm e emissdo em 640 nm). Como controle negativo, a solu¢cdo de
Resazurina 10% livre de células foi incubada pelo mesmo periodo, nas mesmas condi¢cdes.

7. Marcacgdao citoesqueleto e nicleo

o
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A fim de observar a disposicdo do citoesqueleto e o aspecto da cromatina celular, logo apés 48
horas de exposicdo aos latex, as células foram permeabilizadas, por 15 minutos, com Triton X-100
0,1% (diluido em tampao fosfato salina, PBS) e incubadas com rodamina-faloidina (1:100, Invitrogen
TM, 1810954) e 0,5 ug/mL de DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol), por 30 minutos, a temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram lavadas com PBS e analisadas no microscopio de
fluorescéncia (Leica DMIL LED). Futuramente, com o desenvolvimento deste ensaio, serdo feitas
marcagdes celulares em diferentes tempos.

Resultados

Observou-se significativa morte celular e alteracdo da distribuicdo citoplasmatica nas células
tratadas com os latex em diferentes condi¢des, demonstrando importante potencial antitumoral do latex
extraido de tais plantas. Pelo ensaio de citoviabilidade (Figuras 1 e 2), demonstrou-se a significativa
eficacia dos latex na reducdo da viabilidade das células tumorais. Apds 24 horas de exposicao (Figura
1), todos os tratamentos reduziram significativamente (p < 0,0001 em relagdo ao grupo controle) a
viabilidade celular. J& ap6s 48 horas de incubagéo, as células incubadas com os latex de Avelds ou
Janauba 30% de exposi¢éo solar, tiveram sua viabilidade totalmente reduzida, ao passo que o grupo
Janauba 100% de exposicdo solar manteve uma pequena viabilidade (32,9 £ 11,6%, em relagédo ao
grupo controle), a qual também foi estatisticamente menor em relacdo ao grupo controle (p < 0,0001).

Figura 1: Citoviabilidade de células MCF-7 expostas ao latex de Avelos ou Janauba por 24 horas. Os
grupos estéo distribuidos como porcentagem em relacdo ao grupo controle. (*p < 0,05, **p < 0,01 e ****p <
0,0001, entre os grupos comparados).
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Fonte: o autor.
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Figura 2: Citoviabilidade de células MCF-7 expostas ao latex de Avelés ou Janauba por 48 horas. Os
grupos estao distribuidos como porcentagem em relagdo ao grupo controle. (****p < 0,0001, em comparagao
ao grupo controle).
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A marcacéo dos filamentos de actina, por rodaminafaloidina (Figura 3) foi realizada nas células
MCF-7 incubadas com E. tirucalli e S. grantii. Na Figura 3, a primeira coluna apresenta o grupo controle,
nele, a seta branca indica nicleo integro com cromatina marcada; o asterisco demonstra célula em
processo mitético, apontando um importante sinal de citoviabilidade neste grupo. As demais colunas
demonstram o0s grupos tratados com Aveldés ou Janaiba (30% ou 100% de exposi¢do solar),
respectivamente; neles, as setas amarelas indicam nucleo retraido, picnoético e fragmentado. As setas
verdes demonstram a alteragdo do citoesqueleto com despolimerizacdo dos filamentos de actina e
também sua degradacéo, apds os tratamentos antitumorais.

Figura 2: Morfologia e distribuicdo citoesqueleto/nicleo de células MCF-7 tratadas por 48horas com Avelos ou
Janauba (30 ou 100% de exposic¢do solar). As células foram marcadas com dapi (azul) e rodamina-faloidina
(vermelho). A seta branca indica nucleo integro; o asterisco, processo mitético. As setas amarelas apontam

nudcleo retraido, picnético e fragmentado. As setas verdes demonstram retracdo dos filamentos de actina.
Barras de escala: 20 pm.
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Fonte: o autor.
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Discusséo

A utilizacdo de tratamentos complementares contra o cancer, a base de fitoterapico, é de grande
valia para a medicina veterinaria, integrando tratamentos convencionais, proporcionando resultados
significativos para o prognostico de pacientes oncolégicos. De acordo com Santos et al. (2016),
camungos com células tumorais de Ehrlich implantadas, obtiveram 6timos resultados com o tratamento
realizado com o extrato hidroalcodlico de E. tirucalli, aumentando a expectativa de vida dos animais.
Oliveira et al. (2013), realizaram um estudo in vitro com a acao do latex da S. Grantii Hook em células
de melanoma (B16F10) e observaram reducdo de sua viabilidade, corroborando com os resultados
observados nas Figuras 1 e 2, nos quais a viabilidade de células MCF-7 foram significativamente
reduzidas apds 24 e 48 horas de incubacdo com os latex, indicando que o efeito antitumoral das plantas
descritas, pode ser demonstrado em outros tipos de neoplasias, ndo apenas a de mama, podendo
tornar a pesquisa mais ampla no futuro.

Alves & Nepomuceno (2012) descrevem que a ingestéo da solugdo do latex de E. tirucalli reduz, em
Drosophila melanogaster, a concentracdo de células neoplasicas, estimulando a producéo de citocinas,
ativando o sistema imune, comparando a acdo entre o latex e um quimiotergpico farmacéutico. Em
concordancia com Ribeiro et al. (2019), a Avelds possui baixa toxicidade, favorecendo este estudo para
futuros ensaios in vivo. J4 a S. Grantii Hook possui um raro éster diterpénico de forbol (3,4,12,13-
tetraacetilforbol-20-fenilacetato), que exibe efeito citostatico favoravel contra células tumorais como
glioma, mama, rins e pulmé&o,baixa toxicidade, sendo popularmente utilizada pela medicina popular nos
tratamentos para cancer, gastrite, alergias e inflamacdes (CAMPOS et al., 2016; JESUINO et al., 2019),
0 que também pode favorecer os animais que estiverem em tratamento. Conforme observado na Figura
3, possivelmente este efeito citostatico pode ser o responsavel pelo desarranjo citoesquelético
observado nas células ap6s incubacéo com os latex, por 48 horas.

Nossos resultados corroboram os autores acima mencionados, uma vez que foi observado potencial
estatistico de reducdo de viabilidade (Figuras 1 e 2), além de desarranjo e desorganizacéo
morfolégicos nucleares e citoesqueléticos das células MCF-7 (Figura 3) apds os tratamentos
realizados. Embora tais resultados sejam muito promissores, mais investigacdes sdo necessérias, a
fim de contribuir com o uso destes compostos sustentaveis e naturais nocombate antitumoral, incluindo
analises moleculares e ensaios in vivo com modelos de desenvolvimento tumoral. A ciéncia é primordial
para a descoberta de tratamentos com menos efeitos colaterais para o cancer, doenca que vem
degenerando a vida de diversos animais, mesmo frente as terapias convencionais. Visando a grande
diversidade de plantas que o Brasil oferece, o estudo de novas técnicas terapéuticas contra o cancer,
principalmente com o uso de fitofarmacos, integrando o tratamento ou agindo diretamente sobre o
paciente, representa um grande impacto para a sociedade e para a medicina veterinaria.

Conclusao

Foi possivel analisar a reducéo da viabilidade celular de MCF-7 frente ao tratamento com E. Tirucalli
ou S. Grantii Hook, concluindo que ambas as plantas contribuem para a morte das células neoplasicas
utilizadas neste ensaio. Foram também demonstradas as alteragdes morfolégicas no nlcleo e
citoesqueleto das células apds os tratamentos, demonstrando o potencial dos latex na desorganizagéo
estrutural das células, resultando em sua morte. Mais estudos sdo necessarios para avaliacdo da
citotoxicidade em células saudaveis e caracterizacdo do latex, bem como novos ensaios em células
cancerigenas, para entdo a utilizacao in vivo ser realizada com seguranca.
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