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RESUMO

SILVA, Franciele Filardi Cimino, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2025. Do bioativo natural ao modelo avancado: explorando 6leos essenciais e
culturas 3D para novas terapias anticancer. Orientadora: Anesia Aparecida dos
Santos. Coorientadora: Vania Maria Moreira Valente.

O tratamento do cancer enfrenta o duplo desafio de encontrar agentes terapéuticos
seletivos e desenvolver modelos pré-clinicos fidedignos para predizer a resposta
clinica. Esta tese abordou ambos os desafios através de trés eixos de pesquisa. O
primeiro investigou o potencial de produtos naturais, revelando um perfil de atividade
distinto para cada éleo essencial (OE) testado: enquanto o OE de canela (rico em
fenilpropanoides) destacou-se pela alta atividade citotéxica, o OE de camomila (rico
em sesquiterpenos) e o OE de noz-moscada (rico em monoterpenos) exibiram
notavel seletividade, respectivamente, contra células de hepatocarcinoma (IS > 77) e
células de cancer de mama (IS > 13). O segundo eixo se propbs a superar as
limitacbes metodoldgicas encontradas nos modelos celulares bidimensionais (2D)
por meio da padronizacao de um modelo de esferoide celular tridimensional (3D)
cultivado em substrato de rigidez controlada. O modelo 3D foi crucial para revelar
que o provavel mecanismo antitumoral dos OEs é a desestabilizacdo da arquitetura
do agregado via quebra da adesao célula-célula, e ndo apenas a citotoxicidade
direta. Finalmente, o Udltimo eixo da pesquisa foi o desenvolvimento de uma
plataforma ex vivo de explantes tumorais vascularizados para o adenocarcinoma
ductal pancreéatico (PDAC), que permitiu diferenciar mecanismos de resisténcia a
quimioterapicos, como a fuga proliferativa, validando seu potencial como ferramenta
preditiva para a medicina de precisao. Em conjunto, este trabalho avanca desde a
prospeccao de agentes bioativos até a criacdo de modelos preditivos complexos,
contribuindo com novas ferramentas para a oncologia translacional.

Palavras-chave:
cancer; 6leos essenciais; cultura de células 3D



ABSTRACT

SILVA, Franciele Filardi Cimino, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October,
2025. From natural bioactive to advanced model: exploring essential oils and
3D cultures for new anticancer therapies. Adviser: Anesia Aparecida dos Santos.
Co-adviser: Vania Maria Moreira Valente.

Cancer treatment faces the dual challenge of finding selective therapeutic agents and
developing reliable preclinical models to predict clinical response. This thesis
addressed both challenges through three research axes. The first investigated the
potential of natural products, revealing a distinct activity profile for each essential oil
(EO) tested: while cinnamon EO (rich in phenylpropanoids) stood out for its high
cytotoxic activity, chamomile EO (rich in sesquiterpenes) and nutmeg EO (rich in
monoterpenes) exhibited remarkable selectivity against hepatocellular carcinoma
cells (IS > 77) and breast cancer cells (IS > 13), respectively. The second axis aimed
to overcome the methodological limitations found in two-dimensional (2D) cell models
through the standardization of a three-dimensional (3D) cellular spheroid model
cultivated on a substrate of controlled rigidity. The 3D model was crucial in revealing
that the likely antitumor mechanism of the OEs is the destabilization of the aggregate
architecture via disruption of cell-cell adhesion, and not just direct cytotoxicity. Finally,
the last axis of the research was the development of an ex vivo platform of
vascularized tumor explants for pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), which
allowed the differentiation of chemotherapy resistance mechanisms, such as
proliferative escape, validating its potential as a predictive tool for precision medicine.
Taken together, this work advances from the prospecting of bioactive agents to the
creation of complex predictive models, contributing new tools to translational
oncology.is the destabilization of the aggregate architecture via disruption of cell-
cell adhesion, and not just direct cytotoxicity. Finally, the last axis of the research
was the development of an ex vivo platform of vascularized tumor explants for
pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), which allowed the differentiation of
chemotherapy resistance mechanisms, such as proliferative escape, validating its
potential as a predictive tool for precision medicine. Taken together, this work
advances from the prospecting of bioactive agents to the creation of complex
predictive models, contributing new tools to translational oncology.

Keywords:
cancer; essential oils; 3D cell culture
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INTRODUGAO GERAL

Cancer é um grande grupo de doengas que podem comegar a se desenvolver
em quase todos os 6rgaos do corpo. Essas doengas sado caracterizadas pela
proliferacdo incontrolavel de células anormais, que adquirem a capacidade de
extravasar do tecido de origem e invadir tecidos adjacentes. O processo em que
as células malignas se espalham para outros 6rgaos € chamado de metastase,
a qual é uma das principais causas de morte por cancer (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE, 2020).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, o cancer é a segunda principal
causa de morte no mundo, sendo responsavel no ano de 2018 por cerca de 9,6
milhdées de mortes. Isso quer dizer que 1 em cada 6 mortes que ocorrem ao redor
do mundo sdo causadas pelo cancer. O cancer de pulmao, préstata, colorretal,
estdmago e carcinoma hepatocelular sdo os tipos mais comuns de cancer nos
homens, enquanto o cancer da mama, colorretal, pulmonar, cervical e de tireoide
s&o os tipos mais comuns entre as mulheres (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2022).

Estima-se que os casos de cancer ao redor do mundo aumentarao em 75%
até 2050 (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2019), e
fatores como: poluicdo, envelhecimento, consumo de alcool e tabaco,

inflamacdes e obesidade sao os principais responsaveis.

As mudancas pelas quais as células normais do corpo passam para se
tornarem malignas séo o resultado da interagdo entre os fatores genéticos de
uma pessoa € trés categorias de agentes externos: 1) exposicdo a agentes
fisicos, tais como radiagao ultravioleta e ionizante; 2) exposicdo a agentes
quimicos, como o amianto (comumente encontrado em telhas, pecas
automotivas e caixas d'agua), componentes do fumo do tabaco, aflatoxina (um
contaminante alimentar) e arsénio (um contaminante da agua potavel); e 3)
exposicao a agentes bioldgicos, como infecgdes por certos virus, bactérias ou
parasitos tais como hepatite e papilomavirus humano (HPV) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2022).



Introducgao Geral

O cancer de mama, o carcinoma hepatocelular e o cancer colorretal estdo
entre os 10 tipos de cancer mais incidentes e mortais a nivel mundial, em ambos
os sexos (FERLAY et al., 2024). E por isso, carecem de novas estratégias
terapéuticas mais eficazes, que visam o bem-estar do paciente e que sejam de

baixo custo.

O uso de produtos naturais para fins terapéuticos € tado antigo quanto a
civilizagdo humana e seu estudo € fundamental para a descoberta de novos
medicamentos. Oleos essenciais (OEs), sdo misturas complexas de metabdlitos
secundarios das plantas, e seus compostos bioativos apresentam inumeras
propriedades biolégicas e farmacéuticas, incluindo atividade anticancerigena.
Evidéncias demonstram que OEs exercem efeitos citotoxicos, antiproliferativos
e antimetastaticos em culturas de células tumorais, seja de forma isolada ou em
sinergia com quimioterapicos convencionais, 0 que 0s posiciona como uma via
promissora para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas contra o
cancer (KOZICS et al., 2025).

Ao longo dos anos, muitas abordagens foram desenvolvidas para sintetizar
tumores in vitro com o objetivo de analisar a biologia do cancer e identificar
medicamentos promissores. Culturas celulares tridimensionais (3D), como os
esferoides, sdo ferramentas valiosas que podem prever com mais veracidade a
heterogeneidade do tumor do que a monocamada de células 2D. Mas os
esferoides ainda carecem de interagdes importantes, como por exemplo, células
imunes e vasculatura (BAZOU et al., 2016).

Nesse sentido, surge uma alternativa para determinar a eficacia de terapias
antitumorais em modelos mais semelhantes ao microambiente tumoral: os
explantes tumorais vascularizados, do inglés, “vascularized tumor explants”
(VTE). Essa plataforma pode ser utilizada para predizer terapias personalizadas
a pacientes: amostras de bidpsias inseridas nos tecidos vascularizados in vitro
sao tratadas com diferentes quimioterapicos e o melhor resultado é selecionado

para tratamento adjuvante ou neo-adjuvante.

Essa tese foi dividida em trés capitulos. O primeiro esta dedicado a estudar
a eficacia quimioterapica de quatro OEs em linhagens celulares de cancer de

10



Introducgao Geral

mama, cancer colorretal e carcinoma hepatocelular. O segundo capitulo aborda
o desenvolvimento de um protocolo para produgdo de culturas celulares
tridimensionais em forma de esferoides. E o terceiro capitulo, tem como foco
principal o desenvolvimento de uma nova abordagem, utilizando modelos de
células tridimensionais (3D) inseridas em tecidos vascularizados in vitro, e
tratadas com quimioterapico comercial para adenocarcinoma ductal pancreatico
(PDAC).

11
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CAPITULO 1

ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Matricaria
chamomilla, Myristica fragrans, Cinnamomum cassia e Cinnamomum
zeylanicum NAS LINHAGENS CELULARES HUMANAS DE CARCINOMA
HEPATOCELULAR, COLORRETAL E MAMARIO

1. INTRODUGAO

Embora alguns dos métodos convencionais, como a quimioterapia, a
radioterapia e a cirurgia, sejam eficazes no tratamento de alguns tipos de cancer,
0S mesmos, causam inumeros efeitos colaterais aos pacientes por serem
inespecificos. Além disso, embora muitos tipos de cancer sejam inicialmente
suscetiveis a quimioterapia, com o tempo, as células do tumor podem
desenvolver resisténcia por meio de mutacbes de DNA ou alteragdes
metabodlicas que promovem a inibicdo e degradagdo de medicamentos,
reduzindo significativamente a eficacia das drogas sintéticas (HOUSMAN et al.,
2014). Terapias direcionadas e imunoterapias apresentam apesar de serem
mais eficazes, sao bastante onerosas (YAHYA et al., 2025). Considerando a falta
de abordagens com alta seletividade ao tumor e de baixo custo, o
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos naturais € urgentemente

necessario.

A natureza tem sido uma farmacéutica inspiradora ao longo da histéria da
humanidade, fornecendo uma vasta gama de compostos bioativos que servem
de base para o desenvolvimento de medicamentos. A partir de plantas, animais
e microrganismos, diversos farmacos essenciais foram isolados e sintetizados
(MATHUR et al., 2017).

Alguns exemplos classicos de farmacos derivados da pesquisa com produtos
naturais incluem: aspirina: derivada do &cido salicilico, encontrado na casca do
da arvore Salix alba — € um dos medicamentos mais utilizados no mundo para
aliviar a dor, febre e inflamagdo (UGURLUCAN et al., 2012); morfina: obtida do
opio, uma resina extraida da planta Papaver somniferum L. — € um potente

13



Capitulo 1

analgésico utilizado para o tratamento de dores intensas, especialmente em
casos de cancer (CRAGG et al., 2001); penicilina: descoberta por Alexander
Fleming em um bolor de penicillium — foi o primeiro antibiotico a ser utilizado em
larga escala, revolucionando o tratamento de infecgdes bacterianas (GAYNES,
2017); taxol: isolado da casca da arvore Taxus brevifolia — € um farmaco
quimioterapico (paclitaxel) utilizado no tratamento de diversos tipos de cancer,
como cancer de ovario e cancer de mama (YANG et al., 2020); artemisinina:
extraida da planta Artemisia annua — € um farmaco antimalarico altamente
eficaz, especialmente contra formas resistentes do parasita da malaria
(KATIYAR et al., 2012); vincristina e vinblastina: obtidas da planta Vinca résea —
sao farmacos quimioterapicos utilizados no tratamento de leucemias e linfomas
(NOBLE, 1990).

A descoberta de produtos naturais bioativos a base de plantas representa um
marco na historia dos cuidados de saude. A extracdo de metabdlitos secundarios
vegetais, como os OEs, pode ser feita por meio de processos como destilagao a
vapor ou hidrodestilagdo (SHARMA et al., 2022). Os OEs sdo uma mistura
complexa de varios compostos quimicos, caracterizados principalmente pela
volatilidade, aroma, baixo peso molecular e densidade <1 - como a densidade
da agua é aproximadamente 1 g/cm® (ou 1 g/mL), os OEs sdo menos densos

que a agua (por isso flutuam) (ISHFAQ et al., 2018).

Os metabdlitos secundarios, cuja biossintese representa uma resposta
adaptativa da planta a estresses (KHAN et al., 2025), dividem-se em classes
principais com distintas origens. Os monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15)
sao as principais subclasses de terpenos, compostos organicos volateis e
lipofilicos derivados da via do isopreno (MVA/MEP). Os fenilpropanoides, por sua
vez, sao compostos aromaticos (estrutura C6-C3) derivados da via do
chiquimato/PAL, tendo o cinamaldeido e o eugenol como exemplos classicos
(DE SOUSA et al., 2023). Na planta, essas classes sao cruciais para a defesa:
os terpenos atuam como toxinas diretas e sinalizadoras, enquanto os
fenilpropanoides conferem defesa estrutural (lignina) e quimica contra patégenos
e radiagéo UV (ALUM et al., 2025).

14



Capitulo 1

A funcéo de defesa ecoldgica desses compostos €, paradoxalmente, a base
de sua vasta aplicagao clinica. Até agora, mais de 3000 OEs foram descritos,
dos quais cerca de um décimo sao relevantes para as industrias farmacéutica,
nutricional ou cosmética (SHARIFI-RAD et al, 2017). A importancia terapéutica
dessas classes reside em sua ampla bioatividade (anti-inflamatdria, antioxidante)
e, no contexto oncoloégico, na capacidade de modular multiplas vias de
sinalizagao celular (ALUM et al., 2025). A mesma lipofilia que os terpenos usam
na defesa facilita, na clinica, a travessia de membranas celulares para induzir
apoptose, como demonstrado pelo B-cariofileno em linhagens celulares de
cancer de pulmao (A549) (SHABANA et al., 2023).

Apesar dos beneficios, o uso de OEs na industria enfrenta alguns desafios.
Um deles, € que a instabilidade quimica, assim como a biodisponibilidade dos
compostos bioativos dos OEs e extratos vegetais pode variar de acordo com
fatores como espécie vegetal, local de cultivo e método de extragéo, dificultando

assim a padronizacao desses produtos (SADGROVE et al. 2022).

Através de técnicas analiticas como cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), é possivel identificar os componentes
quimicos presentes em um OE e avaliar seu potencial biologico (STASHENKO
et al. 2017). Assim, os compostos de interesse podem ser isolados e purificados

para serem estudados individualmente.

Ao serem isolados e purificados, os compostos bioativos dos OEs podem ser
utilizados em testes in vitro e in vivo para avaliacido de seu mecanismo de acao
no interior das células bem como da sua toxicidade (CHAACHOUAY et al., 2024).
Tecnologias de encapsulamento, como por exemplo, carreadores lipossomais,
podem ser utilizadas para superar as limitagdes intrinsecas dos OEs — como
volatilidade, baixa solubilidade em agua e sensibilidade a degradagao por luz,
calor e oxigénio (SHERRY et al., 2013). A suspensdo lipossomal pode ser
convertida em pé por liofilizagado e misturada a excipientes, abrindo perspectivas
promissoras para a formulacao de comprimidos. Vislumbra-se que, no futuro, a
industria farmacéutica possa empregar essa tecnologia para fabricar novos
farmacos (NAVEEN & KANDASAMY, 2022).
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Os OEs se destacam por possuirem aspectos farmacolégicos bastante
versateis como, por exemplo, atividades antioxidantes, anti-inflamatérias,
antimicrobianas e antidiabéticas. Ademais, inumeros estudos comprovam que 0s
OE sao promissores quimioterapicos naturais (BHALLA et al., 2013; LESGARDS
et al., 2014; FITSIOU & PAPPA, 2019).

Isso se deve ao fato de que muitos OEs estudados até o momento, séo
altamente citotoxicos: eles podem induzir a morte celular programada de células
cancerigenas por meio de apoptose, necrose, parada do ciclo celular e disfungéo
das principais organelas celulares. Isso é coordenado por um aumento na fluidez
da membrana da célula afetada, redugdo da geracdo ATP, alteracdo no
gradiente de pH e perda do potencial mitocondrial (SHARIFI-RAD et al, 2017).
Além disso, os OEs podem apresentar efeito antimutagénico, antiproliferativo,

antimetastatico e antiangiogénico nas células tumorais (BAYALA et al., 2014).

Com base na literatura, selecionamos quatro espécies de plantas para este
estudo. O critério de escolha foi a predominéncia de uma das trés principais
classes de compostos em seus OEs: sesquiterpenos (Matricaria chamomila L.),
monoterpenos (Myristica fragrans Houtt.) e fenilpropanoides (Cinnamomum
cassia e Cinnamomum zeylanicum). Apesar do OE dessas espécies ja
possuirem ampla atividade antitumoral descrita na literatura, ainda séo escassos
ou inexistentes os estudos que investigam o potencial citotoxico dos mesmos,
especificamente contra as linhagens celulares HepG2, SW480 e MCF-7. Dessa
forma, este estudo se justifica pela necessidade de preencher essa lacuna,

avaliando o potencial terapéutico desses OEs nos modelos in vitro selecionados.

A primeira das classes quimicas abordadas neste estudo, a dos
sesquiterpenos, € predominantemente encontrada na composi¢cao do OE de
Matricaria chamomila L. (Asteraceae). Popularmente conhecida como camomila,
(FIGURA 1), é uma planta anual nativa de regides temperadas da Asia e da
Europa, medindo de 10 a 80 cm de altura. Possui folhas longas e pequenas flores

brancas com miolo amarelo, semelhantes as margaridas (DAl et al., 2022).
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Figura 1 — Matricaria chamomilla L.
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Diferentes partes e habito de Matricaria chamomilla L. (camomila-alema). (A) planta em
floracéo; (B) capitulo; (C) flor do raio; (D) flor do disco; (E) corte longitudinal do capitulo; (F)
lobos da corola da flor do disco; (G) anteras; (H) estigma; (I) cipsela (fruto); (J) capitulos
florais frescos.

Fonte: CHAUHAN et al. (2022).
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O OE de camomila € um liquido aromatico de cor azul intensa provinda
de azulenos (camazuleno), obtido por hidrodestilagdo dos capitulos florais da
planta (NOVAKOVA et al., 2010). Devido aos seus efeitos benéficos, é
amplamente utilizado como aditivo de banho para inflamagdes da pele, em

produtos para higiene oral e maquiagens ou shampoos (ZENGIN et al., 2023).

Além das propriedades analgésicas, antialérgicas, antiespasmodicas,
antibacterianas e anti-inflamatérias da camomila, essa planta medicinal é
também considerada um indutor do sono e um tranquilizante suave (SHINOMIYA
et al., 2005). Além disso, alguns estudos sugerem que os extratos de camomila
possuem propriedades hipoglicémicas (KATO et al., 2008), hepatoprotetoras
(GUPTA & MISRA, 2006), antioxidantes (CVETANOVIC et al., 2015) e efeitos
antitumorais contra cancer de prostata, mama, ovario e colorretal (SRIVASTAVA
& GUPTA, 2007; AL-DABBAGH et al., 2019; SHEBBO et al., 2020; JOUMAA et
al., 2020).

O OE de Matricaria chamomila L. e seus constituintes bioativos, com
destaque para o flavonoide apigenina, tém seu potencial antineoplasico
consistentemente validado em investigagbes recentes. A literatura demonstra
que a apigenina exerce potentes efeitos antiproliferativos e pré-apoptéticos em
um vasto espectro de linhagens tumorais, incluindo as de cancer colorretal, de
mama, pancreas e glioblastoma, através da modulagdo de vias de sinalizagao
cruciais como a PI3K/Akt e a MAPK (DANESHVAR et al., 2023). Além do
controle sobre a viabilidade celular, a apigenina demonstra uma potente agao
antimetastatica: estudos recentes evidenciam sua capacidade de suprimir a
migracdo e a invasao celular ao inibir vias como a Wnt/B-catenina e regular
negativamente a expressdo de metaloproteinases. (NAPONELLI et al., 2024).
Adicionalmente, o composto tem sido apontado como um agente promissor no
combate a quimiorresisténcia e na atuagéo sobre células-tronco tumorais (OU et
al., 2024).

Myristica fragrans Houtt. (Myristicaceae) foi a espécie selecionada como
representante da segunda principal classe fitoquimica investigada: a dos
monoterpenos. Conhecida popularmente como noz-moscada (FIGURA 2), trata-

se de uma arvore perene aromatica nativa da Indonésia, que atinge de 10 a 20
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metros de altura e possui galhos espalhados e frutos carnudos amarelos. Seu

uso como condimento natural na cozinha remonta a séculos (ZHAO et al., 2020).

Figura 2 — Myristica fragrans Houtt.

Aspectos morfoldgicos e produtos derivados de M. fragrans Houtt: (A) habito da planta; (B) folhas;
(C) fruto maduro aberto, exibindo a semente coberta pelo arilo; (D) flores; (E) semente (noz-
moscada); (F) frutos; (G) produto processado: noz-moscada moida.

Fonte: Adaptado de KHAMNUAN et al. (2023).

O OE de noz-moscada, normalmente extraido por destilagcdo a vapor de
sementes moidas de Myristica fragrans, é conhecido por suas propriedades
antitromboticas, antimicrobianas, antioxidantes e antitumorais (CHATTERJEE et
al., 2007; GINTING et al., 2021).

A noz-moscada mostra eficacia terapéutica em disturbios gastrointestinais e
€ um agente amplamente utilizado para o tratamento de doengas estomacais na
China. Nesse contexto, um estudo de Li et al. (2015) demonstrou que a
suplementagao alimentar com o OE de noz-moscada em camundongos preveniu
o desenvolvimento de cancer de célon por meio da modulagao da inflamacéao da

microbiota intestinal (LI et al., 2015).
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Em outro estudo, Le e colaboradores (2017) demonstraram que o O.E. de
noz moscada induziu a apoptose e inibiu a capacidade de formacgao de col6nias
em células de cancer de mama (MCF-7). Além disso, a injegdo intraperitoneal do
O.E. em camundongos suprimiu o crescimento tumoral de células de cancer
mamario (4T1). Isso indica o potencial do tratamento com Myristica fragrans para

a prevencgao e o tratamento do cancer de mama (LE et al., 2017).

Em 2021, outro estudo mostrou que a miristicina, principal constituinte do OE
de noz-moscada, exerce um efeito terapéutico no carcinoma hepatico ao
suprimir a via de sinalizagao PI3K/Akt/mTOR, podendo, portanto, ser usada
como um novo medicamento potencial para o tratamento do carcinoma hepatico
(BAO & MUGE, 2021).

Finalmente, para ilustrar a classe dos fenilpropanoides, foram selecionadas
duas espécies do género Cinnamomum, cuja casca interna da origem a
especiaria popularmente conhecida como canela. Ambas pertencem a familia
Lauraceae e séo arvores perenes de folhas largas, nativas do sul da China.
Existem mais de 250 espécies de canela, mas as mais conhecidas e as que
iremos estudar sdao a Cinnamomum cassia e a Cinnamomum zeylanicum
(FIGURA 3) (RAO et al., 2014), principalmente devido as suas atividades

anticancerigenas.
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Figura 3 — Cinnamomum cassia (L.) e Cinnamomum zeylanicum (L.)

Cinnamomum zeylanicum Cinnamomum cassia

Folhas

Flor

Fruto

Casca
(ndo processada)

(2) | (h)

Casca
(processada)

(i)

Comparagao morfolégica entre Cinnamomum zeylanicum e Cinnamomum cassia. Folhas (a, b);
as inflorescéncias (c, d); os frutos (e, f); a casca ndo processada no tronco (g, h) e a casca
processada (i, j) de C. zeylanicum (painéis a esquerda) e C. cassia (painéis a direita),
respectivamente. Notam-se as diferengas marcantes nos paus de canela, com C. zeylanicum
apresentando multiplas camadas finas em contraste com a casca Unica e espessa de C. cassia.

Fonte: Adaptado de DE SILVA et al., (2021)

O OE dessas duas espécies de canela é rico em cinamaldeido, um
composto conhecido por suas propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes e
antitumorais. Segundo Sadeghi et al. (2019), sua agao contra tumores inclui a
capacidade de induzir a apoptose (morte celular programada) e inibir a
proliferagdo celular, a metastase e a angiogénese. Essas e outras atividades

antitumorais sao, de fato, reportadas em inumeros estudos tanto para o éleo da

21



Capitulo 1

canela quanto para seus constituintes isolados. (ALAM et al., 2023; KWON et al.,
2010; YANG et al., 2015; LI et al., 2016; BANERJEE & BANERJEE, 2023;
DUTTA et al., 2018).

A literatura reporta que o tratamento com cinamaldeido é capaz de inibir
a proliferagao celular e induzir a morte por apoptose em linhagens de alta
agressividade, como as de cancer de mama triplo-negativo e de carcinoma
hepatocelular (LIU et al., 2020; NG & WU, 2011). Adicionalmente, as
investigacbes apontam para mecanismos de agdo que vao além da
citotoxicidade, incluindo a supressdao do potencial metastatico através da
reducdo da capacidade de migragdo e invasao celular. Estudos também
demonstram que o 6leo de canela pode modular vias importantes para a
progressao tumoral, como a inibi¢do da expressédo da metaloproteinase-9 (MMP-
9) e a inducao de estresse oxidativo, o que sugere um amplo espectro de alvos
moleculares (ALIYAH et al., 2022).

A analise da literatura demonstra, portanto, que os OEs de Matricaria
chamomila, Myristica fragrans e Cinnamomum spp. possuem um robusto
potencial anticarcinogénico, embora seus mecanismos de agao possam variar
conforme a composigcao quimica e o tipo de cancer investigado. A selecao destas
quatro espécies vegetais buscou abranger a diversidade das principais classes
de compostos bioativos em OEs, e preencher as lacunas no entendimento dos
efeitos antitumorais e dos mecanismos moleculares especificos contra linhagens
de alta relevancia clinica. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo
realizar a caracterizagao quimica comparativa destes OEs e avaliar sua atividade
citotéxica in vitro, a fim de fornecer dados cientificos que validem seu potencial

como fonte para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Avaliar a atividade antitumoral dos OEs de Matricaria chamomilla, Myristica
fragrans, Cinnamomum cassia e Cinnamomum zeylanicum nas linhagens
celulares de carcinoma hepatocelular (HepG2), cancer colorretal (SW480) e

céancer de mama (MCF-7).

2.2.Objetivos Especificos

a) Realizar a analise quimica dos principais constituintes dos OEs de Matricaria
chamomilla, Myristica fragrans, Cinnamomum cassia e Cinnamomum

zeylanicum;

b) Obter o valor da concentracao inibitéria de 90% (ICo0), 50% (ICs0) € 10% (IC10)
dos OEs sobre as linhagens ndo-tumorais VERO e BGM e sobre as linhagens
tumorais HepG2, MCF-7 e SW480;

c) Calcular o indice de Seletividade (IS) a partir dos valores da ICso;

d) Determinar se a morte celular causada pelos dos OEs ocorre por necrose ou

apoptose;

e) Avaliar a interferéncia dos tratamentos dos OEs no ciclo celular das células

tratadas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1.Cultivo Celular

Linhagens celulares de epitélio normal de rim de macaco — VERO (ATCC
CCL-81™) e BGM (CVCL_4125), e as linhagens de adenocarcinoma de célon
humano — SW480 (ATCC CCL-228™), carcinoma hepatocelular humano —
HepG2 (ATCC HB-8065™), e adenocarcinoma mamario humano — MCF-7
(ATCC HTB-22™), foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementados com
10% de soro fetal bovino (SFB), ampicilina 100U/mL e estreptomicina 0,1mg/mL
(todos Sigma Aldrich). Os frascos de cultura de poliestireno de cada linhagem
foram mantidos em incubadora (MCO-18AC Panasonic, U.S. Canada) a 37°C,
5% de CO2 e 95% de umidade relativa (condigbes padréo de cultivo celular).
Quando as culturas atingiam a subconfluéncia, as mesmas eram lavadas em
solugdo PBS-EDTA (2g.L") (Sigma-Aldrich) e removidas com solugdo de
tripsina-EDTA (2,5g.L") (Sigma-Aldrich), replaqueadas para manutencdo e/ou

experimentagdo ou congeladas em N2 liquido.

3.2. Material Vegetal e Preparo dos OEs

As flores secas de camomila (Matricaria chamomilla) — origem: Nacional —, a
noz-moscada em bola (Myristica fragrans) — origem: Indonésia —, a casca da
canela (Cinnamomum cassia) — origem: Vietna — e o 6leo pronto da casca de
canela (Cinnamomum zeylanicum) foram adquiridos em mercado local, € o
acesso foi registrado com o numero A637F5E e AAEOBCD no SisGen. Os OEs
foram obtidos no Laboratério de Desenvolvimento de Agroquimicos Naturais,
localizado no Centro Integrado de Pesquisa da Universidade Federal de Vigosa
— Campus Rio Paranaiba (LDAN-CIP/UFV-CRP). As analises quimicas foram
realizadas no Laboratério de Cromatografia (LC-CIP/UFV-CRP).

O material vegetal foi triturado com 500mL de agua em liquidificador e,
transferido para um baldo de fundo redondo de 1L que foi acoplado a um
aparelho Clevenger. Para o calculo de rendimento dos OEs, foi utilizado o

volume obtido por 100g de material vegetal seco.

As extracdes foram realizadas por meio de hidrodestilacdo. Neste método a

mistura (planta e agua) € mantida em ebulicdo constante. No vapor de agua
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formado ha presenca dos compostos volateis e apds o processo de condensacao
€ possivel observar uma mistura bifasica, onde a camada oleosa pode ser
separada por funil de separagdo ou extracdo com solventes. O OE obtido foi
recolhido em um frasco adequado e armazenado sob refrigeracdo. Para a
extracdo do oleo de Matricaria chamomilla foi necessario o tempo de
hidrodestilacao de 480 minutos; a massa total extraida foi de 200g e o volume
total de 6leo obtido foi de 0,5mL. Para a extragao do 6leo de Myristica fragrans
e Cinnamomum cassia foi necessario o tempo de hidrodestilacdo de 300
minutos, a massa total extraida foi de 100 e 200g, com volume total de 6leo

obtido de 7,0 e 6,8mL, respectivamente.

3.2.1. Analise quimica dos OEs

A caracterizagdo dos OEs foi obtida pela injegdo de 1uL da solugdo em
diclorometano, com concentracdo de 5 mg/mL, injetado através de auto-injetor
modelo AOC-20i Shimadzu, temperatura de 220°C; detector com temperatura de
240°C; razao split 1:20 e varredura de fragmentos de 45 a 600 (m/z), em um
cromatografo a gas acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM), modelo
Shimadzu QP2010. Foram utilizadas as seguintes condicdes cromatograficas:
coluna de silica fundida (30m x 0,25mm) com fase estacionaria RTX5 (0,25 um
de espessura do filme), hélio como gas de arraste com vazao de 1,0mL/min; a
temperatura programada do forno inicialmente a 60°C, com incremento de 2°C
por minuto até atingir a temperatura de 200°C, seguida de aumento de 5°C por
minuto até atingir a temperatura de 280°C (JARDIM et al., 2018).

A identificagdo dos compostos foi realizada pela comparagao dos espectros
de massas de cada substancia com a espectroteca NIST 05, e os indices
aritméticos (lIA) calculados foram comparados com a literatura (ADAMS, 2017).
O calculo do percentual relativo de cada componente foi dado através da razao
entre a area da integral dos respectivos picos, e a area total de todos os
contribuintes da amostra (NUNES et al. 2021).

Os |As foram obtidos pela Equacéao 1, apés injetado uma mistura de padrbes
de alcanos serie homologa de C7 (heptano) a C30 (tridecano), no cromatégrafo

empregando as mesmas condigdes cromatograficas do OE.

Equacao 1:
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14 = 100 Pz + 100 | BTx — RTPz J
- d RT(Pz + 1) — RTPz

Sendo que:
x: Componente de interesse;

Pz: Numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de

retencao imediatamente anterior ao tempo de retencéo de x;
RTx: Tempo de retencao de x;
RTPz: Tempo de retencao de z;

RT (Pz + 1): Tempo de retencdo do hidrocarboneto com tempo de

retencao imediatamente posterior ao tempo de retencao de x.

3.3.Ensaio de Citotoxicidade In Vitro

A sobrevivéncia/proliferagao celular foi mensurada por meio do ensaio do
MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio). Para as linhagens celulares
descritas anteriormente, foi avaliada a atividade citotoxica dos OEs de Matricaria
chamomilla, Myristica fragrans, Cinnamomum cassia e Cinnamomum
zeylanicum, para obtencao da IC10 e ICs0 e 1C90 dos mesmos. Para tanto, as
células foram semeadas em placas de 96 pogos a uma densidade de 1x10*
células/mL, e cultivadas por 24h sob condigdes padrédo de cultivo celular. Em
seqguida, as placas foram expostas a diferentes concentra¢des dos tratamentos,
e incubadas por 48 horas. As concentragdes de tratamento foram obtidas a partir
de uma solugao estoque (80 mg/mL), preparada pela dissolugdo do OE puro em
dimetilsulfoxido (DMSO). A partir desta, foram realizadas diluicbes seriadas em
meio de cultura completo (MC), resultando nas concentragdes finais de
tratamento, que variaram entre 12,5 ug/mL e 800 pg/mL, de forma que a
concentragédo de DMSO nao ultrapassasse 0,5% do volume total final. Para cada
concentragéo de tratamento e para cada linhagem celular, foram utilizadas sete
repeticdes (pogos) por placa, cada experimento foi repetido 3 vezes. Os
controles deste ensaio (100% de células viaveis) foram realizados com MC
contendo 0,5% de DMSO (v/v).
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Apods exposicao aos tratamentos especificos, 0 meio contendo as drogas foi
removido e a cada um dos pogos foi adicionado MC contendo 10% de solugao
MTT (3-{4,5- dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazélio bromido) a 0,5 mg/mL. As
placas foram incubadas por 4h a 37°C. O meio foi removido e os cristais de
Formazan formados foram dissolvidos em DMSO. A sobrevivéncia/proliferagcao
celular foi avaliada a partir dos valores de absorbancia das amostras obtidos em

espectrofotbmetro no comprimento de onda a 570 nm (FIGURA 4).

Os valores das concentragdes inibitérias de 10% (IC+0), 50% (ICs0) e 90%
(IC90) foram calculados por meio de uma regressao nao-linear log [Dose] versus
Resposta Normalizada (porcentagens de células viaveis), utilizando os
programas Microsoft Office Excel 2013® e GraphPad Prism® 5.0.

O indice de seletividade (IS) foi calculado a partir da ICs0. O IS indica a
seletividade de um composto entre uma linhagem neoplasica e uma linhagem
normal, e consequentemente, o potencial uso terapéutico desse composto em
testes clinicos. Assim, neste estudo, o IS corresponde a razao entre a ICso do
composto para células ndo-tumorais (BGM ou VERO) e a ICs0do composto para

células neoplasicas (HepG2, SW480 ou MCF-7), ou seja:

I1C5 Olinhagem normal

ICSOlinhagem neoplasica
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Figura 4 — Representacdo Esquematica do Ensaio de Viabilidade
Celular por MTT
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A imagem ilustra o procedimento do ensaio colorimétrico de MTT, utilizado para avaliar a
atividade metabdlica e a viabilidade celular, frequentemente em resposta a diferentes
tratamentos. Principio do Ensaio (Retidngulo vermelho): O método baseia-se na capacidade
das enzimas desidrogenases mitocondriais, presentes em células vivas e metabolicamente
ativas, de converterem o sal de tetrazdlio amarelo (MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
brometo de tetrazolio) em cristais de formazan, que possuem uma coloragdo roxa e séo
insoluveis em agua. A quantidade de formazan produzido é diretamente proporcional ao numero
de células viaveis. Etapas do Procedimento (Numeradas de 1 a 8): 1-Semeadura das
Células: Inicialmente, 10.000 células s&o distribuidas em cada pogo de uma placa de cultura de
96 pocos. 2-Incubacgao Inicial: As células sado incubadas por 24 horas a 37°C em uma atmosfera
com CO, para permitir sua adesao a superficie do pogo. 3-Adicdo dos Tratamentos: As
substancias a serem testadas (ex: farmacos, extratos) sao adicionadas aos pocos. 4-Periodo de
Tratamento: A placa é incubada por 48 horas para que os tratamentos possam exercer seus
efeitos sobre as células. 5-Adi¢gao do Reagente MTT: A solucdo amarela de MTT ¢é adicionada
a todos os pogos. 6-Formagao do Formazan: A placa € novamente incubada por 4 horas,
periodo no qual as células viaveis metabolizam o MTT e formam cristais de formazan. 7-
Visualizagao dos Cristais: Ao final da incubacéo, observa-se a formagao de precipitados roxos
(cristais de formazan) nos pogos contendo células vivas. 8-Solubilizagao e Leitura: Os cristais
de formazan sao dissolvidos com um solvente apropriado (como DMSQO), gerando uma solugéo
homogénea de cor roxa. A intensidade da cor é quantificada medindo-se a absorbancia em um
leitor de placas a um comprimento de onda de 570 nm.

Fonte: Adaptado de PARIKH, K. P. (2016).
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3.4.Ensaio de Apoptose

Para avaliagdo da morte celular, foi utilizado o ensaio de apoptose e necrose
por Anexina V-FITC/lodeto de Propidio (AN/PI). Esse ensaio se baseia em dois
pontos: primeiro, na ligagdo entre Anexina-V-FITC e fosfatidilserina na
membrana de células que estdo entrando em processo apoptético e, segundo,
na ligacao do iodeto de propidio (Pl) ao DNA em células em processo final de
apoptose ou necrose (FIGURA 5)

Figura 5 — Representacédo esquematica do ensaio de Anexina-V/FITC para
deteccao de apoptose

(A) Célula saudavel (B) Célula apoptdtica (C) Célula necrética

P 1
ad =D =)

L i
“ &

(A) Em células saudaveis, a fosfatidilserina (PS) é mantida na face interna da membrana
plasmatica. (B) Durante a apoptose, a PS é translocada para a face externa da membrana, onde
funciona como um sinal de reconhecimento para macréfagos. O ensaio utiliza a Anexina V, que,
marcada com FITC (fluorescéncia verde), liga-se especificamente a esses residuos de
fosfatidilserina expostos, em um processo dependente de Ca?*. Como a Anexina V ndo consegue
penetrar na membrana de células normais, ela cora apenas as células em apoptose. (C) O iodeto
de propideo (PI, fluorescéncia vermelha) é um corante de DNA que penetra e cora apenas as
células com a membrana danificada (em apoptose tardia ou necrose).

Fonte: Adaptado de Lumiprobe (2025).

Células HepG2 e SW480 foram tratadas durante 48h com a ICso dos OEs
foram tripsinizadas e a reacao enzimatica foi bloqueada com a adi¢cao de meio
de cultivo completo com 10% de SFB. As células foram centrifugadas por 5 min
a 600 rpm, o sobrenadante foi descartado, e o pellet celular foi ressuspendido
em PBS (1 mL). As células foram novamente centrifugadas, o sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspensas em solu¢ao tampéo Hank’s (1 mL).
As células passaram por uma nova etapa de centrifugagéo, o sobrenadante foi

descartado, e o pellet celular foi ressuspendido em 200 pyL de Hank’s contendo
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5 uL de Anexina V-FITC (ImunoTools®, Friesoythe, NI, Alemanha). Em seguida,
o material foi transferido para tubos de microcentrifuga (Eppendorf®) e
refrigerado até o momento da analise no Citdmetro de Fluxo (BD FACSVerse™,
BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Antes da contagem e analise, foi
adicionado 5 pL de solugdo de iodeto de propideo (Sigma-Aldrich) na
concentracdo estoque de 10 pg/mL. Foram analisados 10000 eventos em
triplicata, totalizando 30000 eventos por amostra. utilizando o software FlowJo™
(v10.8, BD Life Sciences, Ashland, OR, EUA).

O gréfico dessa analise gerado pelo citdmetro de fuxo apresenta quatro
quadrantes e cada um apresenta um tipo de marcacdo (FIGURA 6): no
quadrante | ndo ocorre a marcagao dos eventos, ou seja: neste caso, a marcagao
por Anexina V-FITC/lodeto de Propidio & negativa (AN-/Pl-); no quadrante II,
ocorre marcagao apenas por lodeto de Propidio (AN-/Pl+); no quadrante Il
ocorre marcagao apenas por Anexina V-FITC (AN+/PI-); e, por fim, no quadrante

IV as marcagdes por Anexina V-FITC/lodeto de Propidio s&o positivas (AN+/P1+).

Figura 6 — Divisdo dos quadrantes da Citometria de Fluxo
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Ao combinar a Anexina V com o lodeto de Propidio, a citometria de fluxo permite a rapida
distingdo entre os diferentes estagios celulares. E possivel discriminar: (I) células viaveis
(Anexina V7/PI7), (Il) células em apoptose inicial (Anexina V*/PI7), (lll) células em apoptose tardia
(Anexina V*/PI*) e (IV) células mortas/necroticas (Anexina V~/PI*).

Fonte: Adaptado de Nacalai Tesque (2025).
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3.5.Avaliagao do Ciclo Celular

Para avaliar se o tratamento com os OEs interfere no controle do ciclo celular,
realizou-se ensaios de quantificacdo de DNA no interior das células por
citometria de fluxo (FIGURA 7). Para essa analise foi utilizada uma solu¢do que
contém PI; um detergente para a permeabilizacdo de membranas (Triton X-100);
e Ribonuclease A, que garantiu a degradacao do RNA e a marcagao especifica
de DNA.

Figura 7 — Representacé&o do ciclo celular
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A imagem ilustra o ciclo de divisdo celular através de trés painéis diferentes: (A) As Fases do
Ciclo Celular: Este diagrama circular mostra a sequéncia das fases do ciclo celular. G (Intervalo
1): Fase de crescimento celular e sintese de proteinas e RNA S (Sintese): Fase em que ocorre
a replicagao do DNA G, (Intervalo 2): Periodo de crescimento continuo e preparagéo final para
a diviséo celular. M (Mitose): Fase da divisao celular, que culmina na formag&o de duas células-
filhas. (B) Variagao do Conteudo de DNA: O grafico representa a quantidade de DNA em uma
Unica célula ao longo do tempo. Na fase G, a célula possui uma quantidade de DNA basal (valor
1). Durante a fase S, essa quantidade dobra (valor 2). A célula mantém esse contetido de DNA
duplicado durante as fases G, e M. (C) Analise de uma Populagdao de Células: Este
histograma, tipico de uma andlise por citometria de fluxo, mostra a distribuicdo do conteudo de
DNA em uma populagao de células. O primeiro pico, maior, representa as células que estao na
fase G; (com contetudo de DNA 1.0) O segundo pico, menor, representa as células que estao
nas fases G, ou M (com conteudo de DNA 2.0). A regido entre os dois picos corresponde as
células na fase S, que estado ativamente replicando seu DNA e, portanto, possuem um conteudo
de DNA intermediario.

Fonte: DARZYNKIEWICZ, Z. et al. (2010).

As células HepG2 e SW480 tratadas durante 48h com a ICso dos OEs foram
ressuspendidas em 1mL de solugao de tripsina a 37°C, e a reacao enzimatica foi
bloqueada com a adicdao de meio de cultivo completo com 10% de SFB. Em
seguida, as células foram ressuspendidas em alcool etilico 70% (1 mL) e
centrifugadas por 5 min a 600 rpm. O sobrenadante foi descartado, e o pellet
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celular foi ressuspendido em 200 pL de solugcdo contendo corante nuclear — 1
mL de PBS 5 mM EDTA + 200 pL de solucdo estoque de RNAse A + 50 uL
solugao estoque de iodeto de propidio (PI) (Sigma-Aldrich) —, e incubadas por 1

hora em temperatura ambiente para posterior leitura em citdmetro de fluxo.

3.6. Analise Estatistica

A analise estatistica de trés experimentos independentes foi realizada com o
programa GrafPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Foram

considerados significativos os dados cujo p value (p-valor) foram inferiores a
0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Composicao dos OEs

A CG-EM foi utilizada para identificar os componentes quimicos dos 6leos.
Levando em consideragao os tempos de retengdo (RT) e comparando os
espectros de massa com a biblioteca de espectros de massa Wiley 6.0 (EUA) e
literatura (ADAMS, 2017), foi possivel identificar os compostos presentes nos
OEs.

A quantificagdo dos constituintes foi realizada a partir dos perfis do
cromatograma utilizando é&reas relativas dos picos (%). As composicoes

quimicas dos oleos estao apresentadas nas Tabelas 1, 2, 3 e 4.

Tabela 1 — Composicao quimica do 6leo de Matricaria chamomilla

1A 1At TR Componente FM 1S% [1%
1455 | 1454 32,895 B-Farneseno CisH24 97 17,8
1474 | 1480 34,014 Germacreno D CisHz24 83 0,45
1505 | 1505 35,892 (E, Z2)- a-Farneseno CisHz24 88 0,36
1570 | 1577 39,565 Espatulenol C15H240 93 3,73
1642 | 1649 43,550 B-Eudesmol C15H260 77 0,71
1649 | 1656 43,950 Oxido de Bisabolol Il  C1sH202 93 21,5
1679 | 1674 45,581 a-Bisabolol C15H260 95 7,8
1719 | 1730 47,745 Camazuleno Ci4H16 88 1,63
1739 | 1748  4gysg OxidodeBisabolol g 6, g 18,3
2595 | 2500 78,472 Pentacosano CasHs2 95 2,92

%TOTAL 75,2%

IA: indice aritmético; IAt (indice aritmético tedrico, segundo Adams, 2017); TR (tempo de
retencdo em minutos); FM: Férmula molecular; IS: Indice de similaridade; [ ] Concentracgéo.
Fonte: Autora (2023).

Figura 8 — Cromatograma do OE de Matricaria chamomilla

Tempo de retencdo (min)
Fonte: Autora (2023).
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Resposta do detector

A composi¢ao quimica do 6leo de noz moscada esta descrita na tabela 2.

Capitulo 1

Tabela 2 — Composigédo quimica do 6leo de Myristica fragrans.

1A 1At TR Componente FM 1S% [1%
923 | 924 5,323 a-Tujeno C1oH16 96 2,20
930 | 932 5,530 a-Pineno C1oH16 97 12,46
944 | 946 5,959 Canfeno C1oH16 90 0,18
970 | 969 6,733 Sabineno C1oH16 95 22,89
974 | 974 6,843 B-Pineno C1oH16 97 10,69
988 | 988 7,281 Mirceno CioH16 95 2,02
1003 | 1002 7,786 a-Felandreno CioH16 92 0,45
1008 | 1008 8,011 3-Careno C1sH16 91 0,33
1014 | 1014 8,251 a -Terpineno CioH1e 94 2,39
1021 | 1022 8,569 o-Cimeno CioH1a 96 1,32
1025 | 1025 8,744 Silvestreno CioH16 92 6,50
1027 | 1026 8,842 1,8-Cineol C10H1s80 90 0,11
1054 | 1054 10,038 y-Terpineno CioH16 98 3,90
1085 | 1086 10,416 Terpinoleno CioH16 92 1,02
1098 | 1095 12,006 Linalol C10H1s0 85 0,42

13,058 Trans-para-
1118 | 1119 Menta-2,8- C1oH160 87 0,39
dien-1-ol
1135 | 1140 14020 cis-B- CroH1s0 79 0,17
Terpineol
1173 | 1174 16,102 4-Terpineol C1oH1s80 96 8,70
1187 | 1186 16,874 a-Terpineol C1oH180 91 0,67
1284 | 1285 22,628 Safrol Ci1oH1002 94 3,33
1369 | 1374 27,783 Copaeno CisH24 87 0,50
1518 | 1517 36,666 Miristicina C11H1203 85 15,65
1557 | 1555 38,819 Elemicina C12H1603 80 2,53

%TOTAL 98,82%
IA: indice aritmético; IAt (indice aritmético tedrico, segundo Adams, 2017); TR (tempo de

retencdo em minutos); FM: Férmula molecular; IS: indice de similaridade; [ ] Concentragao.
Fonte: Autora (2023).

Figura 9 — Cromatograma do OE de Myristica fragrans
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A analise quimica de ambos os 6leos de canela mostrou que os constituintes
majoritarios eram fenilprapanoides (FIGURA 10). O 6leo de C. cassia apresentou

majoritariamente Trans-Cinamaldeido (91,3%) e a-Copaeno (3,7%).

Tabela 3 — Composicado quimica do 6leo de Cinnamomum cassia

1A 1At TR Componente FM 1S% [ 1%
1098 | 1088 12,014 Linalol C1oH180 96 0,1
21,868 Trans-
1270 | 1267 Cinamaldeido CsH:O 98 91,3
1355 | 1356 27,063 Eugenol C1oH1202 94 0,1
1369 | 1374 27,789 a-Copaeno CisH24 95 3,7
1442 | 1443 32,169 TransTAcet.ato de Ci1H1205 95 05
Cinamila
1470 | 1480 33,817 Germacreno D CisHo2s 78 0,3
1494 | 1500 35,246 a-Muuroleno CisHos 95 1,3
1518 | 1523 36,583 d-Cadineno C1sHo4 90 2,3
37,029 O-
1525 | 1527 Metoxicinamaldeido C10H1002 97 0.3
1635 | 1640 43,210 t-Muurolol C15H260> 86 0,2
%TOTAL 99,8%

IA: indice aritmético; IAt (indice aritmético teorico, segundo Adams, 2017); TR (tempo de
retencdo em minutos); FM: Férmula molecular; IS: Indice de similaridade; [ ] Concentracgéo.
Fonte: Autora (2023).

Figura 10 — Cromatograma do 6leo de Cinnamomum cassia
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.
-
S | S «ﬂ B N T =

o s sdo B Y P B

Tempo de reten¢do (min)

Fonte: Autora (2023).

Enquanto que o 6leo de C. zeylanicum mostrou como componentes

majoritarios o Trans-Cinamaldeido (68,9 %) e o Linalol (5,3%).
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Tabela 4 — Composigao quimica do 6leo de Cinnamomum zeylanicum

1A 1At TR Componente FM I1IS% []1%
930 932 5,526 a-Pineno CioH16 98 0,9
973 974 6,830 B-Pineno CioH1e 97 0,5
1021 1020 8,566 p-Cimeno C1oH14 95 2,5
1025 1024 8,738 Limoneno CioH1e 92 0,5
1027 | 1026 8,830 Eucaliptol C10H1s0 96 3,2
1054 1054 10,039 y-Terpineno C1oH16 97 0,5
1085 1086 11,416 Terpinoleno C1oH16 96 0,6
1098 1088 12,004 Linalol C10H1sO 96 5,3
1173 1174 16,093 Terpinen-4-ol C10H180O 95 0,3
1187 1186 16,870 a-Terpineol C1oH180 97 2,4
1194 1199 17,276 y-Terpineol C1oH180 92 0,2

Trans-

1270 1267 21,762 Cinamaldeido CoHsO 98 68,9
1346 | 1346 26,343 Acgtato de - C1H20: 93 1.2
erpinila
1355 1356 26,890 Eugenol Ci10H1202 94 2,7
1369 1374 27,786 a-Copaeno CisHos 95 0,6
1412 1417 30,333 B-Cariofileno CisHzs 95 4,4
1431 | 1432 31455 Trans-q - CisHas 9% 04
Bergamotene
1442 | 1443 32,151 Tra”éTAcet.ato de CiH120; 95 2,1
inamila

%TOTAL 97,2%
IA: indice aritmético; IAt (indice aritmético tedrico, segundo Adams, 2017); TR (tempo de
retencdo em minutos); FM: Férmula molecular; IS: indice de similaridade; [ ] Concentragao.
Fonte: Autora (2023).

Figura 11 — Cromatograma do 6leo de Cinnamomum zeylanicum
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Fonte: Autora (2023).
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4.2, Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade in vitro foram realizados com as linhagens nao-
tumorais BGM e VERO, e com as linhagens celulares tumorais HepG2, SW480
e MCF-7. A taxa de mortalidade celular em fungdo da concentracdo dos OEs
para as linhagens celulares esta representada nas figuras abaixo: 6leo de
Matricaria chamomilla (FIGURAS 12 e 13) — Oleo de Myristica fragrans
(FIGURAS 14 e 15) — 6leo de Cinnamomum cassia (FIGURAS 16 e 17) e d6leo
de Cinnamomum zeylanicum (FIGURAS 18 e 19).

A concentragao dos 6leos que levou a morte de aproximadamente 50% da
populacéo total de células (ICso0) esta representada nas tabelas a seguir: éleo de
Matricaria chamomilla (TABELA 5) — 6leo de Myristica fragrans (TABELA 6) —
oleo de Cinnamomum cassia (TABELA 7) e 6leo de Cinnamomum zeylanicum
(TABELA 8). O valor de ICso foi calculado utilizando uma regressao nao linear,
log (da concentracdo do 6leo em pg/mL) x resposta normalizada. Nas tabelas
também estdo representados os valores do coeficiente de determinacédo da
regressado (R?). Foi possivel calcular também os valores de concentragdes
equivalentes as porcentagens de morte celular correspondentes a 10% da
populacgéo total de células (IC+0), utilizando a equagéo da reta, abaixo, onde: X
representa o logaritmo da concentragdo (log [ ]) em pg/mL e Y representa a

porcentagem de morte celular.

~ 100
Y= 1 + 10 L0gICso — X) * HillSlope
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Figura 12 — Efeito citotoxico do OE de Matricaria chamomilla em linhagens

celulares ndo-tumorais
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Andlise da citotoxicidade do OE de Matricaria chamomilla em linhagens celulares ndo-tumorais
de rim de macaco (A) BGM e (B) VERO. Para cada linhagem, o gréfico a esquerda representa a
curva de regressdo nao linear dose-resposta, utilizada para calcular o valor da ICsg
(concentracao inibitoria de 50%). O grafico a direita compara a citotoxicidade das concentracdes
de 25 a 800 pg/mL do tratamento com OE com o grupo controle (ndo tratado). As células foram
incubadas com o 6leo por 48h. Os pontos e as barras representam a média + erro padrao da
média (EPM) de trés experimentos independentes. Asteriscos (****) indicam diferenga
estatisticamente significativa em relagdo ao controle (p < 0,0001), analisada por ANOVA seguida

do teste

de Dunnett.
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Figura 13 — Efeito citotoxico do OE de Matricaria chamomilla em linhagens

celulares tumorais
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Analise da citotoxicidade do OE de Matricaria chamomilla em linhagens celulares tumorais (A)
HepG2; (B) SW480 e (C) MCF-7. Para cada linhagem, o grafico a esquerda representa a curva
de regressao nao linear dose-resposta, utilizada para calcular o valor da ICs, (concentragéo
inibitéria de 50%). O grafico a direita compara a citotoxicidade das concentragdes de 12,5 a 400
pg/mL do tratamento com OE com o grupo controle (ndo tratado). As células foram incubadas
com o Gleo por 48h. Os pontos e as barras representam a média + erro padrdo da média (EPM)
de trés experimentos independentes. Asteriscos (****) indicam diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao controle (p < 0,0001), analisada por ANOVA seguida do teste de

Dunnett.
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Tabela 5 — Concentragdes inibitérias do 6leo de Matricaria chamomilla

Oleo de Matricaria chamomilla

Célula BGM VERO HepG2 SW480 | MCF-7
IC10 (ug/mL) 8,83 24,11 2,04 30,42 25,7
ICso (ug/mL) | 244.3 4297 5,55 93,13 89,72
ICoo (ug/imL) | 10418 1106,6 446,68 238,1 3773

Log ICso 2,388 2,633 0,7449 1,969 1,953
Rz 0,85 0,88 0,83 0,92 0,70
HillSlope 1,190 0,7644 -2,699 -2,445 1,687

Fonte: Autora (2023).

Figura 14 — Efeito citotoxico do OE de Myristica fragrans em linhagens

celulares nao-tumorais
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Andlise da citotoxicidade do OE de Myristica fragrans em linhagens celulares nao-tumorais de
rim de macaco (A) BGM e (B) VERO. Para cada linhagem, o grafico a esquerda representa a
curva de regressdo nao linear dose-resposta, utilizada para calcular o valor da ICs,
(concentragéo inibitéria de 50%). O grafico a direita compara a citotoxicidade das concentragdes
de 25 a 800 pg/mL do tratamento com OE com o grupo controle (ndo tratado). As células foram
incubadas com o 6leo por 48h. Os pontos e as barras representam a média * erro padrao da
média (EPM) de trés experimentos independentes. Asteriscos (****) indicam diferenca
estatisticamente significativa em relagédo ao controle (p < 0,0001), analisada por ANOVA seguida
do teste de Dunnett.
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Figura 15 — Efeito citotoxico do OE de Myristica fragrans em linhagens
celulares tumorais
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Analise da citotoxicidade do OE de Myristica fragrans em linhagens celulares tumorais (A)
HepG2; (B) SW480 e (C) MCF-7. Para cada linhagem, o grafico a esquerda representa a curva
de regressao nao linear dose-resposta, utilizada para calcular o valor da ICs, (concentragéo
inibitéria de 50%). O grafico a direita compara a citotoxicidade das concentragbes de 12,5 a 400
pg/mL do tratamento com OE com o grupo controle (ndo tratado). As células foram incubadas
com o 6Gleo por 48h. Os pontos e as barras representam a média + erro padrdo da média (EPM)
de trés experimentos independentes. Asteriscos (****) indicam diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao controle (p < 0,0001), analisada por ANOVA seguida do teste de

Dunnett.
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Tabela 6 — Concentragdes inibitérias do éleo de Myristica fragrans

Oleo de noz moscada

Célula BGM VERO HepG2 SW480 | MCF-7
ICuo(ug/mL) | 22,74 10,63 1,27 67,6 6,26
ICso (ug/mL) | 304.7 74,11 203,5 192,2 23,14
ICoo (ug/mL) | 478.6 552,3 616,6 635,7 186,2
Log ICso 2,484 1,870 2,308 2,284 1,364
Rz 0,89 0,76 0,82 0,85 0,82
HillSlope 1,154 0,9599 1,693 -2,375 1,099

Fonte: Autora (2023).

Figura 16 — Efeito citotéxico do OE de C. cassia em linhagens celulares nao-

tumorais
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Andlise da citotoxicidade do OE de C. cassia em linhagens celulares ndo-tumorais de rim de
macaco (A) BGM e (B) VERO. Para cada linhagem, o grafico a esquerda representa a curva de
regressao néo linear dose-resposta, utilizada para calcular o valor da ICs, (concentragao inibitéria
de 50%). O grafico a direita compara a citotoxicidade das concentragées de 25 a 800 ug/mL do
tratamento com OE com o grupo controle (ndo tratado). As células foram incubadas com o 6leo
por 48h. Os pontos e as barras representam a média + erro padrdo da média (EPM) de trés
experimentos independentes. Asteriscos (****) indicam diferenga estatisticamente significativa
em relagdo ao controle (p < 0,0001), analisada por ANOVA seguida do teste de Dunnett.
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Figura 17 — Efeito citotéxico do OE de C.

tumorais
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Analise da citotoxicidade do OE de C. cassia em linhagens celulares tumorais (A) HepG2; (B)
SW480 e (C) MCF-7. Para cada linhagem, o grafico a esquerda representa a curva de regressao
nao linear dose-resposta, utilizada para calcular o valor da ICs, (concentracéo inibitéria de 50%).
O grafico a direita compara a citotoxicidade das concentragdes de 12,5 a 400 ug/mL do
tratamento com OE com o grupo controle (ndo tratado). As células foram incubadas com o d6leo
por 48h. Os pontos e as barras representam a média + erro padrdao da média (EPM) de trés
experimentos independentes. Asteriscos (****) indicam diferenga estatisticamente significativa
em relagao ao controle (p < 0,0001), analisada por ANOVA seguida do teste de Dunnett.
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Tabela 7 — Concentragdes inibitdrias do 6leo de C. cassia

Oleo de Cinnamomum cassia

Célula BGM VERO HepG2 SW480 | MCF-7
IC10 (ug/mL) 6,5 2,02 1,23 10,1 3,95
ICso (g/mL) | 32,28 8,04 3,15 40,21 19,05
ICoo (g/mL) |  380.2 2387 309 194,9 96,2

Log ICso 1,509 0,9053 0,4992 1,604 1,280
Rz 0,90 0,90 0,84 0,91 0,78
HillSlope 1,193 0,8140 0,3998 1,146 1,002

Fonte: Autora (2023).

Figura 18 — Efeito citotoxico do OE de C. zeylanicum em linhagens celulares

nao-tumorais
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Analise da citotoxicidade do OE de C. zeylanicum em linhagens celulares nao-tumorais de rim
de macaco (A) BGM e (B) VERO. Para cada linhagem, o grafico a esquerda representa a curva
de regressao néo linear dose-resposta, utilizada para calcular o valor da ICs, (concentragéo
inibitéria de 50%). O grafico a direita compara a citotoxicidade das concentragbes de 25 a 800
pg/mL do tratamento com OE com o grupo controle (ndo tratado). As células foram incubadas
com o 6Gleo por 48h. Os pontos e as barras representam a média + erro padrdo da média (EPM)
de trés experimentos independentes. Asteriscos (****) indicam diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao controle (p < 0,0001), analisada por ANOVA seguida do teste de
Dunnett.
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Figura 19 — Efeito citotoxico do OE de C. zeylanicum em linhagens celulares

tumorais
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Analise da citotoxicidade do OE de C. zeylanicum em linhagens celulares tumorais (A) HepG2;
(B) SW480 e (C) MCF-7. Para cada linhagem, o grafico a esquerda representa a curva de
regressao néo linear dose-resposta, utilizada para calcular o valor da ICs, (concentragéo inibitéria
de 50%). O grafico a direita compara a citotoxicidade das concentragdes de 12,5 a 400 ug/mL
do tratamento com OE com o grupo controle (ndo tratado). As células foram incubadas com o
Oleo por 48h. Os pontos e as barras representam a média * erro padrao da média (EPM) de trés
experimentos independentes. Asteriscos (****) indicam diferenga estatisticamente significativa
em relagao ao controle (p < 0,0001), analisada por ANOVA seguida do teste de Dunnett.
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Tabela 8 — Concentragdes inibitdrias do éleo de C. zeylanicum

Oleo de Cinnamomum zeylanicum

Célula BGM VERO HepG2 SW480 MCF-7
IC1o(ug/mL) | 2042 2,59 3,24 11,04 2,53
ICso (ug/mL) | 74.35 10,27 20,27 15,27 8,84
ICoo (ug/mL) | 562,34 563,7 354,8 1231 186,2

Log ICso 1,871 1,012 1,307 1,184 0,9464
Rz 0,97 0,94 0,78 0,81 0,77
HillSlope 2,039 0,9023 1,123 0,7087 0,6828

Fonte: Autora (2023).

4.2.1. indice de Seletividade dos Compostos (IS)

A partir dos dados obtidos pelas analises de citotoxicidade € possivel

calcular o indice de seletividade (IS) dos compostos testados (TABELA 9).

Tabela 9 — indice de seletividade (IS) dos OEs

Oleo Matricaria Myristica Cinnamomum | Cinnamomum
essencial chamomilla fragrans cassia zeylanicum
IS BGM/HepG2
44,01 1,49 10,24 3,66
(Mg/mL)
IS BeMisw4s0
2,62 1,58 0,80 4,86
(Mg/mL)
IS BemMCF-7
2,72 13,16 1,69 8,84
(Mg/mL)
IS VERO/HepG2
77,4 0,36 2,55 0,5
(Mg/mL)
IS vERO/SW480
4,6 0,38 0,2 0,6
(Mg/mL)
IS vErROMCF-7
4.8 3,2 0,42 1,2
(Mg/mL)

Fonte: Autora (2023)
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4.3. Avaliagao de morte celular

Para avaliar o tipo de morte celular induzida pelos OEs, realizou-se
ensaios por citometria de fluxo por meio da marcacado com Anexina-V/FITC e
iodeto de propideo (Pl). As figuras 20 e 21 apresentam os resultados do ensaio

de apoptose por citometria de fluxo na linhagem celular HepG2.

Figura 20 — Efeito do tratamento da linhagem celular de carcinoma
hepatocelular (HepG2) tratada com a ICso dos OEs avaliado por citometria de

fluxo
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(A) Células HepG2 controle. Células HepG2 foram tratadas por 48h com (B) ICso do dleo de
Matricaria chamomilla; (C) ICso do dleo de Myristica fragrans; (D) 1Cso do 6leo de Cinnamomum
zeylanicum; (E) 1Cso do 6leo de Cinnamomum cassia. Em seguida, as células foram marcadas
com Anexina V-FITC e lodeto de Propidio (Pl) para andlise da apoptose. Os quadrantes no
grafico de pontos representam: (inferior esquerdo) células viaveis (Anexina V7/PI7), (inferior
direito) células em apoptose inicial (Anexina V*/PI~), (superior direito) células em apoptose tardia
e (superior esquerdo) células necroticas (Anexina V*/PI*).
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Em 20-A, podemos observar que o grupo controle (AN-/PI-), apresentou
uma alta populacédo de células viaveis (92,8%). Os demais quadrantes
apresentaram populag¢des basais de apoptose tardia (3,19%), apoptose inicial
(12,9%) e necrose (1,06%). Em 20-B, o tratamento com a |ICsode M. chamomilla
reduziu a populagado viavel para 70,1%. Houve um aumento significativo na
populacéo em apoptose inicial (19,2%) e um aumento mais discreto na apoptose
tardia (8,97%). A necrose (1,77%) manteve-se baixa. O total de células em morte
apoptética (inicial + tardia) foi de 28,17%. O tratamento com a ICso de M. fragrans
(20-C), demonstrou um efeito citotdxico mais pronunciado. A populagao viavel
foi reduzida para 40,0%. O principal efeito foi a indugéo de apoptose, com 34,4%
das células em apoptose inicial e 24,7% em apoptose tardia. A populacao
necrotica (0,88%) foi insignificante. O total de células em morte apoptoética (inicial
+ tardia) foi de 59,1%. A ICso de C. zeylanicum (20-D) induziu morte celular
massiva. A populacao de células viaveis foi quase erradicada (0,13%). As células
se acumularam predominantemente na fase de apoptose tardia (79,0%), com
uma fracdo ainda em apoptose inicial (20,8%). O total de células em morte
apoptotica foi de 99,8%. Similarmente, o tratamento com a ICsode C. cassia (20-
E) foi extremamente citotoxico, eliminando as células viaveis (0,031%). O efeito
foi ainda mais intenso, empurrando quase todas as células para a apoptose
tardia (95,4%), com poucas restantes em apoptose inicial (4,49%). O total de

células em morte apoptética foi de 99,89%.
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Figura 21 — Perfil da morte celular induzida por diferentes OEs em células de

hepatocarcinoma (HepG2)
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As células HepG2 foram tratadas com a ICso dos OEs de Matricaria chamomilla, Myristica
fragrans, Cinnamomum cassia e Cinnamomum zeylanicum. A distribuicdo percentual de células
viaveis, em apoptose inicial, apoptose tardia e necrose foi quantificada por citometria de fluxo
apo6s dupla marcagdo com Anexina V e lodeto de Propidio. As barras representam a média dos
percentuais de cada populagao celular.

As figuras 22 e 23 apresentam os resultados do ensaio de apoptose por

citometria de fluxo na linhagem celular SW480.

49



Capitulo 1

Figura 22 — Efeito do tratamento da linhagem celular de cancer colorretal

(SW480) tratada com a ICso dos OEs avaliado por citometria de fluxo
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(A) Células SW480 controle. Células SW480 foram tratadas por 48h com (B) ICso do dleo de
Matricaria chamomilla; (C) ICso do 6leo de Myristica fragrans; (D) ICso do 6leo de Cinnamomum
zeylanicum; (E) 1Cso do 6leo de Cinnamomum cassia. Em seguida, as células foram marcadas
com Anexina V-FITC e lodeto de Propidio (Pl) para analise da apoptose. Os quadrantes no
grafico de pontos representam: (inferior esquerdo) células viaveis (Anexina V~/PI7), (inferior
direito) células em apoptose inicial (Anexina V*/PI~), (superior direito) células em apoptose tardia
e (superior esquerdo) células necréticas (Anexina V*/PIY).
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O grupo controle (AN-/PI-) representado em 22-A, apresentou uma
populacédo majoritariamente viavel (78,4%). A populacdo basal de morte foi
dominada por necrose (15,7%), com pouca apoptose tardia (3,87%) ou inicial
(2,00%). Este alto nivel de necrose basal pode ser uma caracteristica intrinseca
desta linhagem ou indicar estresse de cultivo. O tratamento com a ICs0 do dleo
de Matricaria chamomilla (22-B), reduziu levemente a populagédo viavel para
62,7%. O principal mecanismo de morte induzido foi a necrose (21,7%), que
aumentou em relagéo ao controle. A morte por apoptose (inicial + tardia) foi de
15,6%. O tratamento com a ICso de M. fragrans (22-C) teve um impacto minimo
na viabilidade, que permaneceu alta em 74,6%. A necrose (15,4%) ficou similar
ao controle, e a apoptose total foi de apenas 10,06%. A ICso de C. zeylanicum
(22-D) induziu morte celular massiva, quase erradicando a populagao viavel
(0,97%). Diferente da HepG2 (que morreu por apoptose), o perfil de morte nesta
linhagem foi misto, com predominancia de necrose (60,1%) sobre a apoptose
tardia (38,5%). Similarmente, a 1Cs0 de C. cassia (22-E) eliminou as células
viaveis (0,72%). O perfil de morte também foi misto (necrose + apoptose), mas
com uma inversao: a apoptose tardia (71,5%) foi o mecanismo dominante,

embora a necrose (27,0%) ainda fosse muito significativa.
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Figura 23 — Perfil da morte celular induzida por diferentes OEs em células de

cancer colorretal (SW480)
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As células SW480 foram tratadas com a ICso dos OEs de Matricaria chamomilla, Myristica
fragrans, Cinnamomum cassia e Cinnamomum zeylanicum. A distribuicdo percentual de células
viaveis, em apoptose inicial, apoptose tardia e necrose foi quantificada por citometria de fluxo
apos dupla marcagdo com Anexina V e lodeto de Propidio. As barras representam a média dos

percentuais de cada populagao celular.
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4.4. Analise do ciclo celular

Para avaliar se o tratamento com os OEs interfere no controle do ciclo celular,
realizou-se ensaios de quantificacdo de DNA no interior das células por
citometria de fluxo. A atividade do ciclo celular da linhagem HepG2 e da linhagem
SW480 apods 48h de tratamento com a 1Cso dos OEs estédo representadas nas

figuras 24-25 e 26-27, respectivamente.

Figura 24 — Histogramas representativos do ciclo celular de células HepG2
tratadas com OEs
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Analise do conteudo de DNA por citometria de fluxo apés tratamento por 48h com a concentragéo
ICso de diferentes 6leos. (A) Controle (células ndo tratadas); (B) Oleo de Matricaria chamomilla;
(C) Oleo de Myristica fragrans; (D) Oleo de Cinnamomum zeylanicum; (E) Oleo de Cinnamomum
cassia. Os marcadores indicam as populagées celulares nas fases G0/G1, S e G2/M.
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A analise do ciclo celular por citometria de fluxo revelou diferentes perfis de
morte celular. O grupo controle (A) apresentou um ciclo celular normal. A maioria
das células esta em G0/G1 (40,4%), com populagdes ativamente proliferando
nas fases S (16,4%) e G2/M (15,5%). O pico sub-G1 (G0-01) é insignificante. O
tratamento com o 6leo de M. chamomilla (B) induziu um aumento acentuado da
populacédo em sub-G1 (41,9%), indicando forte inducéo de apoptose. De forma
similar, o 6leo de M. fragrans (C) também aumentou a fragdo de células em sub-
G1 (34,2%), mas com um discreto acumulo de células em fase S (17,9%),
sugerindo uma possivel dificuldade na progressao desta fase. Ja os 6leos de C.
cassia e C. zeylanicum (D e E) demonstraram citotoxicidade severa, causando
um colapso do ciclo celular, com o desaparecimento quase total das fases S e
G2/M e um acumulo massivo de células na regido sub-G1, corroborando os

dados de apoptose.

Figura 25 — Distribuigao das fases do ciclo celular em células HepG2 tratadas

com OEs.
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Quantificagdo da porcentagem de células nas fases G0/G1, S, G2/M e com DNA fragmentado
(Sub-G1) apés tratamento por 48h com a concentragéo da ICs, de cada dleo.
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Figura 26 — Histogramas representativos do ciclo celular de células SW480

tratadas com OEs
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Analise do conteudo de DNA por citometria de fluxo apés tratamento por 48h com a concentragéo
ICs, de diferentes 6leos. (A) Controle (células néo tratadas); (B) Oleo de Matricaria chamomilla;
(C) Oleo de Myristica fragrans; (D) Oleo de Cinnamomum zeylanicum; (E) Oleo de Cinnamomum
cassia. Os marcadores indicam as populagées celulares nas fases G0/G1, S e G2/M.

A analise do ciclo celular da linhagem SW480 revelou diferentes
mecanismos de ag¢ao. O grupo controle (A) apresentou um perfil de proliferagcao
normal. O tratamento com 6leo de M. fragrans (C) induziu uma clara parada do
ciclo celular na fase G0/G1, evidenciada pelo aumento da populagao de células
nesta fase (62,7%) em comparagao ao controle (50,0%), e uma subsequente
reducao das fases S e G2/M, sem indugcédo de morte celular (auséncia de pico
sub-G1). Em contraste, os 6leos de M. chamomilla (B) e os 6leos de C. cassia e
C. zeylanicum (D e E) mostraram um perfil de alta citotoxicidade. Estes
tratamentos causaram um colapso dos picos do ciclo celular (G0O/G1, S e G2/M)
e 0 surgimento de um pico sub-G1 predominante, indicando morte celular

massiva por fragmentagao do DNA.
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Figura 27 — Distribuicdo das fases do ciclo celular em células SW480 tratadas

com OEs.
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Quantificagdo da porcentagem de células nas fases G0/G1, S, G2/M e com DNA fragmentado
(Sub-G1) apés tratamento por 48h com a concentragéo da ICs, de cada dleo.
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5. DISCUSSAO

A busca por novas terapias antineoplasicas mais eficazes e com menor
toxicidade é a maior preocupagao da pesquisa oncoldgica moderna. O presente
estudo demonstrou que os OEs de Matricaria chamomilla, Myristica fragrans,
Cinnamomum cassia e Cinnamomum zeylanicum n&o apenas exibem potente
atividade citotoxica contra linhagens de carcinoma hepatocelular, cancer de
mama e colorretal, mas o fazem com notavel seletividade para as células
tumorais. A capacidade de induzir a morte celular programada (apoptose)
somada aos altos indices de seletividade, posicionam estes 6leos, como fontes
promissoras para o desenvolvimento de novos fitoterapicos no combate ao

cancer.

A elucidagao da composicdo quimica dos OEs por CG-EM é um passo
crucial para a interpretagao de seus efeitos bioldgicos, permitindo a correlagéo
entre os constituintes majoritarios e a atividade antitumoral observada nos
ensaios. Cada oleo apresentou um perfil quimico distinto, cujos principais
componentes possuem atividades ja bem documentadas na literatura, o que

fortalece e ajuda a explicar os resultados aqui encontrados.

No caso do 6leo de Matricaria chamomilla, a analise revelou que os
compostos majoritarios eram os sesquiterpenos oxigenados: Oxido de Bisabolol
B (21,5%) e Oxido de Bisabolol A (18,3%). A literatura respalda fortemente a
atividade biolégica destes compostos. Sendo produtos de oxidagdo do a-
bisabolol, eles herdam e modificam sua funcionalidade. Estudos prévios ja
demonstraram que o Oxido de bisabolol A possui efeito citotoxico e pro-
apoptoético em timadcitos de ratos (OGATA et al., 2010) e a capacidade de inibir
a migragao de células de cancer colorretal (SHAABAN et al., 2021) através da
inibicdo de vias angiogénicas. Considerando que nosso estudo demonstrou que
este 6leo foi um potente indutor de apoptose, especialmente na linhagem de
hepatocarcinoma, é provavel que esses sesquiterpenos oxigenados sejam o0s

principais mediadores destes efeitos.

A avaliagao da poténcia citotoxica revelou uma sensibilidade variavel das
linhagens celulares aos diferentes 6leos. O 6leo de M. chamomilla apresentou
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maior poténcia citotoxica contra HepG2, com uma ICso de 5,5 pg/mL. Este valor
€ menor que o encontrado por Al-Dabbagh et al. (2019) para o extrato etandlico
de camomila (aprox. 300 ug/mL). Essa expressiva diferenga pode ser atribuida
a seletividade do método de extragao: enquanto a extracido com solvente resulta
em uma fitoquimica complexa e diluida por compostos inativos (como agucares
e clorofila), a hidrodestilagdo concentra uma fragao quase pura de metabdlitos
secundarios volateis e lipofilicos. Essa lipofilicidade inerente aos constituintes do
OE potencializa sua agao por facilitar a penetragdo na membrana plasmatica das
células cancerigenas (RUSSO et al.,, 2015). Além disso, o método de
hidrodestilagao representa uma concentragao muito maior de principios ativos

por micrograma em comparagao ao extrato bruto.

Este perfil se traduziu em um elevado indice de Seletividade (IS) contra o
hepatocarcinoma (Tabela 9), com IS de 77,4 (VERO/HepG2) e 44,01
(BGM/HepG2). Isso significa que, para cada célula ndo tumoral afetada, mais de

77 células de hepatocarcinoma sao eliminadas.

Em contraste, o 6leo foi menos potente contra a linhagem de cancer de
mama MCF-7 (ICso = 89,72 ug/mL) e cancer colorretal SW480 (ICs0 = 93,13
pg/mL). A baixa atividade contra SW480 é esperada, pois a literatura atribui a
atividade anticolorretal da camomila ao flavonoide nao volatil apigenina (Xu et

al., 2016), que nao é extraido pela hidrodestilagcao.

Para o 6leo de Myristica fragrans, a analise revelou um perfil quimico rico
no fenilpropanoide miristicina (15,65%) e nos monoterpenos sabineno (22,89%),
a-pineno (12,46%) e B-pineno (10,69%), uma composigdo consistente com a
reportada por Piras et al. (2012). A miristicina € amplamente reconhecida na
literatura por sua robusta atividade antitumoral (BAO & MUGE, 2021; NAZAR &
AYYAPPAN, 2024), incluindo a indugdo de apoptose em células de
hepatocarcinoma (MARABINI et al., 2017).

O 6leo de noz-moscada exibiu seu melhor desempenho contra a linhagem
de cancer de mama MCF-7 (ICso = 23,14 pg/mL) (Tabela 6), uma acgao
consideravelmente mais potente que a reportada por Piaru et al. (2011) (66,45
pg/mL). Foi menos potente contra SW480 (ICs0 = 192,2 pg/mL) e HepG2 (ICs0 =
203,5 pg/mL). A potente citotoxicidade na MCF-7 resultou em uma alta
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seletividade para o cancer de mama, com um IS de 13,16 (BGM/MCF-7) (Tabela

9), validando-o como um alvo prioritario para estudos futuros nesta neoplasia.

Por fim, a potente e generalizada atividade citotoxica dos 6leos de canela
pode ser diretamente associada a sua elevada concentragdo de trans-
cinamaldeido, que correspondeu a 91,3% no 6leo de C. cassia e 68,9% no dleo
de C. zeylanicum. Este aldeido € um dos compostos de origem natural mais
estudados por seu potencial antineoplasico, com eficacia demonstrada na
inibicao da proliferacéo, invasao e indugao de apoptose em linhagens de cancer
de mama (MDA-MB-231) com ICso = 12,23 pg/ml (LIU et al., 2020), figado
(HepG2), com I1Cs0 = 9,76 uM (NG & WU, 2011) e colorretal (SW480) com ICs0 =
35,69 pg/ml (LI et al., 2016), através da modulagdo de vias criticas como a
PI3K/AKT. Adicionalmente, a predominancia de linalol (5,3%) no d6leo de C.
zeylanicum agrega outra camada de atividade, pois este composto demonstrou

potencializar a agdo de quimioterapicos convencionais (RAVIZZA et al., 2008).

Estes 6leos de canela foram potentes em todas as linhagens testadas
(Tabelas 7 e 8). Na HepG2, C. cassia foi o mais potente de todos os dleos
testados (ICso = 3,15 uyg/mL). Na MCF-7, C. zeylanicum foi o mais ativo (ICs0 =
8,84 pg/mL). No cancer colorretal, C. zeylanicum também liderou (ICso = 15,27
Mg/mL), e o valor de C. cassia (40,21 ug/mL) foi muito préximo ao do
cinamaldeido puro (35,69 pg/ml) reportado por Li et al. (2016). Estes d6leos
também apresentaram perfis de seletividade favoraveis, superando os
benchmarks clinicos em diversas situagbes, como C. cassia na HepG2
(1IS=10,24; BGM/HepG2) e C. zeylanicum na MCF-7 (1S=8,84; BGM/MCF-7)
(Tabela 9).

A avaliagdo da citotoxicidade em células n&o-tumorais € determinante
para o céalculo do indice de Seletividade (IS) e para a garantia da segurancga
farmacolégica dos compostos testados (INDRAYANTO et al. 2021). Para mitigar
vieses associados a heterogeneidade intrinseca de modelos in vitro (BEN-
DAVID et al., 2018), optou-se pela utilizagdo de duas linhagens renais distintas
de Chlorocebus sabaeus: VERO (ATCC CCL-81™) e BGM (CVCL_4125).

Embora compartilhem a mesma origem tecidual, estas linhagens constituem
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sistemas bioldgicos independentes, moldados por histérias distintas de deriva

genética e adaptagao a cultura.

A linhagem VERO, especificamente, apresenta uma delegao
cromossOmica espontanea bem caracterizada que resulta na deficiéncia da
producao de interferons do tipo | (IFN-I) e na perda de genes reguladores do
ciclo celular, como o locus CDKN2A/B (OSADA et al., 2014). Essa caracteristica
genética confere a VERO um perfil de resisténcia a parada do ciclo celular sob
estresse quimico, potencialmente alterando sua sensibilidade a farmacos
(KONISHI et al. 2022). Em contrapartida, a linhagem BGM — estabelecida
independentemente e reconhecida por sua distinta suscetibilidade viral e
permeabilidade de membrana (BARRON et al., 1970) — atua como um controle

complementar de robustez.

Variagdes de sensibilidade entre as linhagens evidenciam polimorfismos
em farmacogenes e taxas proliferativas distintas. A validagdo cruzada entre
VERO e BGM elimina, portanto, vieses de linhagem unica, assegurando que a
citotoxicidade observada ndao é um artefato clonal, mas uma resposta biolégica

consistente.

Ao buscar estratégias de tratamento eficazes contra o cancer, espera-se
encontrar um farmaco que induza a morte seletiva de células tumorais e
mantenha a integridade das células normais do organismo. Nesse sentido, os
mecanismos € as vias que regulam o tipo de morte celular sdo fundamentais
para escolha da terapia adequada.

A morte celular por apoptose representa uma via especialmente eficiente
como alvo de tratamentos para tumores, ja que ao contrario da morte celular por
necrose, a apoptose mantém a integridade da membrana, e assim, as células
nao liberam seus conteudos intracelulares. Além disso, quando as células
apoptéticas sao ingeridas por fagdcitos, elas estimulam os mesmos a produzirem
citocinas anti-inflamatodrias. Enquanto as células que sofrem morte celular por
necrose, perdem a integridade da membrana e vazam seus componentes
intracelulares, alguns dos quais servem como sinais que estimulam a
inflamagéo, podendo causar um aumento da agressividade do tumor (ROCK &
KONO, 2008).
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O valor de ICsp foi obtido a partir do ensaio de MTT. O MTT ndao mede
morte celular diretamente. Ele mede a viabilidade metabdlica (a capacidade da
mitocdndria de reduzir o sal de tetrazolio). Uma queda de 50% de células viaveis
no MTT pode significar duas coisas: 1- Efeito Citotoxico: 50% das células
morreram e pararam de metabolizar, ou 2- Efeito Citoestatico: 100% das células
estdo vivas, mas 50% delas pararam de proliferar (parada do ciclo celular) e
diminuiram seu metabolismo. O ensaio por Citometria de Fluxo mede
Anexina/Pl, ou seja, morte celular de forma explicita, separando células vivas,
apoptaticas e necraoticas.

Nesse sentido, ao analisar a linhagem HepG2, onde o resultado do
tratamento com a ICso do OE de M. chamomilla gerado pelo ensaio de MTT
causou morte celular por apoptose de apenas 28,17% de células, sugere
fortemente que esse OE, nesta dose, tem um efeito primariamente citoestatico.
Ele inibiu a proliferagao (fazendo o MTT cair 50%), mas ndo matou todas as
células que pararam de crescer. O tratamento com o OE de M. fragrans com o
valor da ICso por MTT levou 59,1% de morte por apoptose. Estes valores estao
muito proximos, o que sugere que o Oleo de M. fragrans tem um efeito
primariamente citotdéxico. A queda na viabilidade do MTT foi, de fato, causada
pela morte celular.

Quanto ao tratamento com as duas espécies de canela, Cinamommum
zeylanicum e Cinamommum cassia, o valor da ICso (de acordo com o MTT) levou
a morte por apoptose de ~99,8%. Isso indica um efeito altamente citotéxico com
uma curva de dose-resposta muito ingreme. A concentragdo que inibiu 50% do
metabolismo no ensaio de MTT foi, na verdade, letal para quase 100% da
populacao celular no periodo de 48h. Portanto, macanisticamente, para HepG2,
o OE da M. chamomilla tem efeito citoestatico, enquanto os OEs de M. fragrans,
Cinamommum zeylanicum e Cinamommum cassia sao puramente citotoxicos.

Da mesma forma, ao analisar a linhagem SW480, observamos que o
tratamento com a ICso do MTT de M. chamomilla e M. fragrans sugeriu uma
queda de 50% na viabilidade metabdlica. No entanto, a populagao de células
viaveis no ensaio de apoptose por citometria de fluxo permaneceu alta (62,7% e
74,6%, respectivamente). Isso indica que o efeito principal desses 6leos nesta
linhagem é fortemente citoestatico: eles fazem a célula parar de proliferar (ou

diminuir o metabolismo), o que causa a queda no sinal do MTT, mas nao as
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matam efetivamente. E com relacédo ao tratamento com os OEs de C. cassia e
C. zeylanicum, novamente, vemos um "efeito penhasco". A concentragdo que
inibiu 50% do metabolismo no MTT foi, na verdade, letal para ~99% da
populacdo celular. A diferenca principal dos tratamentos com OEs nas duas
linhagens celulares estda no mecanismo de morte: enquanto na HepG2 a morte
foi predominantemente por apoptose (sendo mais vantajoso, ao evitar
inflamacé&o por ruptura da membrana e liberagdo do conteudo intracelular), na
linhagem SW480 a morte € massivamente necrotica, especialmente para C.
zeylanicum (60,1% de necrose). Isso sugere que os 6leos de canela ativam
diferentes vias de morte dependendo do tipo celular.

Em sintese, os resultados indicam que a apoptose € a via de morte
predominante na HepG2, enquanto na SW480 a resposta € mista, sugerindo
uma dependéncia do tipo de tumor. O estudo demonstrou que 6leos com perfis
quimicos distintos (sesquiterpenos, monoterpenos e fenilpropanoides) possuem
mecanismos de acdo variados (citoestatico vs. citotdxico) e alvos celulares
preferenciais (HepG2 vs. MCF-7).

Como limitacdes, este estudo foi conduzido in vitro, e a eficacia dos OEs
pode ser alterada in vivo por fatores farmacocinéticos. Além disso, a complexa
mistura de compostos nos 6leos pode gerar tanto efeitos sinérgicos quanto
antagonicos. As perspectivas, portanto, incluem a avaliagcdo dos o6leos mais
promissores (M. chamomilla e M. fragrans) em modelos animais para os
respectivos tipos de cancer. Adicionalmente, o fracionamento bio-guiado para
isolar os compostos responsaveis pela alta seletividade e o estudo de terapias
combinadas com quimioterapicos, representam caminhos promissores para

traduzir estes achados em aplicagdes clinicas.
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6. CONCLUSAO

Neste capitulo, demonstrou-se que os OEs de Matricaria chamomilla,
Myristica fragrans, Cinnamomum cassia e Cinnamomum zeylanicum possuem
atividades anticancerigenas promissoras in vitro. Os resultados indicam que os
Oleos inibem a proliferacao celular e induzem a apoptose em linhagens de cancer

de mama, colorretal e carcinoma hepatocelular.

Estes achados corroboram o crescente corpo de evidéncias sobre o potencial
dos OEs como fonte de novas moléculas com atividade antitumoral. Contudo, é
fundamental ressaltar que os resultados foram obtidos em modelos in vitro,
sendo um passo inicial na longa jornada de desenvolvimento de um novo

farmaco.

A progresséao desta investigacao exigira uma abordagem multifacetada para
transpor a lacuna entre os achados in vitro e a aplicagao clinica. Primeiramente,
€ fundamental aprofundar a compreensdo em nivel molecular, através do
isolamento dos compostos bioativos e da elucidagdo de seus mecanismos de
acao especificos. Concomitantemente, para otimizar a terapia, pode ser
explorado o encapsulamento desses 6leos ou de seus compostos isolados em
sistemas carreadores, como lipossomas e nanoemulsdes, a fim de aumentar a
seletividade tumoral. Por fim, a validacao da eficacia e da seguranca em modelos
animais in vivo, aliada a ensaios farmacocinéticos, constitui a etapa pré-clinica
indispensavel que podera consolidar a evidéncia necessaria para justificar

futuros ensaios clinicos.
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CAPITULO 2

CULTURA DE CELULAS 3D: OTIMIZAGAO DE PROTOCOLO E ANALISE
DE ESFEROIDES TUMORAIS

1. INTRODUGAO

O processo convencional de descoberta de farmacos prioriza triagens de alto
volume com centenas de compostos em modelos simplificados, como culturas
celulares imortalizadas bidimensionais (2D). Apesar de fornecer insights valiosos
com baixo custo e fluxos de trabalho eficientes, os ensaios in vitro 2D possuem
baixa relevancia translacional, por nao replicarem o microambiente complexo
dos tecidos — incluindo a arquitetura geométrica, sinalizagdo paracrina e
gradientes de nutrientes e oxigénio das células — crucial para regular
proliferagao, diferenciagdo e metabolismo (WEI et al., 2021). Essa simplificacéo
resulta em uma sensibilidade aumentada aos farmacos nos modelos 2D, o que
explica por que as doses eficazes in vitro frequentemente falham em demonstrar
eficacia in vivo (TOSCA et al., 2023).

Modelos mais complexos e o uso de testes em animais para analises de
farmacocinética, eficacia e seguranca sao geralmente introduzidos apenas nas
fases finais do processo, uma abordagem que contribui para o baixo valor
preditivo e as altas taxas de insucesso clinico (GUO et al., 2024). Portanto, €
necessaria uma mudanga de paradigma, incorporando modelos celulares
preditivos e translacionais desde as etapas iniciais. Esta estratégia permite nao
apenas reduzir o uso de animais, em alinhamento com o principio dos 3Rs
(replacement, reduction and refinement = substitui¢cdo, redugao e refinamento),
mas também fornecer dados com maior probabilidade de traducéo para a clinica,
resultando em medicamentos mais eficazes para os pacientes (EKERT et al,
2020).

Neste contexto, as culturas de células tridimensionais (3D) representam um
avango promissor, pois mimetizam a fisiologia in vivo de forma mais fidedigna

que os modelos convencionais. Para a pesquisa oncologica, os modelos
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tumorais 3D, como os esferoides, sao particularmente valiosos por sua
capacidade de recapitular a complexidade do microambiente tumoral,
preenchendo a lacuna entre as culturas em monocamada 2D e os modelos
animais (BELFIORE et al., 2021).

Nesses modelos, as células se auto-organizam em agregados que
estabelecem gradientes de oxigénio e nutrientes, heterogeneidade nos estagios
do ciclo celular e uma organizacgao de receptores de membrana mais proxima da
realidade in vivo. Tais caracteristicas promovem um perfil de resisténcia a
farmacos mais realista, tornando os esferoides uma ferramenta mais preditiva e
confiavel para a triagem de novas moléculas com potencial terapéutico
(FONTANA et al., 2021).

Contudo, um modelo experimental aprimorado, por si sO, nao é suficiente; a
eficacia da triagem de farmacos também depende da diversidade e relevancia
das moléculas investigadas (BRANCATO et al., 2020). Historicamente, os
produtos naturais, ou metabdlitos especializados, sdo uma das fontes mais
prolificas para o desenvolvimento de medicamentos, originando mais da metade
dos farmacos utilizados atualmente (DIAS et al., 2012). Apesar do vasto
potencial quimico, especialmente o contido na biodiversidade brasileira, muitas
dessas moléculas permanecem sem atividade biologica elucidada devido a
desafios técnicos na sua triagem e integragdo em plataformas modernas de
descoberta (VALLI & BOLZANI, 2019).

Nesse sentido, o presente trabalho se propde a unir duas frentes
complementares. Primeiramente, busca-se estabelecer e otimizar um protocolo
para a formagdo de esferoides da linhagem de carcinoma hepatocelular
(HepG2), garantindo um modelo 3D robusto e reprodutivel. Esta otimizagao
envolvera o controle de parédmetros criticos da cultura, como: a densidade
celular, as caracteristicas fisico-quimicas do substrato (viscoelasticidade), e a

cinética (tempo) de formagao dos aglomerados.

Em seguida, e com base em resultados prévios promissores em modelos 2D
explicitados no capitulo 1, o modelo de esferoide 3D sera utilizado para
aprofundar a investigacao do potencial quimioterapico dos OEs de camomila
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(Matricaria chamomilla), noz-moscada (Myristica fragrans) e canela
(Cinnamomum zeylanicum e Cinnamomum cassia). O objetivo é, portanto,
avaliar o potencial quimioterapico destes OEs contra a linhagem de carcinoma
hepatocelular (HepG2), utilizando um sistema de cultura 3D para obter

resultados mais preditivos e relevantes para a biologia tumoral.
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2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo Geral

Desenvolver um protocolo para producédo de esferoides celulares e avaliar a
eficacia de candidatos a quimioterapicos nesses modelos de cultura
tridimensional.

2.2.Objetivos Especificos

a) Padronizar e otimizar o protocolo de formacgao de esferoides da linhagem de
carcinoma hepatocelular (HepG2).

a.1) Avaliar diferentes concentragcdes de géis de agarose e sua influéncia na
morfologia dos agregados celulares.

a.2) Determinar o numero de células inicial ideal para a formagéo de esferoides
com tamanho e compactacéao reprodutiveis.

b) Caracterizar os esferoides tumorais de HepG2 quanto a morfologia, cinética
de crescimento e viabilidade celular ao longo do tempo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Linhagem Celular e Condi¢des de Cultivo Padrao

A linhagem celular de carcinoma hepatocelular humano, HepG2 (ATCC®
HB-8065™), foi utilizada em todos os ensaios. As células foram mantidas em
meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
e 1% de antibiotico/antimicético (penicilina/estreptomicina). As culturas foram
mantidas em incubadora (MCO-18AC Panasonic, U.S. Canada) a 37°C, 5% de
CO2 e 95% de umidade relativa. As trocas de meio foram realizadas a cada 2-3

dias e as células foram repicadas ao atingirem 80% de confluéncia.

3.2. Caracterizacao Viscoelastica dos Hidrogéis de Agarose

Com o objetivo de caracterizar as propriedades fisicas dos substratos
utilizados para a cultura 3D, foi realizada a analise de viscoelasticidade de géis
de agarose em duas concentracdes (1,5% e 2%) por meio da técnica de
Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) em um (Modelo Zetasizer Nano ZS,
Malvern Panalytical, Malvern, Reino Unido).

A movimentacgao restrita das moléculas em um gel afeta a forma como a
luz é espalhada, resultando em componentes de espalhamento estaticas
(relacionadas a estruturas fixas) e dindmicas (relacionadas a flutuagbes
internas). No caso de geéis, a componente estatica e dinamica tem origem no

material que espalha a luz incidente. A funcdo de correlacdo temporal da

D
gel

92 = Blgsa®I? + (o — B,

intensidade da luz espalhada g, ;(t), é dada por:

(2)

gel(t) € a funcao de correlagao temporal da luz espalhada que foi

em que, ¢
medida. O valor de B é obtido em uma solucdo aquosa com esferas-padrao de
poliestireno e corresponde ao valor inicial § = lim;_,, [géze)l(t) — 1]. Jaoé

obtido a partir das medidas de espalhamento do gel, sendo:

o= lim,,, [géze)l(t) — 1].
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A partir da fungdo de correlagéo ggel(t) foi possivel calcular o

Deslocamento Quadratico Médio (DQM) ao longo do tempo, dado por:
6 1
() = = (g5® ),

onde, g € o vetor de espalhamento.

3.3.0timizagao do Protocolo para Formagao de Esferoides 3D

Para estabelecer um protocolo robusto e reprodutivel, foram testadas
diferentes condigbes, variando-se a concentragdo do hidrogel, a densidade
celular inicial e o tempo de cultivo (Otimizacdo do protocolo de Ferraro et al.,
2024).

3.3.1. Preparo das Placas com Hidrogel de Agarose

a) Solugdes de agarose a 1,5% e 2% (m/v) foram preparadas em meio RPMI-
1640.

b) Apds aquecimento em micro-ondas para completa dissolugdo, 50 pL da
solugéo de agarose correspondente foram aplicados em cada pogo de uma

placa de cultura de 96 pocos de fundo chato.

c) A placa foi exposta a luz UV em uma Cabine de Seguranca Biolégica
Classe I, modelo SBIIA1-960/4 (Filterflux, Sao Paulo, SP), durante 30

minutos para solidificagao e esterilizagao do gel.

3.3.2. Semeadura das células HepG2

a) As células HepG2 em fase de crescimento exponencial foram tripsinizadas,
contadas em cadmara de Neubauer e sua viabilidade foi verificada com

corante Azul de Tripan.
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b) Duas suspensbdes celulares foram preparadas em meio RPMI
suplementado com 4% de SFB, nas densidades de 5x10° e 1x10* células por
100 pL.

c) Um volume de 100 yL de cada suspensédo celular foi cuidadosamente

adicionado sobre a base de hidrogel de agarose em seus respectivos pogos.

3.3.3. Cinética de Formacao de Esferoides

a) As placas foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,.

b) A formacao, compactagao e morfologia dos agregados celulares foram
monitoradas nos dias 3 e 5 pos-semeadura, utilizando um microscopio
invertido modelo Eclipse T5100 (Nikon, Téquio, Japdo). O equipamento
estava equipado com um conjunto de objetivas Plan Fluor (10x/0.30 NA e
20x/0.45 NA). As imagens foram capturadas por uma camera JAlI CM-
140GE (v. 2.0.4), acoplada ao microscopio, € operada pelo software JAI

Control Tool (JAI A/S, Copenhague, Dinamarca).

c) A troca de 50% do meio de cultura (50 uL) foi realizada a cada 3 dias.

3.3.4. Avaliagao da Citotoxicidade dos OEs em Modelo 3D

Apos a padronizacdo do protocolo, os esferoides foram utilizados para o

ensaio de citotoxicidade.

a) Os OEs de camomila (Matricaria chamomilla), noz-moscada (Myristica
fragrans) e canela (Cinnamomum zeylanicum e Cinnamomum cassia) foram
diluidos em DMSO para obtencdo de solugdes-estoque. Estes foram entio
diluidos em meio de cultura para atingir as concentragcdes de IC1o, ICs0 € 1Co0
previamente determinadas, garantindo que a concentracao final de DMSO néo
ultrapassasse 0,05% (v/v).

b) Os esferoides foram tratados com os 6leos e incubados por 24, 48h e 120h
em estufa (37°C, 5% CO,).
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c) Apos os periodos de tratamento, os pardmetros morfolégicos dos esferoides
foram avaliados por fotomicroscopia de luz, e as medidas foram realizadas com
o software Imaged (v1.54g, NIH, EUA).

3.4. Analise Estatistica

Os parametros morfologicos dos esferoides (didmetro, circularidade e
solidez) foram quantificados a partir de fotomicrografias utilizando o software
Imaged. Para avaliar o efeito relativo dos tratamentos ao longo do tempo, os

dados de didmetro foram normalizados.

Para cada grupo experimental (Controle, IC1o0, ICs0 e IC90), foi primeiramente
calculada a média das medidas de didmetro no tempo zero (T=0). Este valor
meédio foi estabelecido como a linha de base de 100% para o respectivo grupo.
Subsequentemente, cada medida individual de didmetro nos tempos de 24h, 48h
e 120h foi dividida pela média de referéncia do seu grupo no tempo zero e

multiplicada por 100 para ser expressa como uma porcentagem.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism v.8.0.2. As diferengas entre os grupos ao longo do tempo foram avaliadas
por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Dunnett para
comparagdes multiplas contra o grupo controle. As diferengcas foram

consideradas significativas quando o p-valor foi inferior a 0.05 (p < 0.05).
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4. RESULTADOS

4.1.Caracterizacao Viscoelastica dos Hidrogéis de Agarose como
Substrato para Cultura 3D

Para caracterizar as propriedades mecanicas dos substratos, géis de
agarose a 1,5% e 2% foram analisados por Espalhamento Dindmico de Luz
(Dynamic Light Scattering — DLS) (FIGURA 28). Foram realizadas varias
medidas da funcao de correlacédo temporal da intensidade da luz espalhada em
uma solugao aquosa com esfera-padrao de poliestireno e os géis de agarose na
concentracédo de 1,5% e 2%, com o objetivo de medir a diferengca de

viscoelasticidade entre os géis.

Figura 28. Analise de viscoelasticidade dos hidrogéis de agarose por DLS
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(A) Funcao de correlagdo temporal da intensidade da luz espalhada géle)l(t) para a solugao

padrao de poliestireno e para os geéis de agarose a 1,5% e 2%. (B) Detalhe da funcao de
correlagdo apenas para os géis de agarose. (C) Deslocamento Quadratico Médio (r(t))? em
funcao do tempo para os géis a 1,5% e 2%. As linhas pontilhadas indicam o valor assintético de
cada curva.
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Como é possivel observar nas Figuras 1A e 1B, a funcdo de correlagao
temporal decai mais lentamente para os géis (Aga-1.5% curva azul e Aga-2%
curva laranja) em comparagdo com a solugdo de poliestireno (curva verde),
indicando a movimentagao restrita das moléculas na rede do gel. A partir desses
dados, o Deslocamento Quadratico Médio (MSD) foi calculado (Figura 1C). O
MSD representa a mobilidade das particulas na rede do gel, e é inversamente
proporcional a rigidez do gel;, um menor deslocamento indica uma rede mais

restritiva e, portanto, um gel mais rigido.

Observou-se que o gel de agarose a 2% apresentou um MSD menor,
tendendo a um valor assintético de 238 nm?, enquanto o gel a 1,5% tendeu a
261 nm? resultando em uma diferenca de 23 nm. Este menor deslocamento
indica uma rede polimérica mais restritiva e, consequentemente, uma rigidez

maior para o gel de agarose a 2% em comparagao ao de 1,5%.

4.2. Padronizagao do Protocolo de Formacgao de Esferoides de HepG2

Apoés a otimizacéo da plataforma fisica de cultivo, o foco foi direcionado a
padronizacao do modelo bioldgico para garantir a formagao de esferoides de
HepG2 com morfologia consistente e reprodutivel. Esta etapa concentrou-se na
andlise de imagens de microscopia para avaliar o impacto de diferentes
densidades celulares e concentragdes do substrato de agarose na cinética de

formacgao e na arquitetura final dos agregados.

A Figura 29 apresenta uma analise comparativa dos resultados obtidos. As
imagens de microscopia de contraste de fase ilustram a morfologia dos
agregados celulares sob as diferentes condi¢cdes testadas nos dias 3 e 5 de

cultivo.
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Figura 29 — Otimizagao da formacgao de esferoides de HepG2

5x103 1x104

X
0
~
o)
n
2
©
)
<

)

8

T

™
X
N
@
n
o
|-
©
)
<

A
X
0
~
@
2]
o
©
)
<

7

o

T

T
X
N
®
n
o
S
>
<

B

A figura mostra imagens comparativas de microscopia de contraste de fase de agregados
celulares formados apds (A) 3 dias e (B) 5 dias de cultivo. Foram avaliadas duas densidades
celulares (5.000 e 10.000 células/pogo) e duas concentragdes de substrato de agarose (1,5% e
2%). Barra de escala = 250 ym. Objetiva de 4x.
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A densidade celular inicial e a rigidez do substrato tiveram um impacto direto
no tamanho final dos agregados. Como observado, 10.000 células/pogo
cultivadas sobre o gel de agarose a 2% (maior rigidez), resultaram em um
esferoide compacto, esférico e com bordas mais bem definidas, em comparacéao
com 5.000 células/pogo cultivadas sobre agarose a 1,5%, que formaram

multiplos agregados irregulares e dispersos.

A analise temporal revelou que em 3 dias ja havia formacéo de agregados
em sua maxima compactacgao e estabilidade morfoldgica. Em 5 dias de cultivo ja
€ possivel observar a presenga de nucleo necrotico, devido a limitagdo da
difusdo de oxigénio e nutrientes. Portanto, com base na analise qualitativa da
morfologia, a condi¢do padronizada para os ensaios subsequentes foi definida
como 10.000 células/pogo, cultivadas sobre substrato de agarose a 2% por 3

dias.

4.3. Analise da Citotoxicidade dos OEs no Modelo de Esferoides 3D

Com o modelo de esferoides de HepG2 padronizado, investigou-se o
potencial citotdxico dos OEs de camomila (Matricaria chamomilla), noz-moscada

(Myristica fragrans) e canela (Cinnamomum zeylanicum e Cinnamomum cassia).

4.3.1. Efeito dos OEs na Morfologia e Integridade dos Esferoides

Inicialmente, o impacto dos tratamentos sobre a estrutura tridimensional dos
esferoides foi avaliado por fotomicroscopia de luz ao longo de 120 horas
(FIGURAS 30, 31, 32 e 33). Os esferoides do grupo controle, tratados apenas
com o veiculo (DMSO 0,05%), mantiveram sua morfologia compacta, esférica e
com bordas bem definidas durante todo o periodo experimental, confirmando a
estabilidade do modelo. Em contrapartida, os esferoides tratados com os OEs
apresentaram alteragdes morfolégicas significativas: progressiva perda da
integridade estrutural, caracterizada pela desagregacado celular na periferia,
perda da esfericidade (circularidade < 0,9) e uma notavel alteragéo no diametro

médio.
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Figura 30 — Efeito do 6leo de M. chamomilla na morfologia dos esferoides
de HepG2
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(A) Imagens representativas de microscopia de luz dos esferoides tratados com as
concentragdes de IC1o, ICso € ICo0 do OE de M. chamomilla por 0, 24, 48 e 120 horas. Barra de
escala = 250 ym. (B) Grafico superior representa a variagao percentual do didmetro médio e o
grafico inferior representa a circularidade dos esferoides ao longo de 120 horas de tratamento
com o OE. Os valores foram normalizados pela média de cada grupo no tempo zero, considerado
como 100%. Os pontos representam a média + o erro padréo da média (EPM) de [N=3] replicatas
por grupo. Asteriscos indicam diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
controle em cada tempo (* p < 0.05; ** p < 0.01).

As observagdes qualitativas (Figura 30-A) revelaram uma clara alteragéo
morfolégica dose e tempo-dependente nos esferoides tratados com o OE de M.
chamomilla. Enquanto os esferoides do grupo controle (Figura 29) mantiveram
uma estrutura compacta e esférica durante todo o periodo, os esferoides tratados

exibiram uma progressiva perda de integridade.

A quantificagdo do didmetro médio dos esferoides normalizado pelo valor
inicial de cada grupo (Figura 30-B, grafico superior), confirmou estas
observagdes. Nos grupos tratados, houve grande variagado do didametro médio,
provavelmente devido ao desprendimento e espalhamento de células na

periferia do esferoide.

A perda de integridade estrutural foi quantificada pela analise de circularidade

(Figura 30-B, grafico inferior). Os esferoides do grupo controle mantiveram uma
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alta circularidade (valor proximo a 0,9) durante todo o experimento, indicando
uma morfologia estavel e esférica. Em contrapartida, os tratamentos com M.
chamomilla induziram uma perda de circularidade progressiva e dose-
dependente. O tratamento com ICgo durante 120 horas apresentou a queda mais
acentuada, atingindo um valor de circularidade inferior a 0.75, o que denota uma
desorganizagao do agregado tridimensional. A reducéo da circularidade nao foi
estatisticamente significativa para nenhum dos grupos em comparagdo ao

controle.

Figura 31 — Efeito do éleo de M. fragrans na morfologia dos esferoides de

HepG2
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(A) Imagens representativas de microscopia de luz dos esferoides tratados com as
concentragdes de IC1o, ICs0 € ICo0 do OE de M. fragrans por 0, 24, 48 e 120 horas. Barra de
escala = 250 uym. (B) Grafico superior representa a variagao percentual do didmetro médio e o
grafico inferior representa a circularidade dos esferoides ao longo de 120 horas de tratamento
com o OE. Os valores foram normalizados pela média de cada grupo no tempo zero, considerado
como 100%. Os pontos representam a média + o erro padréo da média (EPM) de [N=3] replicatas
por grupo. Asteriscos indicam diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
controle em cada tempo (* p < 0.05; ** p < 0.01).

Na figura 31-A é possivel observar que o tratamento com diferentes
concentragdes de M. fragrans por 120 horas ndo impediu com que as células
HepG2 continuassem a se aglomerar. Isso € confirmado pelo aumento da
quantificagdo do diametro médio (Figura 31-B, grafico superior), e da

circularidade (Figura 31-B, grafico inferior). O didmetro médio aumentou
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significativamente no grupo tratado com 1Cg0 em relag&o ao controle (* p < 0.05).
Em relagédo a circularidade, o grupo tratado com a ICso apresentou aumento

estatisticamente significativo (* p < 0.05) em comparagao ao controle.

Figura 32 — Efeito do 6leo de C. cassia na morfologia dos esferoides de

HepG2
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(A) Imagens representativas de microscopia de luz dos esferoides tratados com as
concentragdes de IC1o, ICs0 e ICg0 do OE de C. cassia por 0, 24, 48 e 120 horas. Barra de escala
= 250 um. (B) Grafico superior representa a variagao percentual do diametro médio e o grafico
inferior representa a circularidade dos esferoides ao longo de 120 horas de tratamento com o
OE. Os valores foram normalizados pela média de cada grupo no tempo zero, considerado como
100%. Os pontos representam a media + o erro padrédo da média (EPM) de [N=3] replicatas por
grupo. Asteriscos indicam diferenga estatisticamente significativa em relagao ao grupo controle
em cada tempo (* p < 0.05; ** p < 0.01).

A figura 32-A demonstra as alteragbes morfoldgicas nos esferoides tratados
com C. cassia. A quantificagao do diametro médio dos esferoides (Figura 32-B,
grafico superior), aponta aumento do tamanho do esferoide tratados com a IC+o
nas primeiras 24h e redugao de tamanho nos grupos tratados com a ICso e ICoo.
A analise de circularidade (Figura 32-B, grafico inferior) revelou uma redugao da
esfericidade em todos os grupos tratados. Nao houve diferenga significativa em

nenhum dos grupos.
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Figura 33 — Efeito do 6leo de C. zeylanicum na morfologia dos esferoides
de HepG2
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(A) Imagens representativas de microscopia de luz dos esferoides tratados com as
concentragdes de IC10, ICs0 € ICo0 do OE de C. zeylanicum por 0, 24, 48 e 120 horas. Barra de
escala = 250 ym. (B) Grafico superior representa a variagédo percentual do didmetro médio e o
grafico inferior representa a circularidade dos esferoides ao longo de 120 horas de tratamento
com o OE. Os valores foram normalizados pela média de cada grupo no tempo zero, considerado
como 100%. Os pontos representam a média £ o erro padrao da média (EPM) de [N=3] replicatas
por grupo. Asteriscos indicam diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
controle em cada tempo (* p < 0.05; ** p < 0.01).

Por fim, a figura 33-A demonstra as alteragdes morfolégicas dos esferoides
tratados com as concentragdes de IC1o0, ICs0 € 1Co do OE C. zeylanicum. A
quantificacdo do resultado € mostrada na figura 33-B onde o grupo tratado com
a IC10 apbs 48h mostrou aumento do didametro e redugao da circularidade; o
grupo tratado com a ICso apresentou 0 mesmo comportamento com apenas 24h;
e no grupo tratado com a ICgo houve diminuicdo do didmetro e da circularidade
nas primeiras 24 horas, com queda acentuada ao final do tratamento
(circularidade = 0,83).

As profundas altera¢des morfolégicas observadas, especialmente a perda de

compactacgao, sao fortes indicativos de citotoxicidade e morte celular.
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5. DISCUSSAO

A caracterizagao das propriedades mecanicas de substratos para cultura
celular € uma etapa fundamental e indispensavel para o desenvolvimento de
modelos in vitro que mimetizem o microambiente tecidual de forma fidedigna. A
investigacédo sobre as propriedades viscoelasticas dos hidrogéis de agarose &
particularmente relevante. Nossos resultados demonstraram que o gel de
agarose a 2% ¢é mais rigido que o de 1,5%, apresentando um menor

Deslocamento Quadratico Médio (MSD) de 238 nm? contra 261 nm?2.

Enquanto nosso estudo empregou uma abordagem indireta através do
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) para inferir a rigidez do substrato, o
trabalho de Abidine e colaboradores (2021) utilizou uma técnica de contato direto
— a microrreologia baseada em Microscopia de Forga Atémica (AFM) —, para
quantificar as propriedades viscoelasticas (modulos elastico G' e de perda G")
de células e esferoides. Apesar das diferencas metodoldgicas, as conclusdes
sao convergentes e complementares. Nossa observagdo de que um
Deslocamento Quadratico Médio (MSD) menor no gel a 2% indica uma rede
polimérica mais restritiva e, portanto, mais rigida, € uma premissa fundamental
que sustenta os experimentos no artigo referido. Abidine et al. (2021) modularam
arigidez de seus substratos de poliacrilamida (variando de 5 a 28 kPa) alterando
a concentracdo do agente reticulador, um principio analogo ao nosso de

aumentar a concentragdo de agarose para obter um substrato mais rigido.

O ponto central de convergéncia entre os trabalhos € o conceito de
mecanossensibilidade celular. Abidine et al. (2021) demonstram que as células
tumorais ndo sao entidades passivas; elas "sentem" e respondem ativamente a
rigidez do substrato, alterando suas proprias propriedades mecanicas e
comportamentais. Especificamente, foi revelado que as linhagens celulares de
cancer de bexiga epitelial com alta malignidade e invasividade (T24 e J82),
tornam-se mecanicamente mais rigidas quando cultivadas em substratos mais

duros, sugerindo um mecanismo adaptativo.

Nesse contexto, a caracterizacao e a subsequente escolha do substrato de
agarose a 2% em nosso trabalho, além de otimizar a técnica, representa a

criacdo de um microambiente mecanico especifico. O sucesso na formacao de
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esferoides mais compactos, esféricos e com bordas bem definidas sobre o
substrato mais rigido (observado na Figura 29 de nossos resultados) € a
consequéncia biolégica direta dessa escolha, validando a aplicagao pratica dos
principios investigados por Abidine et al. (2021). A maior rigidez do substrato
forneceu os estimulos fisicos necessarios para guiar a auto-organizagao celular,

resultando em um modelo 3D mais consistente e reprodutivel.

Apos definir as propriedades fisicas e mecanicas do substrato, nosso foco foi
determinar a densidade celular e o tempo de crescimento 6timo dos esferoides,
para padronizagao do protocolo, de forma a garantir a reprodutibilidade dos
ensaios. A escolha deste substrato mais rigido, combinada com uma densidade
celular inicial de 10.000 células/pocgo, foi determinante para a formacao de
esferoides unicos, compactos e esféricos em apenas 3 dias. Este achado esta
em conformidade com estudos que demonstram que as propriedades mecanicas
do substrato, como a rigidez, influenciam diretamente a mecanotransducgao, a
adesao célula-célula e, consequentemente, a morfogénese e compactagéo dos
agregados celulares (PUTRA et al., 2023). Uma maior rigidez do substrato pode
favorecer a formacao de juncdes celulares mais fortes, essenciais para a

integridade do esferoide.

A aplicagao do modelo 3D otimizado para avaliar o potencial quimioterapico
de produtos naturais, especificamente OEs, alinha-se a busca por novas
moléculas bioativas, um campo onde a biodiversidade se mostra uma fonte

prolifica.

A principal observagédo de nossos ensaios de citotoxicidade foi a progressiva
perda da integridade estrutural dos esferoides tratados com OEs. A
desagregacao celular na periferia, a perda de esfericidade e a alteragdo no
didametro sao fortes indicativos de um mecanismo de agdo que interfere na
adesao célula-célula, um pilar para a manutencao da arquitetura tecidual (ZHU
et al., 2025).

A morfogénese de um esferoide € um processo de auto-organizacao celular
que depende criticamente da superexpressao de proteinas de adesdo da MEC,
principalmente, de caderinas. A formagao comecga com células individuais que

se unem em um agregado instavel via ligacdes de integrina-MEC. Este é entado
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consolidado em uma massa celular compacta através do aumento da expressao
de caderinas e do estabelecimento de fortes ligacdes homofilicas. Com a
maturagcao e o aumento de volume, especialmente para didmetros acima de 500
Mm, a estrutura do esferoide passa a limitar o transporte molecular. Essa
restricdo difusional gera uma organizagao em trés zonas distintas: uma periferia
de células proliferativas, uma camada intermediaria de células viaveis, mas
quiescentes, e um centro necrético formado devido a privagao de nutrientes e ao
acumulo de catabdlitos (LIN & CHANG, 2008).

A E-caderina € uma das moléculas de adesdo mais importantes para
formacdo e manutencao de esferoides em células epiteliais, como as células
HepG2. O trabalho de Stadler et al. (2018) demonstrou que subpopulagdes de
células de cancer de coélon que nao conseguem se integrar aos esferoides
(fendtipo NSF) apresentam perda de moléculas de adesao essenciais, como E-
caderina, P-caderina ou a-catenina. Fazendo uma analogia a esse estudo, a
desintegragao morfolégica que observamos nos esferoides tratados com os OEs
pode ser interpretada como uma “fenocopia farmacologicamente induzida do
fendtipo NSF”. Ou seja, os compostos ativos nos OEs parecem anular a fungao
das proteinas de adeséo, levando as células a se dissociarem do agregado de

maneira analoga a perda genética/epigenética dessas moléculas.

De fato, a literatura corrobora fortemente que os principais constituintes dos
Oleos aqui estudados modulam vias de sinalizagdo que regulam diretamente a
adesao celular e a Transigao Epitélio-Mesenquimal (EMT). Por exemplo, o
cinamaldeido, componente majoritario dos dleos de canela, demonstrou suprimir
a progressao do cancer de ovario ao inibir a via PI3K/AKT induzida por EGF. Em
seu estudo, Wang et al. (2022) mostraram que o cinamaldeido reverteu o
processo de EMT, aumentando a expressdo da E-caderina e diminuindo
marcadores mesenquimais como a N-caderina e Vimentina, um efeito mediado

pela inibicao da fosforilagao de PI3K e AKT.

De forma semelhante, o estudo de Bao & Muge (2021) com a miristicina,
principal constituinte do 6leo de noz-moscada, revelou que este composto inibe
a migracgao e invasao de células de carcinoma hepatico, ao suprimir a EMT. O

mecanismo elucidado foi justamente a inibigdo da via de sinalizagcao
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PI3K/Akt/mTOR, resultando no aumento da E-caderina e na diminuicdo da N-
caderina. Nossos resultados, nos quais os 6leos de canela e noz-moscada
causaram a desagregacao dos esferoides, estdo em perfeita consonancia com
esses achados mecanisticos. A perda de adesdo que observamos visualmente
pode ser, portanto, a consequéncia morfolégica da inibicdo da via
PI3K/Akt/mTOR e da subsequente desregulacdo das caderinas, conforme

descrito por esses autores.

Até mesmo para o 6leo de camomila, cujo perfil quimico € dominado por
sesquiterpenos como o a-Bisabolol e seus Oxidos, a conexao com esta via
central é evidente. Um estudo recente de Arjunan et al. (2024) demonstrou que
o a-bisabolol induz apoptose em células de cancer de mama (MCF-7) através da
supressao da via de sinalizagcdo NF-kB/PI3K/Akt. Embora o estudo nao tenha
focado na EMT, ele estabelece que o a-Bisabolol também atua sobre a via

PI3K/Akt para exercer seu efeito antitumoral.

Portanto, nossa hipétese de que os compostos bioativos dos OEs atuam
desestabilizando as jungdes célula-célula é fortemente embasada. Entao,
quando observamos os resultados nos graficos onde os tratamentos causaram
um aumento no didmetro médio, mesmo que o numero de células vivas nao
tenha aumentado (ou até tenha diminuido um pouco), a explicacdo pode estar
justamente na perda de adesao entre as células, fazendo com que o esferoide

se torne frouxo e desorganizado, passando a ocupar mais espago.

Nossos resultados com o OE de M. chamomilla exemplificam uma resposta
citotoxica classica: as imagens microscopicas (Figura 30-A) e a analise
quantitativa (Figura 30-B) mostram uma clara perda de integridade estrutural,
com células se desprendendo da periferia. Essa desagregacédo é refletida
diretamente pela diminuicdo progressiva da circularidade, especialmente na
concentracao de ICg0. A perda da forma esférica indica uma falha nas forgas de
adesao intercelular que mantém a estrutura compacta do esferoide. Portanto, a
reducdo da circularidade pode ser interpretada ndo apenas como um dano
visivel, mas como um indicador quantitativo da perda de uma caracteristica
fisiologicamente crucial, validando sua eficacia como um agente que

desestabiliza a arquitetura do tumor.
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Da mesma forma, as flutuacdes no didametro médio, refletem essa perda de
compactagdo. Em vez de um encolhimento uniforme, o desprendimento e o
espalhamento de células na periferia podem aumentar a area total projetada do
aglomerado, levando a picos no didmetro medido antes que a morte celular e a

lise reduzam o tamanho geral.

No entanto, nem todos os tratamentos resultaram em uma simples
desintegracgao. O tratamento com o dleo de M. fragrans (Figura 31), por exemplo,
levou a um aumento significativo e sustentado do didametro médio, especialmente
na concentracdo ICg, sugerindo que o mecanismo de agédo pode nao ser
imediatamente citotdéxico, mas que interfere no processo de compactacao. As
células continuam a se aglomerar, ou talvez até proliferar de forma
desorganizada, mas falham em estabelecer as adesdes firmes necessarias para
formar uma Unica esfera densa, resultando em uma massa celular maior e mais
frouxa. Essa falha em atingir a compactagéo, segundo Leung e colaboradores
(2015), compromete a formagdo de gradientes fisioldgicos, indicando um tipo

diferente de perturbagdo no modelo tumoral.

Os Oleos de canela (Figuras 32 e 33), apresentaram respostas
intermediarias, com picos transitorios de didametro e reducdes mais modestas na
circularidade. Isso pode indicar uma combinacdo de efeitos: uma
desestabilizagdo inicial das adesdes periféricas (aumentando o diametro)
seguida por uma agao citostatica ou citotoxica que limita o crescimento ou induz
a morte celular (reduzindo o didmetro). Em conjunto, o agregado celular sofre
afrouxamento gerando uma baixa circularidade (formato elipsoidal),

apresentando gradientes de difusdo mais rasos.
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6. CONCLUSAO

Neste capitulo, o protocolo de formacédo de esferoides da linhagem de
carcinoma hepatocelular (HepG2) foi padronizado e otimizado com sucesso. A
caracterizagdo das propriedades mecanicas do substrato foi um passo
fundamental, onde se demonstrou que a agarose a 2% possui maior rigidez. A
combinacdo deste substrato com uma densidade celular inicial de 1x10*
células/poco foi estabelecida como a condigao ideal, resultando na formacao de
esferoides unicos, compactos e morfologicamente reprodutiveis, cumprindo

assim os objetivos de padronizagao do estudo.

A aplicacao deste modelo 3D na avaliagao de OEs revelou um mecanismo
de acdo antitumoral relevante. O principal efeito observado nédo foi a
citotoxicidade direta, mas sim a desestabilizacdo da arquitetura do esferoide,
manifestada pela perda de integridade, desagregacdo celular e alteragdes
morfolégicas. Estes achados indicam que o alvo primario dos compostos
bioativos pode ser a adesdo célula-célula, um mecanismo complexo que nao

poderia ser elucidado em modelos de cultura bidimensionais.

Os resultados obtidos com os OEs fornecem uma base soélida para
investigacdes futuras. Como préximo passo, a analise de viabilidade celular por
microscopia confocal, utilizando o ensaio Cyto3D® Live/Dead, é uma etapa
crucial para confirmar visualmente que as alteragdes morfolégicas observadas
sao, de fato, resultado da morte celular. Investigagdes subsequentes, incluindo
o isolamento desses compostos e a validacado destes achados em modelos pré-
clinicos mais complexos, poderao reforcar a importancia de plataformas 3D para

a oncologia translacional.
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CHAPTER 3

VASCULARIZED TUMOR EXPLANTS

1. INTRODUCTION

A solid tumor is composed of cancer cells and host stromal cells -
nourished by blood vessels and drained by lymphatic vessels - and all these
components are incorporated into an extracellular matrix (JAIN et al., 2013). The
interaction between these cells and the MEC influences the expression of several
genes that control the pathophysiological characteristics of the tumor and affect
the response to various therapies (SHIMPI & FISCHBACH, 2021). Blood,
lymphatic vasculature, fibroblasts, immune cells and the extracellular matrix
associated with tumors are abnormal, and collaborate with each other to create
a hostile environment, characterized by hypoxia, low pH and high pressure of the
interstitial fluid (MARTIN et al., 2019).

Over the years, many approaches have been developed to deconstruct
tumors or synthesize them in culture for the purpose of analyzing the biology of
cancer and identifying promising drugs (BAZOU et al., 2016). The development
of human-based mimetic tissue constructions for disease modeling and drug
testing are also known as "organs on a chip" (CHO et al., 2023). Clinical
oncologists need these tools to improve the reliability of medicines and the

implementation of personalized medicine.

3D cancer cell lines, such as spheroids, are valuable tools that can more
truthfully predict the heterogeneity of the tumor than the 2D cell monolayer. But
spheroids still lack important interactions between the different components of
the tumor, such as immune cells and vasculature. In this sense, an alternative
arises to determine the effectiveness of antitumor therapies in models more
similar to the tumor microenvironment: vascularized tumor explants (VTE)
(BAZOU et al., 2016).
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Blood vessels consist of the same basic structure: a concentric inner layer
of endothelial cells (EC), surrounded by an average layer of smooth muscle cells,
and a final layer, or adventitia, formed by extracellular matrix (ECM), fibroblasts
and nerve cells. Communication between EC and smooth muscle cells (SMCs)
occurs at the beginning of embryogenesis, when the vessels begin to form, and

remains until the maturation of the vasculature (LILLY, 2014).

The creation of in vitro vascularized tissues occurs through the co-culture
of EC and perivascular cells (SMCs) that participate in the formation and
stabilization of vessels (TRUSKEY, 2010). EC migrate and lengthen, connecting
with neighboring EC, forming a network of vessels. Vessel networks contain a
lumen created by the fusion of intracellular vesicles. SMCs in co-culture have the
ability to produce their own basement membrane and extracellular matrix,
including: IV collagen, collagen | and fibronectin, in patterns typically seen in vivo.
In addition to the components of the MEC, cocultures also produce essential
growth factors necessary to boost the formation of new vessels (BAZOU et al.,
2016).

Based on this, the objective of this study was to develop a prediction model
of personalized therapies for human pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC)
using biopsy samples from patients or mice ex vivo in vascularized tissues in

vitro.
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2. OBJECTIVES

2.1.General Objective

To develop and validate a vascularized tumor explant (VTE) platform as an
ex vivo predictive model to evaluate the efficacy of personalized therapies against
pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) using patient biopsy samples or

patient-derived xenograft (PDX) models.

2.2. Specific Objectives

a) To establish and optimize an in vitro co-culture system of human endothelial
cells (HUVECs) and perivascular cells (SMCs) to generate stable and
morphologically complex three-dimensional vascular networks that mimic the

tumor microenvironment.

b) To successfully integrate tumor componentes — specifically spheroids from
PDAC cell lines and tumor fragments from PDX — into the established vascular

networks to create a functional and representative VTE model.

c) To evaluate the response of VTE models (based on spheroids and PDX) to a
standard chemotherapy agent, gemcitabine, analyzing markers of apoptosis

(cleaved caspase-3) and proliferation (Ki67).

d) To compare the sensitivity and proliferative response to gemcitabine between
VTEs generated with sensitive (1108) and resistant (1319) PDAC cell lines,

validating the model's ability to reflect known drug resistance profiles.

e) To investigate the potential of the VTE system to predict the efficacy of
clinically relevant combination therapies, such as FOLFIRINOX and
Gemcitabine/Nab-paclitaxel (GEM/ABX), in human tumor explants, targeting

future application in neoadjuvant personalized medicine.
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3. MATERIAL AND METHODS

The experiments described in this chapter were performed at the Edwin
Steele Laboratories for Tumor Biology of the Department of Radiation Oncology
at Massachusetts General Hospital (Boston, MA, USA). This research was
conducted during a visiting research period as part of the "Doutorado Sanduiche"
program, funded by the Institutional Program for Internationalization (CAPES-
Print; Process N° 88887.802957/2023-00).

3.1.Vascular Network Formation

In vitro vascularized tissues were created by co-culturing Human Umbilical
Vein Endothelial Cells (HUVECSs), generously donated by Boston Children's
Hospital, and primary human dermal Smooth Muscle Cells (SMCs) purchased
from Lonza (Walkersville, MD, USA). Per well of a 96-well plate, 10.000 HUVECs
and 80.000 SMCs were seeded in 200 uL of VascuLife® VEGF Endothelial
Medium (Lifeline Cell Technology, Frederick, MD, USA). The plate was manually
shaken for 30 seconds to ensure uniform cell distribution and incubated for 3 days
at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO, to allow for complete

vessel formation.

3.2. SMC Immortalization

To overcome replicative senescence, SMCs were immortalized via lentiviral
transduction to express human telomerase reverse transcriptase (hTERT).
Lentiviral particles were produced in HEK293T cells by co-transfecting the pLV-
hTERT-hygro plasmid (Addgene, #85140) with the psPAX2 (Addgene, #12260)
and pMD2.G (Addgene, #12259) packaging vectors. Parental SMCs were
transduced with viral supernatant in the presence of 8 pg/mL Polybrene
(MilliporeSigma, Burlington, MA, USA, Cat# TR-1003-G). After 72 hours,
transduced cells were selected using Hygromycin B (MilliporeSigma, Burlington,
MA, USA, Cat# H3274) at a concentration previously determined by a kill curve.
Resistant colonies were isolated and expanded to establish a stable,
continuously proliferating SMC line.
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3.3.PDAC Spheroid Culture

To generate PDAC spheroids, 96-well plates were coated with a non-adherent
layer of 1,5% agarose. The agarose solution (750 mg in 50 mL of DMEM/F12
medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, Cat# 11320033))
was heated until dissolved, and 50 uL was added to each well. The plate was
solidified and sterilized under UV light for 30 minutes. PDAC cells (10.000 per
well) were seeded in 100 pL of DMEM/F12 supplemented with 4% Fetal Bovine
Serum (FBS) (Gibco, Cat# 26140079). After 3 days of incubation to allow
spheroid formation, spheroids were transferred onto the pre-formed vascular
networks using a cut 200 pL pipette tip. The co-culture was incubated for at least
2 days to allow for spheroid integration before treatment with 100 nM gemcitabine
for 72 h.

3.4.Immunofluorescence Staining

Samples were washed twice with PBS and fixed with 4% paraformaldehyde
(PFA) for 1 hour. Following two PBS washes, cells were permeabilized with 0,5%
Triton X-100 in PBS for 2 hours at 4°C. The samples were then blocked overnight
at 4°C with a blocking solution (5% Normal Donkey Serum and 0.1% Triton X-
100 in PBS). Primary antibodies, diluted in blocking solution, were added and
incubated for 48 hours at 4°C. The wells were washed five times with PBS before
adding secondary antibodies for an overnight incubation at 4°C, protected from
light. The following primary antibodies were used: mouse anti-human CD31
(Clone JC70A, Dako/Agilent, M0823, 1:100), rabbit anti-human Cleaved
Caspase-3 (Asp175, Cell Signaling Technology, #9661, 1:100), and rabbit anti-
human Ki67 (Clone SP6, Abcam, ab16667, 1:100). The corresponding secondary
antibodies were Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit and Cy3-conjugated anti-
mouse (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 1:200). Nuclei were counterstained
with DAPI (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 1:400). Negative controls were
processed without primary antibodies. Images were acquired using an Olympus
FluoView FV1000 laser scanning confocal microscope mounted on an [X81
inverted microscope (Olympus, Waltham, MA, USA), and three-dimensional

visualization was achieved using 5 um z-stacks.

101



Chapter 3

3.5.Patient-Derived Xenograft (PDX) Model

All animal procedures were performed in accordance with a protocol approved
by the Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) of Massachusetts
General Hospital. Human PDAC cell lines (1108 and 1319) were implanted
orthotopically into the pancreas of C57BL/6 mice. Tumor growth was monitored
by ultrasound. When tumors reached a predetermined size (~1 cm?), they were
explanted and mechanically minced by passing them through a 300 pm cell
strainer placed over a 100 ym strainer. Tumor fragments (100-300 um in size)
collected from the top of the 100 ym strainer were seeded onto the vascular

networks and incubated for 2 days.days.

3.6. Viability assay

To assess the viability of PDX tumor fragments, samples were treated with
gemcitabine (10, 50, 100, 500, and 1000 ng/mL) for 24 and 48 hours. Viability
was measured using the Cyto3D® Live-Dead Assay Kit (TheWell Bioscience,
North Brunswick, NJ, USA, Cat# CYTO3D-500) according to the manufacturer's
instructions. Briefly, 4 L of the reagent was added to each well, incubated for 30
minutes, and immediately imaged by confocal microscopy. Subsequently, the

samples were fixed and stained for Ki67 as described in section 1.4.
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4. RESULTS

4.1.Optimization and Characterization of the Vascularized Tumor Explant
(VTE) Platform

To create a robust and reproducible in vitro tumor microenvironment, we first
optimized the formation of a stable vascular network. A co-culture ratio of 1:8
(10.000 HUVECs to 80.000 SMCs) resulted in the formation of well-defined,
interconnected vascular structures positive for the endothelial marker CD31
within 3 days. These networks remained viable and structurally intact for
extended periods of over two weeks with regular medium changes,

demonstrating the long-term stability of the platform (Figure 34).

Figure 34 — Temporal Formation of Vascular Networks

Immunofluorescence images showing CD31-positive vascular structures (green) at A) 1 day, B)
2 days, C) 3 days, D) 4 days, and E) 2 weeks post-seeding, demonstrating network maturation
and stability.

Further experiments showed that higher cell seeding densities (e.g.,
25.000 HUVECs to 200.000 SMCs) increased not only the density but also the
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vertical height of the vascular bed, creating a more complex 3D architecture with

thicker, more defined vessels (Figure 35).

Figure 35 — High-Density Vascular Network

A) 10x projection of a high-density co-culture. B) Zoomed projection. C, D) Z-stack images
showing the top and bottom layers of the network, separated by 20 um, highlighting its 3D
complexity.

A key challenge for the platform's reproducibility was the replicative
senescence of primary SMCs, which lost their vessel-forming capacity after 3-4
passages. To overcome this, we immortalized the SMC line. The immortalized
SMCs retained the ability to form morphologically normal vascular networks for
over 14 passages, a significant improvement compared to primary cells, thus

ensuring the cost-effectiveness and consistency of the model (Figure 36).
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Figure 36 — Immortalization Preserves Vessel-Forming Capacity

Comparison of robust vascular networks formed by A) immortalized SMCs at passage 14 and B)
deteriorated structures formed by primary SMCs at passage 6.

4.2.VTE Platform Distinguishes Drug Response in PDAC Spheroid Models

To validate the VTE platform's utility for drug screening, we tested its ability to
differentiate the response of gemcitabine-sensitive (1108) and gemcitabine-
resistant (1319) PDAC cell spheroids. After treatment with 100 ng/mL
gemcitabine, spheroids from both cell lines exhibited a strong signal for cleaved
caspase-3 (CC-3), indicating widespread induction of apoptosis (Figures 37 e 38-
A).

However, the proliferative response, measured by Ki67 expression, differed
significantly between the lines. The sensitive 1108 spheroids showed a marked
decrease in Ki67 staining, indicating cell cycle arrest. In contrast, the resistant
1319 spheroids maintained high levels of Ki67 expression, suggesting they
continued to proliferate despite the drug's presence (Figures 37, 38-B). This
demonstrates the platform's ability to distinguish between cytotoxic and cytostatic

drug effects.
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Figure 37 —Drug Response in Resistant (1319) and Sensitive (1108)

Spheroids

-.

Immunofluorescence images showing proliferation (Ki67, green) and apoptosis (CC-3, red) after
gemcitabine treatment in 1319 cells (A-B) and 1108 cells (C-D).
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Figure 38 — Quantification of Apoptosis and Proliferation
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A) Both 1108 and 1319 spheroids show increased CC-3 expression. B) Ki67 expression is
significantly reduced in sensitive 1108 spheroids but remains high in resistant 1319 spheroids.
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4.3.Response of Patient-Derived Xenograft (PDX) Explants to Gemcitabine

We next advanced the model by incorporating more clinically relevant PDX
tumor fragments (Figure 39). The response of gemcitabine-sensitive (1108) and

gemcitabine-resistant (1319) PDX explants was assessed.

Figure 39 — PDX Tumor Fragments on the Vascular Bed

a

Representative image of tumor pieces of comparable size (100-300 um) integrated into the VTE
platform.

For the sensitive 1108 PDX model, gemcitabine treatment significantly
reduced the fraction of viable cells at both 24 and 48 hours compared to the
control. Proliferation, measured by Ki67 staining, was significantly reduced at the

48-hour time point (Figure 40).
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Figure 40 — Gemcitabine Induces Differential Viability and Proliferation
Responses in Sensitive (1108) and Resistant (1319) PDX Explants
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Sensitive Cell Line (1108): (A) Fraction of the dead/live (L/D) cell area after 24 hours, indicating
increased cell death with treatment; (B) Fraction of the Ki67-positive area (proliferation) after 24
hours; (C) Fraction of the L/D area after 48 hours, showing a sustained cytotoxic effect; (D)
Fraction of the Ki67 area after 48 hours, indicating a significant reduction in proliferation. Resistant
Cell Line (1319): (E) Fraction of the L/D area after 24 hours; (F) Fraction of the Ki67 area after 24
hours, showing a lesser impact on proliferation compared to the sensitive cell line; (G) Fraction
of the L/D area after 48 hours; (H) Fraction of the Ki67 area after 48 hours, indicating a recovery
or maintenance of proliferative capacity. Box-and-whisker plots represent the median, quartiles,
and minimum and maximum values of multiple samples. The Ki67 area fraction is presented as
a normalized percentage relative to the control group. Curly brackets indicate statistical
comparisons between groups (ns = not significant; the absence of "ns" implies statistical
significance, p < 0.05).
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5. DISCUSSION

In this study, we successfully developed, optimized, and validated a
vascularized tumor explant (VTE) platform for evaluating anti-cancer drug
efficacy. Our results demonstrate that this ex vivo model recapitulates key
aspects of the tumor microenvironment and can differentiate between sensitive

and resistant cancer cell responses.

A critical advancement of our platform is its reproducibility and long-term
stability. By immortalizing the SMCs, we overcame the limitations of primary cell
senescence, creating a consistent and cost-effective system suitable for scalable
drug screening. Furthermore, the ability to generate denser, more complex 3D
vascular beds allows for a more physiologically relevant microenvironment

compared to standard 2D or spheroid cultures.

The validation using PDAC spheroids highlights the platform's sensitivity.
While gemcitabine induced apoptosis (high CC-3) in both sensitive and resistant
lines, the key differentiator was the proliferative escape of the resistant 1319 cells,
which maintained high Ki67 levels. This suggests our VTE system can effectively
distinguish between a drug's cytotoxic effects and resistance mechanisms linked

to continued cell proliferation, a crucial aspect for evaluating therapy success.

The application of the VTE platform to PDX tissues represents a significant
step towards clinical translation. While more complex, the results from PDX
explants provide a glimpse into the heterogeneous response of patient-derived
tissue. The observation that both sensitive and resistant PDX models showed
reduced viability suggests a baseline cytotoxic effect of gemcitabine, but the
nuanced differences in proliferation over time may hold the key to predicting long-

term response.

Finally, we addressed a major technical hurdle in working with explanted
tissue: obtaining uniformly sized fragments without compromising viability. Our
novel filter-stacking protocol is a simple yet effective methodological innovation
that improves upon traditional techniques and enables the reliable processing of

heterogeneous tumor tissue for ex vivo analysis.
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In conclusion, this work establishes a robust VTE platform that serves as a
powerful tool for preclinical drug evaluation. The future integration of patient-
derived surgical tissues, as proposed (Figure 41), holds immense potential for
personalized medicine, allowing for the prediction of patient-specific responses
to therapies like FOLFIRINOX and GEM/ABX and guiding neoadjuvant treatment
decisions for PDAC.

Figure 41 — Proposed translational application of the Vascularized Tumor
Explant (VTE) platform to guide personalized therapy for resectable pancreatic
ductal adenocarcinoma (PDAC).
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The diagram illustrates how ex vivo tumor response analysis can be integrated into the patient's
clinical pathway to optimize treatment. Blue Pathway (Standard Treatment): Represents
conventional treatment, in which the patient undergoes surgery and, after recovery, receives
adjuvant (post-surgical) chemotherapy, such as FOLFIRINOX or GEM/ABX. Treatment choice is
empirical, based on general guidelines, to treat potential disease progression. Red Pathway
(Personalized Adjuvant Therapy): Demonstrates the platform's primary application. Tumor
samples resected during surgery are cultured in the VTE system and exposed to different
chemotherapy regimens. The results of the VTE analysis predict which treatment (FOLFIRINOX
or GEM/ABX) will be most effective for a given patient, thus informing the choice of adjuvant
therapy to prevent recurrence. Green Route (Personalized Neoadjuvant Therapy): lllustrates a
future application. A biopsy sample is collected before surgery. The ex vivo tumor response in the
VTE system informs the choice of the most effective neoadjuvant (pre-surgical) therapy, with the
goal of reducing tumor size before resection and treating micrometastases early.
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CONCLUSAO GERAL

A presente tese partiu do duplo desafio que define a oncologia moderna:
a busca por agentes terapéuticos mais seletivos e o desenvolvimento de
modelos pré-clinicos fidedignos a resposta clinica. Através de uma jornada
metodoldgica progressiva, este trabalho demonstrou a importancia da
complexidade dos modelos experimentais, avancando desde a prospecg¢ao de
bioativos em sistemas convencionais até a criagao de uma plataforma avangada

com aplicagao direta na medicina de precisao.

O primeiro capitulo estabeleceu o ponto de partida, demonstrando o
robusto potencial anticarcinogénico de OEs em modelos de cultura 2D. A
investigacao revelou ndo apenas uma potente citotoxicidade, mas também uma
notavel seletividade, com destaque para o 6leo de camomila contra o carcinoma
hepatocelular (IS > 77) e o de noz-moscada contra o cancer de mama (IS > 13).
Estes achados validaram os produtos naturais como fontes promissoras, mas,
ao mesmo tempo, expuseram as limitagbes de um modelo que nao captura a

arquitetura tridimensional de um tumor.

No segundo capitulo, a transicdo para um modelo de esferoides 3D,
permitiu desvendar um mecanismo de acdo mais sofisticado. Revelou-se que o
provavel efeito antitumoral dos OEs nao seja apenas a citotoxicidade direta, mas
sim a desestabilizagdo da arquitetura do agregado via quebra da adeséo célula-
célula. Esta descoberta, impossivel de ser observada em monocamada, foi
mecanisticamente embasada pela literatura, que correlaciona os principais
constituintes dos 6leos (a-Bisabolol, Cinamaldeido e Miristicina) a inibicdo da via
de sinalizagdo PI3K/Akt/mTOR, um regulador chave de proteinas de adeséao
como a E-caderina. Isso enfatizou como a complexidade do modelo é
fundamental para elucidar mecanismos que vao além da simples morte celular,

aproximando-se da fisiopatologia tumoral in vivo.

Finalmente, o terceiro capitulo, apresentou o desenvolvimento e a
validacdo de uma plataforma de explantes tumorais vascularizados (VTE). Ao
aplicar este sistema ao desafio clinico do adenocarcinoma ductal pancreéatico,

demonstrou-se sua capacidade de diferenciar mecanismos de resisténcia a
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quimioterapicos, distinguindo a fuga proliferativa da citotoxicidade em modelos
derivados de pacientes. Este capitulo consolidou a filosofia central da tese: a
criacdo de modelos preditivos € uma ferramenta poderosa para responder a

questdes clinicamente relevantes.

Em conjunto, este trabalho contribui para a oncologia translacional em
duas frentes complementares. Por um lado, apresenta candidatos a fitoterapicos
com alta seletividade, cujos mecanismos de agédo foram aprofundados pela
aplicacao de modelos 3D. Por outro, entrega uma plataforma ex vivo validada,
com potencial para guiar a terapia personalizada e otimizar as decis6es clinicas.
A jornada do bioativo natural ao modelo avangado reforga que o futuro da
descoberta de farmacos contra o cancer reside na sinergia entre a riqueza
quimica da natureza e o rigor de sistemas experimentais que verdadeiramente

mimetizem a biologia humana.
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