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RESUMO

O céncer, uma das principais causas de mortalidade global, apresenta desafios aos tratamentos
convencionais, como a quimioterapia, devido a baixa seletividade e a resisténcia tumoral ao
tratamento. Nesse cenario, a biodiversidade brasileira, rica em espécies vegetais com
propriedades bioativas, emerge como uma fonte promissora para a descoberta de novos
farmacos. Diante disso, este estudo teve como objetivo, investigar a composi¢do quimica e 0
potencial biofarmacoldgico de Scoparia dulcis. A anotagdo quimica do extrato das folhas de S.
dulcis (EFSD) por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS),
revelou uma ampla variedade de compostos, incluindo flavonoides, terpenoides e &cidos
fendlicos, reconhecidos por suas atividades anti-inflamatorias, antioxidantes, antidiabéticas e
antiproliferativas. Além disso o extrato foi submetido um processo de separacdo, onde foi
possivel isolar dois compostos, VAMF-1 (Flavonoide extraido da vassourinha com metanol -
cirsimarina). Para confirmar a identidade do VAMF-1, as espectroscopias de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (*H) e carbono (**C) forneceram os sinais caracteristicos,
validando sua estrutura quimica como um flavonoide metoxilado e glicosilado. Na avaliacédo
do potencial antioxidante, pelo método DPPH, as concentragBes de 62,5 e 125 pug mL™,
respectivamente, demonstraram a capacidade do antioxidante presente no EFSD em neutralizar
radicais livres, evidenciada pela redugéo do DPPH. A viabilidade celular do EFSD, VAMF-1 e
VAME-2 foi avaliada nas linhagens celulares MCF-7 (derivada de adenocarcinoma humano de
mama metastatico) e T24 (derivada de carcinoma urotelial de células transicionais de bexiga
grau I11) em modelos bidimensional e apenas 0 EFSD e VAMF-1 foi analisado em modelos
tridimensional. Com relacéo ao EFSD, foi observada uma inibicdo da viabilidade celular a partir
da concentragio de 100 pg mL™. Para as células MCF-7, a concentracéo inibitoria foi de 100,1
ug mL™ apds 24 horas de tratamento. Ao ser comparado com as células T24, o EFSD apresentou
uma concentracéo inibitoria de 129,4 pg mL, apresentando uma maior resisténcia em relacio
a MCF-7. O EFSD apresentou-se ativo frente a linhagem MCF-7, no entanto, para as células
T24 n3o foi ativo, com concentragdo inibitdria (Clso) de 129,4 ug mL, sendo superior a 100
um mL? (concentragdo maxima para que um extrato seja considerado ativo). No ensaio de
toxicidade em larvas de Tenebrio molitor, a concentragdo menos citotoxica foi a de 100 pg
mL"!. Além da anotacdo dos metabolitos secundarios, o estudo avaliou a atividade antitumoral
dos compostos isolados, reforcando seu potencial como candidatos promissores ao
desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-chave: Biodiversidade Brasileira; Tratamento do cancer; Flavondides



ABSTRACT

Cancer, a leading cause of global mortality, presents challenges to conventional treatments such
as chemotherapy due to low selectivity and tumor resistance to treatment. In this scenario,
Brazilian biodiversity, rich in plant species with bioactive properties, emerges as a promising
source for the discovery of new drugs. Therefore, this study aimed to investigate the chemical
composition and biopharmacological potential of Scoparia dulcis. The chemical annotation of
S. dulcis leaf extract (EFSD) by Liquid Chromatography coupled with Mass Spectrometry (LC-
MS), revealed a wide variety of compounds, including flavonoids, terpenoids and phenolic
acids, recognized for their anti-inflammatory, antioxidant, antidiabetic and antiproliferative
activities. In addition, the extract was subjected to a separation process, where it was possible
to isolate two compounds, VAMF-1 (flavonoid extracted from the broom with methanol -
cirsimarin). To confirm the identity of VAMF-1, hydrogen (*")2" carbon (*3C) nuclear magnetic
resonance spectroscopies provided the characteristic signals, validating its chemical structure
as a methoxylated, glycosylated flavonoid. In the evaluation of the antioxidant potential, by the
DPPH method, the concentrations of 62.5 and 125 ug mL™, respectively, demonstrated the
ability of the antioxidant present in EFSD to neutralize free radicals, evidenced by the reduction
of DPPH. The cell viability of EFSD, VAMF-1 and VAMF-2 was evaluated in the MCF-7
(derived from metastatic human breast adenocarcinoma) and T24 (derived from grade IlI
transitional bladder urothelial cell carcinoma) cell lines in two-dimensional models and only
EFSD and VAMF-1 were analyzed in three-dimensional models. Regarding EFSD, an
inhibition of cell viability was observed from the concentration of 100 ug mL™. For MCF-7
cells, the inhibitory concentration was 100.1 ug mL™? after 24 hours of treatment. When
compared with T24 cells, EFSD showed an inhibitory concentration of 129.4 pg mL%, showing
a higher resistance compared to MCF-7. EFSD was active against the MCF-7 lineage, however,
for T24 cells it was not active, with an inhibitory concentration (IC50) of 129.4 ug mL™, being
higher than 100 pm mL™ (maximum concentration for an extract to be considered active). In
the toxicity test on Tenebrio molitor larvae, the least cytotoxic concentration was 100 ug mL™.
In addition to annotating the secondary metabolites, the study evaluated the antitumor activity
of the isolated compounds, reinforcing their potential as promising candidates for the

development of new drugs.

Keywords: Brazilian Biodiversity; Cancer Treatment; Flavonoids



LISTA DE ESQUEMA

Esquema 1 - Método de extracdo do VAMEF-1 (cirsimarina) e VAMF-2 (cirsimaritina) ....... 36

Esquema 2 - Proposta de fragmentagao do VICENIN-2.........cuuuuiiiieeiiieiiiiiiiiee e eeeeiiiiinnns 56
Esquema 3 - Proposta de fragmentacao da Apigenina-6-C-pentosil-8-C-hexosideo.............. 58
Esquema 4 - Proposta de fragmentacao da Isorhamnetina-3-O-hexosil-7-O-pentosideo ....... 59
Esquema 5 - Proposta de fragmentacao para a ISOVIteXina ............ccevvveevvvviiiiieeeeeeeeeinnnnnnnn. 61
Esquema 6 - Proposta de fragmentacao para a Escutelaring ..............cccccuvemiiiiiiiiniiiinnnnnnnne 62
Esquema 7 - Proposta de fragmentacao para a Apigenina-7-O-glucuronideo ...................... 64
Esquema 8 - Proposta de fragmentacdo para a Hispidulina-7-O-glucuronideo..................... 65
Esquema 9 - Proposta de fragmentacao para 0 CirSimarina............cccevevvvvuiieeeeeeeeeeennnnnnnnns 67

Esquema 10 - Proposta de fragmentagdo para 0 CirsSiliol .................uuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinee 69



LISTADE FIGURAS

Figura 1 - SCOParia dUICIS L......ccvvueeiiie e e e e e e 22
Figura 2 - Estrutura quimica dos quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer.......... 29
Figura 3 - Cromatograma HPLC-PDA 254 nm do extrato hidroetanélico das partes aéreas de
Scoparia dulcis. Coluna Phenomenex Luna C18 (250 x 4.6 nm; 5 um), fluxo 1 mL/min......45

Figura 4 - Espectros de absorcdo UV-Vis dos compostos presentes no extrato hidroetandélico

.................................................................................................................................. 46
Figura 5 - Cromatograma HPLC-PDA da fracdo cloroférmica Scoparia dulcis. Coluna
Phenomenex Luna C18 (250 x 4.6 nm; 5 pm), fluxo 1 mL/Min...........ccccccmmmmmmmmniniiniiiiinnnne a7

Figura 6 - Espectro de absorcdo UV-Vis dos compostos presentes na fracdo cloroférmica...48
Figura 7 - Escpectros UV-Vis dos compostos isolados de Scoparia dulcis. a) VAMF-1 e seu
respectivo espectro no UV. b) VAMF-2 e seu respectivo espectro no UV. ..........ccccevvvvnnnn. 49
Figura 8 - Cromatograma do extrato bruto de Scoparia dulcis analisado por LC-ESI-IT/MS50
Figura 9 - Compostos anotados no extrato hidroetandélico de Scoparia dulcis ..................... 53
Figura 10 - Espectros de massas obtidos para 0 VICenina-2 ...........cccovvvvvvviiiieeeeeeeeennnnnnnnn. 55
Figura 11 - Espectros de massas obtidos para o Apigenina-6-C-pentosil-8-C-hexosideo ...... 57

Figura 12 - Espectros de massas obtidos para o Isorhamnetina-3-O-hexosil-7-O-pentosideo 59

Figura 13 - Espectros de massas obtidos para a ISOVItEXiNa. .............uuuuuumummmimiiiiiiiiiiiiiiinnens 60
Figura 14 - Espectros de massas obtidos para a Escutelaring.............ccccccoeeeeeeeieeiieciivnnnnnnn. 62
Figura 15 - Espectros de massas obtidos para a Apigenina-7-O-glucuronideo..................... 63
Figura 16 - Espectros de massas obtidos para a Hispidulina-7-O-glucuronideo.................... 65
Figura 17 - Espectros de massas obtidos para a CirSimaring....................eeeeeeeemmmemmennnnnnnnnns 66
Figura 18 - Espectros de massas obtidos para 0 Cirsiliol................ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiine 68
Figura 19 - Espectro de RMN de *H da cirsimarina (400 Hz, DMSO (d6) em ppm) ............ 70
Figura 20 - Espectro de RMN de 3C da cirsimarina (400 Hz, DMSO (d6) em ppm) ........... 70
Figura 21 - Solugdes ap0s a adicao d0 DPPH ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiinnneeineeeeeeeneneee 74
Figura 22 - Gréficos da atividade antioxidante do EFSD e do controle troloX ..................... 74

Figura 23 - Viabilidade Celular (%) de Células MCF-7 Apds Tratamento com Cirsimarina em

QR0 (8] = 2 I = |5 P 76
Figura 24 - Viabilidade celular de VAMF-2. @) T24. b) MCF-7 ........cuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinene 77
Figura 25 - Viabilidade celular de EFSD. @) MCF-7.0) T24.......cooviii i, 78

Figura 26 - a) Fracdo de sobrevivéncia apds 24h de tratamento com EFSD. b) Imagens

representativas das coldnias para cada tratamento. ...............uuveiiiieeeriiiiiiiiiee e 80



Figura 27 - a) Fracdo de sobrevivéncia apds 24h de tratamento com VAMF-1. b) Imagens
representativas das coldnias para cada tratamento. ..............uuuieiiieeeeeeeeiiiiie e 81
Figura 28 - a) Areas compreendidas pelos esferoides nos tempos Oh e 72h. b) Resultado de
viabilidade celular do ensaio de resazurina ap6s tratamento com EFSD. c) Imagens
representativas de de EMTs ap0s 2 dias de incubacdo e 72h de tratamento..................ueee... 83
Figura 29 - (a) Volume (area) de células tumorais de mama MCF-7 cultivadas como esferoides
3D e tratadas com VAMF-1 (10 a 320 uM), solvente (SV; 0,25% DMSO) e controles positivos
(docetaxel, DT 50 ¢ 100 uM) avaliados por 16 dias. (b) Imagens representativas da morfologia,
estrutura e crescimento dos esferoides MCF-7 foram obtidas a cada 3 dias por 16 dias apds o
tratamento com SV (painel superior), CIR 40 uM (painel central) ou DT 100 uM (painel
inferior). (c) A viabilidade celular apds 16 dias foi medida pelo ensaio de resazurina.......... 85

Figura 30 - Avaliacdo da toxicidade aguda do EFSD em larvas de Tenebrio molitor ........... 86



LISTADE TABELA
Tabela 1 - Mecanismos de acao da qUIMIoterapia.........ccoeveerrvrriiieeeeeeeeeiiiiieneeeeens 27
Tabela 2 - Mecanismos de agdo da radioterapia ..................eeeeeeuemmemiemmnniniiiiiinnnnnnns 30
Tabela 3 - Rendimento do extrato bruto e da fracdo cloroférmica de Scoparia dulcis 44
Tabela 4 - Compostos anotados no extrato hidroetanélico de Scoparia dulcis .......... 51
Tabela 5 - Valores de deslocamento quimico e multiplicidade de RMN de 1H e 13C
(600 MHz, CD30OD em ppm) para a CirSIMAaIiNa. .........cceerurrruuuieeeeeereeeernnninneeeeeeeeeesnnnnnnn 71
Tabela 6 - Atividade antioxidante do extrato hidroetandlico e do controle Trolox.....72



LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

BRCAL: Breast Cancer Gene 1 — Gene 1 do Cancer de Mama
BRCAZ2: Breast Cancer Gene 2 — Gene 2 do Cancer de Mama
CCso: Concentracédo Citotdxica Média

Clso: Concentracéo Inibitoria Média

CS: Controle do Solvente

DMEM: Meio Eagle Modificado por Dulbecco

DMSOQO: Dimetilsulféxido

DMSO-d6: Dimetilsulfoxido deuterado

DNA: Acido Desoxirribonucléico

EFSD: Extrato Hidroetandlico de Scoparia dulcis

EMT: Transicdo Epitelial-Mesenquimal

ESI: Electrospray lonization — lonizagao por Eletrospray
GEM: Gemcitabina

[M-H]: Modo de lonizacdo Negativo

HPLC: High Performance Liquid Cromatography - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
INCA: Instituto Nacional do Cancer

IT: lon trap (analisador de armadilha de ions)

MCEF-7: Linhagem celular de adenocarcinoma mamario

MCTS: Esferdides Multicelulares Tumorais 3D

MeOH: Metanol

MS: Mass Spectrometry — Espectrometria de Massas

MTT: brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
NMP: Ponto de Fusédo Normal

PBS: Tampéo Fosfato Salino

PDA: Photodiode array detector — Detector de matriz de fotodiodos
PTFE: Politetrafluoroetileno

RMN: Ressonancia Magnética Nuclear

RNA: Acido Ribonucleico

RPMI: Meio Gibco Roswell Park Memorial Institute

SFB: Soro Fetal Bovino

SisGen: Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado



SPE: Extragdo em Fase Soélida

T-24: Células Tumorais de Bexiga

TC: Tomografia Computadorizada
UV-Vis: Detector Ultravioleta e Visivel
VAMEF-1: Cirsimarina

VAMEF-2: Cirsimaritina



SUMARIO

1. INEFOTUGAD: ... 15
2. ODJEEIVOS ...ttt bbbt 17
2.1 GIAL ...t es 17
2.2 ESPECITICOS ...ttt e 17
3. REVISAD de LITEratUra.......cccoiiiieiiiieiee et 18
3.1 Familia PlantaginaCeae ..........cvcveieeiieiiieii et se et 18
3.2 GBNEIO SCOPAITA ... vttt bbbttt b bbbttt 20
3.3 SCOPANTA QUICIS L. ..o 21
34 LOF: (g o0t oo [ 1V, -4 o - USROS 23
35 CaANCET U DEXIGA. ...ttt ettt 24
3.6 Terapias d0 CANCEN ......ccviiiiieee ettt e ente e ens 27
3.6.1 QUIMIOLEIAPIA 1...vecveecieeie ettt sa e s e st e e ste e e e sbeesteeneeareenteannesreas 27
3.6.2 T 1 T0] (= o1 T S USUSPR 30
4. 1V 1=1 oo (o] (oo - USSR 32
4.1 LO00] 1= - OSSR TPRPRRT 32
4.2 Preparo d0 EXErat0........cueverierierieriesiisie ettt bbb 32
4.3 Partic8o lIqUIdO/ITQUITO .......ceoveiiiiiece e 33
4.4 Anotacdo dos constituintes quimicos de Scoparia dulCis..........cccceeereiircierinnnn. 33
4.4.1 Analise do perfil cromatogréafico de extrato bruto e fracao cloroformica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao ultravioleta-visivel (HPLC-UV/VIS)
33
4.4.2 Cromatografia liquida acoplada a um ion trap com interface de ionizacéo por
eletrospray e um analisador de massas de baixa resolUGa0............ccccoveveeieieeveccic s, 34
4.4.3 1501amento do VAME-1 € VAME-2.......oooi ittt 35
4.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 13C...........ccccoceue..... 37
4.5 Avaliagéo do potencial antioxidante do EFSD por DPPH ..........cccccevviiivvenene. 37
4.6 ENSAI0 ANTICANCET ... eeiiieie ettt enae e esreeee e 38
4.6.1 Linhagens celulares e condi¢@es de cultura............cccovveveiieieece e, 38
4.6.2 DiluiGa0 d0S TratameNtOS........cceeveiieiieie ettt 39
46.2.1 Extrato hidroetanolico, VAMF-1 € VAMF-2.......cccccooiiiiiiinnneieseseseeee e, 39
4.6.2.2 Controles Solvente e Positivo (Docetaxel e Cisplating) .........c.ccoeeveveieeieiiennen, 39
4.6.3 Ensaio de viabilidade Celular MTT......c.ccooiiiiiiieece e 40
4.6.4 ENSaio CIONOGENICO 2D .......ocviiiiiiiiiiiiieieiee e 40
4.6.5 ENSAIOS 3D ....vieiieiieiieeie ettt ettt et reene e 41
46.5.1 Formagcéo de esferdides multicelulares tumorais 3D (MCTS) .......cccoovvivviinnnnn, 41
4.6.5.2 Ensaio de Resazurina e Andlise de Integridade.............ccccooevieiieiecicieece e, 42
4.6.6 ANALISE ESALISTICA. . .vvivvevieieieiie s 42
4.7 Avaliacgéo da toxicidade aguda do EFSD .........ccccooeiiiiiiiniieeceee e 43
4.7.1 Aquisicédo e manutengéo das larvas de Tenebrio molitor............ccoooveveiniiinenne 43
4.7.2 Ensaio de toxicidade aguda do Extrato hidroetandlico...........ccocevvvireninicinnnen, 43
5. RESUITAAOS € DISCUSSAOD ......eivveiieriiiiie i eie e see e e et e sae e reenne e 44



5.1
5.1.1
512
5.1.3
5.2

5.3

5.4
5.4.1
5411
54.1.2
5.4.13
54.2
543
5.5

6

Rendimento do extrato e fracdo cloroférmica de Scoparia dulcis ....................... 44

Perfil quimico do extrato, fragcao Cloroformica...........ccooeveirereiini i, 44
Anédlise dos compostos isolados por HPLC-PDA (VAMF-1 e VAMF-2) ........... 48
Anotacdo quimica por LC-ESI-IT/MS ..o 50
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear da Cirsimarina.................... 69
Potencial antioxidante do EFSD pelo método DPPH............cccccvevevieviccie s, 72
Atividade anticancer do extrato, VAMF-1 e VAMF-2 ......cccccociiiiiinininen 75
Efeito citotoxico em linhagens celulares MCF-7 € T24 .......cccccoveveveivccieceenen, 75
VAME-L e 75
VAME -2 e rae e 76
Extrato hidroetanolico das partes aéreas de Scoparia dulcis (EFSD) .................. 77
ENSAI0 CIONOGENICO ......eeviiiiiiie e 79
Ensaio de Resazurina em 3D e Anélises FOtomicroscopica.........cccocevvveveireennenn, 82
Estudo de toxicidade in vivo em larvas de Tenebrio molitor ............c.ccecvevveneneen. 86
CONCIUSAD ..ottt bbbttt bbb et e et e e 88

REFERENCIAS ..ot oot e ee et e et e e e e et e e et e e et et e s er e e es e e s es e s es e e esereessteserereana, 89



1.

15

Introducéo:

O céncer € uma das principais ameacas a saude global, sendo a segunda maior causa
de morte, atras apenas das doencas cardiovasculares. Sua elevada incidéncia e mortalidade
representam desafios substanciais para os sistemas de saude em todo o mundo (BRAY et al.,
2018). O tratamento oncoldgico abrange diversas abordagens terapéuticas, que podem ser
invasivas, como a cirurgia e a radioterapia, ou nédo invasivas, como a terapia hormonal e a
quimioterapia. Dentre essas, a quimioterapia € amplamente empregada por sua capacidade de
atingir células cancerigenas em diferentes estagios da doenca (RIZEQ et al., 2020).

Contudo, a eficdcia da quimioterapia é limitada pela baixa seletividade, que afeta
também células saudaveis, e pelo desenvolvimento de quimioresisténcia, em que as células
tumorais se tornam resistentes aos medicamentos. Esses fatores ressaltam a necessidade urgente
de terapias mais especificas e eficazes, capazes de combater o cancer com maior eficiéncia e
menos efeitos colaterais (ZUBAIR et al., 2017).

Uma abordagem alternativa e promissora para o tratamento de diversas doencas esta
na Quimica de Produtos Naturais, area em que o Brasil se destaca devido a sua vasta
biodiversidade, na qual abriga uma riqueza de espécies vegetais, 0 que confere um imenso
potencial para o desenvolvimento de novos farmacos. A exploracdo dessa biodiversidade tem
sido essencial para a identificacdo de substancias bioativas com eficacia comprovada, que
desempenham um papel crucial no tratamento de inGmeras enfermidades (CSUK AL-
HARRASI, 2020).

Entre as diversas plantas brasileiras com potencial biofarmacologico, destacam-se as
pertencentes a familia Plantaginaceae, que compreende cerca de 107 géneros e 2277 espécies
(WHETERWAX, 2020; WORLD FLORA ONLINE, 2024). As espécies dessa familia tém sido
amplamente estudadas devido as suas variadas bioatividades, incluindo propriedades
antioxidantes (QI et al., 2021), antidiabético (JIANG et al., 2021) anticancerigenas (FENG,;
SHEN, 2010), anti-inflamatorias (YIN et al., 2019), e analgésicas (XIE et al., 2023).

Dentro desse grupo, S. dulcis destaca-se por sua ampla distribuicdo, relevancia
medicinal e adaptabilidade as mais diversas condigdes ambientais. Essa planta herbécea perene,
pertencente a familia Plantaginaceae, é nativa de regides tropicais e subtropicais, como a
América do Sul, Asia e Africa, sendo popularmente conhecida como “vassourinha”. (JIANG et
al., 2021).

Na medicina popular, a “vassourinha” ¢ amplamente utilizada para o tratamento de

diversos problemas de saude, incluindo os digestivos, inflamac¢6es (COULIBALY et al., 2011),
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e como diurético (LANS, 2007). Além disso, a planta tem sido tradicionalmente empregada no
controle do diabetes (PAMUNUWA; KARUNARATNE; WAISUNDARA, 2016).

A eficacia terapé€utica da “vassourinha” pode ser atribuida a presenga de uma variedade
de compostos bioativos em sua composic¢édo, como flavonoides, terpenoides, alcaloides, e acidos
fendlicos (JIANG et al., 2021). Esses compostos conferem a planta propriedades
farmacoldgicas notaveis, incluindo efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes (COULIBALY et
al.,, 2011), hepatoprotetores (TSAI et al., 2010) e antidiabéticos (PAMUNUWA,;
KARUNARATNE; WAISUNDARA, 2016). Assim, a vassourinha combina um perfil
complexo de bioatividade que a torna valiosa na medicina tradicional e moderna.

Os flavonoides s@o a classe predominante de metabdlitos presentes na composicao
quimica de S. dulcis, de acordo com a literatura (JIANG et al., 2021). Esses compostos
polifendlicos, amplamente distribuidos nas plantas, sdo reconhecidos por suas diversas
propriedades bioativas e contribuem significativamente para a saude humana devido aos seus
multiplos efeitos benéficos (JIANG et al., 2021). Serpeloni e colaboradores (2022) conduziram
estudos para avaliar a atividade antitumoral da cirsimarina, uma flavona glicosilada isolada das
partes aéreas de S. dulcis, em células de cancer de mama MCF-7. A pesquisa investigou 0s
mecanismos pelos quais a cirsimarina modula a proliferacdo, migragcdo e invasdo celular,
utilizando tanto modelos de cultura bidimensionais (2D) quanto tridimensionais (3D).

Diante da rica diversidade fitoquimica e biol6gica das espécies da familia
Plantaginaceae, aliada a escassez de dados sobre S. dulcis, uma espécie amplamente encontrada
e tradicionalmente utilizada no estado do Maranhdéo, torna-se essencial uma investigacdo mais
aprofundada. O objetivo foi realizar uma caracterizacdo quimica detalhada do extrato
hidroetandlico, avaliar seu potencial anticancerigeno, além de garantir a seguranca e eficacia
de seu uso. Esses estudos sdo fundamentais para o avanco no desenvolvimento de um produto

biotecnologico a partir dessa espécie.
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2. Objetivos

2.1 Geral

v

Investigar a composicao quimica e o potencial biofarmacologico de S. dulcis.

2.2 Especificos

v

Realizar a anotacéo quimica dos compostos presentes no EFSD atraves da cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas;

Isolar e caracterizar constituintes quimicos presentes no EFSD;

Elucidar a estrutura do metabdlitos secundario isolados por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN);

Avaliar a atividade antioxidante do EFSD utilizando o ensaio de captura do radical livre
DPPH.

Avaliar em células tumorais do cancer de mama (MCF-7) e de bexiga (T-24) os efeitos
do tratamento com o EFSD e isolados em modelos bidimensional e tridimensional;
Investigar a viabilidade celular do EFSD, VAMF-1 e VAMF-2 por meio do ensaio de
MTT;

Avaliar a proliferacdo celular por meio do ensaio clonogénico a partir do extrato e
isolados;

Avaliar a viabilidade celular e integridade de esferoides multicelulares tumorais por meio
do ensaio de resazurina e de analises fotomicroscopicas por meio do extrato e isolados;

Avaliar a toxicidade aguda do EFSD em larvas de T.molitor.
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3. Revisdo de Literatura

3.1 Familia Plantaginaceae

A familia Plantaginaceae, pertencente a ordem Lamiales, compreende
aproximadamente 107 géneros e 2277 espécies (WHETERWAX, 2020; WORLD FLORA
ONLINE, 2024), amplamente distribuidas em diversas regides do mundo. Inicialmente, a
classificacdo dessa familia era mais restrita, concentrando-se principalmente no género
Plantago. Contudo, revisdes taxondmicas recentes, apoiadas em estudos moleculares,
resultaram na ampliacdo dessa classificacdo, incorporando novos géneros que anteriormente
pertenciam a familia Scrophulariaceae (JIA et al., 2022). Essa ampliacéo reflete ndo apenas a
riqueza de espécies, mas também a complexidade da evolugdo dessas plantas.

As plantas da familia Plantaginaceae demonstram uma grande diversidade
morfologica, variando de ervas anuais a perenes e até arbustos. Caracteristicas como folhas
geralmente simples, com venacao paralela ou peninérvea, e disposicao em rosetas basais, como
observado em algumas espécies de Plantago, exemplificam essa diversidade. As flores,
pequenas e hermafroditas, exibem simetria bilateral (zigomorfa). Além disso, a inflorescéncia
pode ser do tipo espiga ou racemo terminal, originando frutos do tipo capsula que liberam
numerosas sementes pequenas (AL-ABIDE, 2019). Essas caracteristicas morfoldgicas
variaveis sdao adaptativas e refletem a ampla distribuicdo geogréafica da familia, que abrange
tanto regides temperadas quanto tropicais.

A distribuicdo global da Plantaginaceae revela sua adaptabilidade a diversos habitats,
com membros frequentemente encontrados em pastagens, margens de rios e ambientes urbanos.
Essa notavel diversidade ecoldgica é evidenciada por estudos filogenéticos que sugerem que a
Plantaginaceae é um grupo monofilético, incluindo tribos como Angelonieae e Gratioleae.
Esses estudos também revelam padrdes de dispersdo, com predominancia de transicdes de
ambientes extratropicais para tropicais ao longo do tempo. Essa dindmica indica que algumas
linhagens migraram para regides tropicais, contribuindo para a biodiversidade em hotspots e
destacando a importancia de analises geograficas para a compreensao da evolucao e distribuicédo
das espécies dessa familia (FONSECA, 2021).

Dentro desse contexto de diversidade, diversas espécies, como do género Scoparia
possuem notavel importancia medicinal e sdo amplamente utilizadas na medicina popular de
diferentes culturas. Entre elas, S. dulcis destaca-se por sua relevancia terapéutica, sendo

tradicionalmente empregada no tratamento de problemas digestivos, disturbios respiratorios e
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como diurético. Estudos cientificos corroboram essas aplicagdes, indicando que os extratos
dessa planta apresentam atividades anti-inflamatorias, antioxidantes e antimicrobianas,
atribuidas a presenca de compostos bioativos como flavonoides, glicosideos e diterpenos
(MURUGAN et al., 2023). Assim, a importancia medicinal das espécies de Plantaginaceae
complementa suas caracteristicas morfologicas e ecoldgicas, ampliando o seu valor para a satde
humana.

Além de suas propriedades medicinais, diversas espécies da familia Plantaginaceae
desempenham um papel fundamental na recuperacdo de areas degradadas, gracas a sua alta
tolerdncia a solos compactados e secos. Essas caracteristicas permitem que contribuam
significativamente para o equilibrio ambiental, estabilizando o solo e promovendo a
regeneracdo de ecossistemas afetados (RESENDE et al., 2015). Essa dualidade de funcdes
destaca a relevancia das espécies de Plantaginaceae ndo apenas na recuperacdo ambiental, mas
também na promocédo da saude e do bem-estar das comunidades que dependem de seu uso
medicinal (KONG; HENRY, 2019).

Dessa forma, a familia Plantaginaceae destaca-se ndo apenas pela ampla diversidade
morfologica e geografica, mas também pela relevancia medicinal de suas espécies, como S.
dulcis (SRINIVAS et al., 2016). InvestigacGes filogenéticas recentes tém elucidado a
complexidade das relacBes evolutivas dentro dessa familia, ressaltando a importancia de
revisdes taxondmicas para uma compreensdo mais abrangente de sua biodiversidade (HOPKE;
MUCINA; ALBACH, 2019). As propriedades terapéuticas dessas plantas, corroboradas por
estudos cientificos, juntamente com seu papel ecoldgico na recuperacao de areas degradadas,
evidenciam sua multifuncionalidade (SARKAR et al., 2020).

Reconhecer e valorizar as espécies da familia Plantaginaceae é, portanto, fundamental
para a conservacdo da biodiversidade e o uso sustentavel dos recursos naturais. Essa valorizacdo
beneficia tanto 0 meio ambiente quanto a salde das comunidades que dependem dessas plantas
em suas praticas medicinais. A interconexdo entre a diversidade bioldgica e a pratica medicinal
reforca a necessidade de promover pesquisas e estratégias de conservagao que assegurem a

preservacao dessas especies vitais para o futuro.
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3.2 Género Scoparia

O género Scoparia, pertencente a familia Plantaginaceae, é composto por plantas
herbaceas e, em alguns casos, subarbustivas, amplamente distribuidas em regifes tropicais e
subtropicais ao redor do mundo. Essas plantas apresentam uma morfologia simples, com folhas
alternadas, geralmente ovais ou lanceoladas. As flores, pequenas e discretas, variam entre as
cores branca ou amarelada e estéo dispostas em inflorescéncias do tipo espiga ou racemo. O
fruto caracteriza-se como uma cépsula seca, contendo sementes pequenas e numerosas
(WORLD FLORA ONLINE, 2024).

Além dessas caracteristicas gerais, as espécies do género Scoparia destacam-se por
sua ocorréncia predominantemente em ambientes tropicais, onde se adaptam com facilidade. A
maioria das espécies apresenta porte reduzido, com plantas que raramente ultrapassam 60 cm
de altura. Possuem caule liso, coloracdo verde e sdo frequentemente encontradas como ervas
daninhas devido a sua ampla dispersdo e crescimento em locais perturbados. Apesar de seu
sabor e odor indistintos, essas plantas tém despertado interesse devido & sua presenga em
ecossistemas tropicais e subtropicais, bem como ao seu potencial ecolégico e econdmico
(BABINCOVA; SCHRONEROVA; SOURIVONG, 2008).

Os estudos fitoquimicos de Scoparia revelam uma diversidade de metabolitos
secundarios, principalmente flavonoides (KAMEL et al., 2023), terpenoides (ZHANG et al.,
2021), cumarinas (KUERBAN et al., 2024) e &cidos fenolicos (NIKITIN et al., 2023), que
contribuem para suas propriedades bioldgicas. Entre os flavonoides mais comuns, destacam-se
a vicenina-2, isovitexina, luteolina e apigenina, compostos reconhecidos por suas atividades
antioxidante, anti-inflamatoria e antiproliferativa (MOHARRAM et al., 2017). Além disso,
alcaloides (PROTSKA, 2023) e iriddides (CAO et al., 2024) também sdo frequentemente
relatados, sendo esses Ultimos associados a potenciais efeitos neuroprotetores e anti-
inflamatorios.

A riqueza desses compostos bioativos esta diretamente relacionada ao amplo uso
medicinal das espécies do género Scoparia. Tradicionalmente, essas plantas s&éo empregadas no
tratamento de diversas condi¢bes, como diabetes (RAHHAL et al., 2022), inflamagdes
(OFORI-AMOAH et al., 2024), disturbios gastrointestinais (VANCE et al., 2014) e infec¢des
microbianas (RAHHAL et al., 2022). Estudos indicam que extratos de S. dulcis apresentam
atividade hipoglicemiante, possivelmente devido a presenca de flavonoides que modulam a
acdo de enzimas envolvidas no metabolismo da glicose (DONG et al., 2024). Além disso, a

presenca de compostos fenolicos e flavonas metoxiladas confere as plantas do género
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propriedades antioxidantes (QI et al., 2021) e hepatoprotetoras (BENINE et al., 2023),
reduzindo os danos celulares causados pelo estresse oxidativo.

Dentre as diversas propriedades bioldgicas atribuidas a Scoparia, destaca-se também
0 seu potencial antitumoral. Estudos recentes demonstram que extratos e compostos isolados
desse género apresentam atividade antiproliferativa em linhagens celulares de diferentes tipos
de cancer (XIANJUN et al., 2021). Acredita-se que esse efeito esteja relacionado a indugéo de
apoptose, regulacdo do ciclo celular e modulacdo de vias de sinalizacdo envolvidas na
progressao tumoral, tornando essas espéecies uma promissora fonte de moléculas bioativas para

o0 desenvolvimento de novas terapias (IKANOVIC et al., 2021).
3.3 Scoparia dulcis L.

S. dulcis, popularmente conhecida como vassourinha, ¢ uma planta herbacea
pertencente a familia Plantaginaceae. Com distribuicdo em regides tropicais e subtropicais da
América do Sul, Africa e Asia, essa planta tem sido amplamente utilizada na medicina
tradicional devido as suas propriedades terapéuticas e aos inimeros beneficios que proporciona
a saude. Sua popularidade em diferentes partes do mundo reflete ndo apenas suas qualidades
medicinais, mas também sua capacidade de adaptacdo a diversos ambientes (PAUL et al.,
2017).

Caracterizada por seu pequeno porte, a vassourinha normalmente atinge entre 30 e 100
cm de altura. Suas folhas opostas, lanceoladas e de coloragéo verde clara, juntamente com suas
delicadas flores brancas ou rosadas, conferem a planta uma aparéncia singela, enquanto seus
frutos em forma de capsulas abrigam sementes pretas e brilhantes (HAYASHI, 1996). Essa
combinacdo de caracteristicas botanicas, aliada ao seu potencial terapéutico, explica por que
tantas culturas a consideram um recurso valioso para tratamentos naturais (LIMA et al., 2019).

A planta apresenta um caule amplamente ramificado desde a base, com folhas simples,
dispostas de forma oposta cruzada, constituida por flores pequenas, com 4 sépalas. A espécie

produz um grande nimero de sementes, o que contribui para a sua facil propagagéo.
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Figura 1 - Scoparia dulcis L

Fonte: O autor (2025)

Esse potencial € amplamente atribuido a diversidade de propriedades medicinais da S.
dulcis, que incluem acGes diurética (LANS, 2007), anti-inflamatéria (LIN et al., 2023),
analgésica (LIMA et al., 2019), antidiabética (PATLE et al., 2023), antifingica (NGUYEN et
al., 2024), antimicrobiana (SIVASANKARAPILLAI et al., 2023) e antioxidante (M; A, 2023).
Esses efeitos sdo proporcionados por compostos bioativos como flavonoides, terpenoides
(RAFIQUE et al., 2023), alcaloides (AMINI et al., 2023) e taninos (EL HOSRY et al., 2023),
0s quais desempenham um papel crucial no tratamento de diversas enfermidades. Essa rica
composigdo quimica contribui para que a planta seja um elemento importante tanto na medicina
tradicional quanto em estudos cientificos modernos.

No Brasil, S. dulcis é amplamente utilizada na medicina popular para tratar doencas
como infecgbes urinarias (SUMA; VASANTHAKUMARI; VIJAYAKUMAR, 2016),
problemas renais (SARKAR et al., 2020), diabetes (AFNAN et al., 2023), inflamacdes
(OFORI-AMOAH et al., 2024), célicas menstruais (LANS, 2007) e problemas digestivos
(WIDYAWARUYANTI et al., 2020). Além disso, € valorizada como t6nico geral, auxiliando
no fortalecimento do sistema imunolégico e promovendo salde e bem-estar. Sua presenca em
diferentes biomas brasileiros, como Caatinga (MAGALHAES et al., 2019), Cerrado
(ALMEIDA et al., 2024), Pantanal (T. S.; GEETHALAKSHMI, 2022) e Mata Atlantica
(LOUREIRO et al., 2022), demonstra sua notavel adaptabilidade a diversas condigdes
ambientais, o que reforca sua importancia cultural e medicinal no territério nacional.

Em outras partes do mundo, como na india e no sudeste asiético, suas folhas e flores
sdo utilizadas no alivio de problemas como, disenteria (UDDIN; KIBRIA; HASSAN, 2015),
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tosse (OFORI-AMOAH et al., 2024), bronquite (WIDYAWARUYANTI et al., 2020), e
hipertensio (WIDYAWARUYANTI et al., 2020). Ja na Africa, a vassourinha é reconhecida
por propriedades antivirais (HASNAWATI et al., 2022), anticancerigenas (DURAISAMY et
al., 2023), digestivas (WIDYAWARUYANTI et al., 2020), afrodisiacas (AKENDENGUE et
al., 2005), hepéticas (MISTRY et al., 2012) e eméticas (AKENDENGUE et al., 2005). Essa
ampla gama de aplicacdes reflete o valor global da planta, evidenciando como sua versatilidade

medicinal a torna uma das espécies mais apreciadas na medicina natural ao redor do mundo.
3.4 Cancer de Mama

O céncer de mama é uma doenca altamente heterogénea, caracterizada pela
proliferacdo descontrolada de células anormais no tecido mamario, resultando na formacéo de
tumores com potencial para migrar e invadir tecidos distantes do tumor priméario (INCA,
2022a). De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2022b), estima-se que ocorram
cerca de 73.610 novos casos anuais de cancer de mama durante o triénio de 2023 a 2025,
tornando-o o tipo de cancer mais comum entre as mulheres no Brasil, excetuando-se o cancer
de pele ndo melanoma. Embora raro, o cancer de mama também pode afetar homens,
representando aproximadamente 1% dos casos.

O desenvolvimento do cancer de mama ocorre quando as células do tecido mamario
comegam a crescer de maneira descontrolada, formando uma neoplasia ou tumor. Essa
proliferacdo an6mala € frequentemente resultado de mutacdes genéticas que alteram o cédigo
genético das células, fazendo com que elas percam sua funcdo regulada e comecem a se
reproduzir excessivamente (EVANS et al., 2022). A multiplicacdo desordenada dessas células
requer uma grande quantidade de nutrientes, levando a formacao de novos vasos sanguineos ao
redor do tumor para suprir suas necessidades. Esse processo, denominado angiogénese, é um
mecanismo fisioldgico comum em eventos como a cicatrizacdo, onde novos vasos sao criados.
No entanto, em neoplasias, a angiogénese se torna um fator crucial para a manutencéo e
sobrevivéncia das células tumorais, contribuindo para o crescimento continuo do tumor e
favorecendo sua disseminacdo (GRAFFEO et al., 2022).

Além do papel das mutacGes genéticas e da angiogénese, diversos fatores de risco estdo
associados ao desenvolvimento do cancer de mama. Predisposi¢Ges genéticas, como mutacdes
nos genes BRCA1l e BRCAZ2, sdo bem documentadas, assim como fatores como idade
avancada, historico familiar e exposicdo prolongada a hormonios, como na terapia de reposi¢édo

hormonal. Além disso, fatores ambientais e comportamentais, como o consumo de alcool,
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sedentarismo e obesidade, também desempenham um papel importante no risco de
desenvolvimento da doenca. Embora ndo se possa prevenir completamente o cancer de mama,
mudancas no estilo de vida, como a adocdo de uma dieta balanceada e a prética regular de
exercicios, podem ajudar a reduzir esses riscos (LUKASIEWICZ et al., 2021).

O tratamento do cancer de mama é multifacetado e pode incluir cirurgia, radioterapia,
quimioterapia e terapias-alvo, dependendo do estagio e da subtipagem do tumor. Novas
abordagens terapéuticas, como a imunoterapia, tém mostrado resultados promissores,
aproveitando a capacidade do sistema imunoldgico para reconhecer e atacar células tumorais.
A personalizacdo do tratamento, considerando as caracteristicas moleculares do tumor e o perfil
genético da paciente, tem se tornado uma tendéncia crescente na oncologia, visando melhorar
a eficacia e minimizar os efeitos colaterais. Essa evolugdo no tratamento destaca a necessidade
de pesquisa continua e inovacgdo na luta contra o cancer de mama (HARBECK et al., 2019).

Assim, a compreensdo dos mecanismos subjacentes ao cancer de mama, desde suas
caracteristicas celulares até os fatores de risco associados, € crucial para o desenvolvimento de
estratégias de prevencao e tratamento mais eficazes. O conhecimento sobre a interacdo entre
fatores genéticos e ambientais ndo apenas facilita a identificacdo de individuos em risco, mas
também pode informar intervengdes que visam promover a saude e reduzir a incidéncia da
doenga (OBEAGU; OBEAGU, 2024).

3.5 Cancer de bexiga

O céancer de bexiga é uma das neoplasias mais comuns do sistema urinario,
caracterizando-se pelo crescimento descontrolado de células que revestem a parede interna da
bexiga. Este tipo de cancer representa uma importante preocupacdo de satde publica, sendo o
décimo mais frequente no mundo (KITA et al., 2024). Afeta predominantemente homens,
pessoas idosas e individuos com histérico de tabagismo. Com base nesses dados
epidemioldgicos, pode-se observar que fatores de risco especificos desempenham um papel
central na etiologia dessa doenca, influenciando a prevaléncia em diferentes populacGes
(ANTONI et al., 2017).

O tabagismo é um dos principais fatores de risco associados ao cancer de bexiga, com
dados indicando que entre 15% e 25% dos novos diagnosticos ocorrem em individuos que ainda
fumam ativamente. As substancias quimicas presentes no cigarro sdo metabolizadas no figado
e excretadas pela urina, expondo diretamente o epitélio da bexiga a carcindgenos. Além disso,

a exposi¢do ocupacional a aminas aromaticas, utilizadas em industrias quimicas e de corantes,
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também esté fortemente relacionada ao desenvolvimento desse tipo de tumor (BASSETT et al.,
2021). Outros fatores de risco incluem infec¢es cronicas, como a esquistossomose, e um
historico familiar de cancer de bexiga, evidenciando a influéncia de agentes infecciosos e
predisposicdes genéticas. Esses elementos ressaltam a importancia de politicas de prevencao,
como a promocao da cessacdo do tabagismo e o controle das exposi¢cGes ocupacionais, para
reduzir a incidéncia da doenca (POWLES et al., 2022).

O diagnostico precoce do cancer de bexiga é crucial para um melhor prognostico e é
frequentemente realizado por meio de cistoscopia, considerada o método padrdo-ouro para
deteccdo da doenca (LEE et al., 2022). A cistoscopia permite a visualiza¢do direta do interior
da bexiga e a coleta de bidpsias para analise histopatoldgica, sendo essencial para confirmar a
presenca de malignidade. Métodos complementares, como a tomografia computadorizada (TC)
e a ressonancia magnética (RM), também desempenham um papel importante no estadiamento
da doenca, auxiliando na avaliagdo da extensdo tumoral. Recentemente, a pesquisa de
biomarcadores urinarios tem mostrado avangos promissores como alternativas nao invasivas
para o diagnostico, ainda que seu uso clinico esteja em fase de desenvolvimento (ANDERSON
etal., 2021).

No que se refere a classificacdo, o cancer de bexiga é predominantemente do tipo
carcinoma urotelial, que representa aproximadamente 90% dos casos. Este tipo de tumor pode
ser classificado, de acordo com o sistema TNM, com base na profundidade de invaséo da parede
da bexiga (T), na presenca de metastases regionais (N) e a distancia (M). A distin¢do entre
tumores ndo invasivos e invasivos a camada muscular é crucial, pois influencia diretamente o
manejo terapéutico e o progndstico dos pacientes. Tumores superficiais, que ndo invadem o
muasculo da bexiga, possuem um comportamento menos agressivo, enquanto os tumores
invasivos apresentam maior risco de progressdo e disseminacdo metastatica (LIU; WANG;
WANG, 2022).

O tratamento do céncer de bexiga envolve uma abordagem integrada que varia
conforme o estdgio da doenca. Para tumores superficiais, a instilacdo intravesical de
guimioterapia, como a gemcitabina (GEM), é uma estratégia promissora, frequentemente
combinada com imunoterapia utilizando adjuvantes como CpG. Essa combinacgdo visa néo
apenas eliminar as células tumorais, mas também estimular uma resposta imunoldgica,
contribuindo para a reducdo das taxas de recorréncia (LIU et al., 2024). Em casos de tumores
invasivos, a cistectomia radical é considerada o tratamento padrdo, podendo ser acompanhada
de quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante. Para estdgios metastaticos, a quimioterapia

baseada em cisplatina, em conjunto com novas abordagens de imunoterapia, como inibidores
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de checkpoint imunoldgicos, tem mostrado potencial para melhorar a sobrevida dos pacientes
(JONES et al., 2024).

O prognostico do cancer de bexiga € altamente variavel e depende principalmente do
estagio em que a doenca é diagnosticada. Tumores detectados precocemente, que nao invadem
a camada muscular da bexiga, apresentam taxas de sobrevida em cinco anos superiores a 85%.
Em contrapartida, casos com invasdo muscular ou metastases a distancia estdo associados a um
prognostico mais reservado, com taxas de sobrevida de aproximadamente 5-15%. A alta taxa
de recorréncia, mesmo em tumores superficiais, exige um acompanhamento rigoroso por meio
de cistoscopias regulares, o que impde desafios ao manejo clinico a longo prazo (XIE et al.,
2021).

Nos ultimos anos, 0 avanco da imunoterapia e o desenvolvimento de terapias-alvo tém
aberto novas perspectivas para o tratamento de pacientes com cancer de bexiga, especialmente
em estagios avancados. O uso de inibidores de checkpoint imunoldgico tem mostrado
resultados promissores em ensaios clinicos, ampliando as opcGes de tratamento para pacientes
com doenca metastatica ou resistente a quimioterapia convencional. Além disso, novas
estratégias de diagnostico, como a deteccdo de DNA tumoral circulante, estdo sendo
investigadas para permitir uma deteccdo mais precoce da doenca. Essas inovagdes tém o
potencial de melhorar significativamente 0 manejo do cancer de bexiga nos proximos anos
(XIAO et al., 2024).

O cancer de bexiga continua a representar um desafio consideravel na oncologia,
especialmente devido as altas taxas de recorréncia e a necessidade de vigilancia constante. A
prevencdo primaria, focada na cessacdo do tabagismo e na reducdo da exposi¢do a agentes
quimicos, é essencial para diminuir a incidéncia da doenca. Paralelamente, 0os avangos no
diagnostico precoce e as novas terapias, particularmente a imunoterapia, oferecem esperanca
de melhores desfechos clinicos e maior qualidade de vida para os pacientes (AHMADI,;
SHAFEE; MOUDI, 2024).
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3.6 Terapias do Cancer

3.6.1 Quimioterapia

A quimioterapia € um dos métodos mais reconhecidos e amplamente utilizados no
tratamento do céncer, sendo uma abordagem que utiliza substancias quimicas para destruir
células malignas, impedindo seu crescimento e multiplicacdo. Desde sua introducgdo na pratica
médica, essa terapia evoluiu, contribuindo para 0 aumento das taxas de sobrevivéncia e uma
melhoria expressiva na qualidade de vida dos pacientes (MOK et al., 2024).

Uma caracteristica fundamental da quimioterapia é a atuacdo dos agentes
quimioterapicos nas diferentes fases do ciclo celular, com um alvo preferencial nas células de
divisdo rapida. Embora essa especificidade seja eficaz no combate ao cancer, ela também afeta
células saudaveis que possuem altas taxas de proliferacdo celular, como as da medula éssea, do
trato digestivo e dos foliculos capilares. Como consequéncia, surgem os efeitos colaterais
frequentemente associados a esse tratamento, evidenciando o equilibrio delicado entre eficacia
terapéutica e toxicidade (ATMACA; OGUZ; ILHAN, 2024).

Diferentes classes de agentes quimioterapicos apresentam mecanismos de acéao
especificos, que variam de acordo com os alvos moleculares e a fase do ciclo celular afetado.
Esses mecanismos estdo resumidos na Tabela 1, que apresenta uma viséo geral das principais
classes de quimioterapicos e suas respectivas aces. Além disso, a Figura 2 ilustra os principais

quimioterapicos utilizados na prética clinica e suas interagdes celulares.

Tabela 1 - Mecanismos de acdo da quimioterapia

Tipo de Agente Exemplos Mecanismo de A¢do Referéncias
Antraciclinas Doxorrubicina, Causam quebras no (LIU etal., 2022)
Epirrubicina DNA, inibem a

topoisomerase Il e
geram radicais livres,
induzindo apoptose

celular
Taxanos Paclitaxel, Docetaxel Interrompem a (KAPLAN etal.,
formacéo do fuso 2023)

mitotico, crucial para a
divisdo celular,
impedindo a mitose.
Antimetabolitos Metotrexato, 5- Interfere na sintese de  (TIAN et al., 2021)
Fluorouracil DNA e RNA,
bloqueando a
replicagéo celular
Alquilantes Ciclofosfamida Introduzem grupos (PATIAS et al.,
alquil no DNA, 2024)



Inibidores da
Topoisomerase

causando ligacOes
cruzadas e quebras na
cadeia de DNA,
impedindo a replicacao
e transcrigéo.
Topotecano, Irinotecano Inibem as enzimas
topoisomerase | e Il,
prevenindo a
replicacdo e transcrigcdo
do DNA.
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(SCHWANDT et al.,
2012)

Fonte: O autor (2025)
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Figura 2 - Estrutura quimica dos quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer
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A compreensdo dos mecanismos de acdo dos quimioterdpicos é essencial para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes e menos toxicas. A associacdo entre diferentes
classes de quimioterapicos tem sido uma estratégia amplamente empregada para potencializar
a resposta antitumoral, minimizar a resisténcia celular e reduzir os efeitos colaterais. Estudos
recentes tém explorado combinagcfes de agentes quimioterapicos com compostos naturais,

visando melhorar a eficécia terapéutica e a tolerabilidade dos tratamentos.

3.6.2 Radioterapia

A radioterapia € uma das principais modalidades terapéuticas no tratamento de cancer
e outras doengas, desempenhando papel crucial na medicina moderna. O uso de radiagéo
ionizante para controlar o crescimento de tumores malignos tem sido amplamente estudado e
aprimorado ao longo dos anos, com avangos nas técnicas de aplicacdo e nos dispositivos
utilizados (FIONDA; REMBIELAK, 2023)

A eficécia desse tratamento reside na capacidade de direcionar altas doses de energia
as células cancerigenas, aproveitando as propriedades da radiacdo ionizante. Essa radiaco pode
ser administrada por diferentes abordagens, dependendo das caracteristicas do tumor e do
quadro clinico do paciente (LANDAU et al., 2023). A teleterapia, por exemplo, utiliza
maquinas externas para emitir a radiacdo diretamente sobre uma area-alvo (LASKAR et al.,
2022), enquanto a braquiterapia envolve a implantacdo de fontes radioativas préximas ou dentro
do tumor, proporcionando um tratamento mais localizado (FIONDA et al., 2023).

Os mecanismos de acdo da radioterapia variam conforme a interacdo da radiacdo com
o tecido tumoral, seja por meio de danos diretos a0 DNA (FERREIRA et al., 2023) ou pela
geracdo de radicais livres que comprometem a integridade celular (TAO et al., 2023). A Tabela

2 apresenta uma sintese dos principais mecanismos de a¢do envolvidos nesse processo.

Tabela 2 - Mecanismos de agéo da radioterapia

Mecanismo de A¢do Descrigéo Referéncias
Danos ao DNA Aradiacdo ionizante causa quebras (AMEIXA; BALD, 2024)
nas fitas de DNA, interferindo na
capacidade das células se

replicarem.
Formagdo de radicais A radiacdo interage com moléculas (JAVED et al., 2022)
livres de agua nas células, produzindo

radicais livres que danificam
componentes celulares essenciais.



Inducdo de Apoptose

O dano ao DNA pode ativar vias (KELLO et al., 2020)
apoptoticas levando a morte
celular programada
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Fonte: O autor (2025)
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4. Metodologia

4.1 Coleta

As partes aéreas de S. dulcis L. foram coletadas na Cidade Universitaria Dom Delgado,
na Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), em Séao Luis (MA, Brasil), em marco de 2023.
A coleta foi realizada na localizagdo exata de Latitude 02° 33’ 8" S, Longitude 44° 18’ 25" W
e Altitude 24 m.

A espécie foi identificada pela professora Ana Zelia Silva no herbario "Atico Seabra"
da UFMA, onde esta catalogada sob o numero de exsicata 1528. A coleta foi conduzida em
conformidade com as leis brasileiras de protecdo a biodiversidade, conforme registrado no
SisGen (N° AABBCAA4).

4.2 Preparo do extrato

As partes aéreas de S. dulcis foram submetidas a secagem em temperatura ambiente
durante sete dias, em ambiente protegido de luz direta e com ventilagdo adequada para preservar
0s compostos bioativos. Apos esse periodo, o material seco foi triturado em moinho de facas
até a obtencdo de particulas homogéneas, facilitando o contato com o solvente durante a etapa
de extracao.

O material triturado (100,0 g) foi submetido a extracdo por percolagdo exaustiva com
etanol 70% como solvente extrator. Inicialmente, o material vegetal foi transferido para um
percolador de vidro com capacidade adequada, sendo levemente compactado para evitar
obstrucdes no fluxo do solvente. O etanol 70% foi adicionado até a saturacdo completa do
material, sequido por um periodo de pré-extracdo por imersdo de 24 horas, garantindo a
solubilizag&o inicial dos compostos bioativos.

Ap0s essa etapa, iniciou-se a drenagem lenta e continua do percolado, que foi coletado
em frascos &mbar para evitar a degradacdo dos compostos sensiveis a luz. Para assegurar uma
extracdo completa, volumes adicionais de etanol 70% foram progressivamente adicionados ao
percolador, mantendo uma taxa constante de percolacdo. O processo foi mantido até que o
percolado se tornasse incolor, indicando 0 esgotamento do material vegetal.

Concluida a extracdo, o percolado foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo
sob pressdo reduzida, mantendo a temperatura abaixo de 40°C para preservar compostos

volateis e termo-sensiveis. Posteriormente, o concentrado foi liofilizado em liofilizador Liotop,
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modelo K105 (Brasil), por 48 horas, a uma temperatura de -95°C e pressdo de 12 pHg,
resultando na obtencdo de um extrato seco, pronto para analises posteriores.

4.3 Particdo liquido/liquido

O Extrato Bruto (EFSD) foi submetido a um processo de extracdo liquido-liquido em
grande escala, utilizando solventes com diferentes polaridades para a separagcdo dos compostos
presentes. Primeiramente, 8 g do extrato bruto foram dissolvidos em 80 mL de uma solucdo
aquosa de dgua/metanol na proporcao de 7:3, visando solubilizar os compostos com diferentes
caracteristicas quimicas. ApoOs essa dissolucdo, a mistura foi particionada com 160
mLcloroférmio (CHClL), escolhido como solvente de interesse devido a sua capacidade de
extrair compostos apolares.

O particionamento foi realizado em trés etapas consecutivas, com um intervalo de 24
horas entre cada extracdo. Apds a mistura, a fase organica (cloroférmio) foi separada e coletada
ao final de cada extragéo, visando a obtengéo da fracdo de interesse. Esse processo permitiu a
concentracdo e o isolamento de compostos lipofilicos presentes no extrato bruto.

4.4 Anotacdo dos constituintes quimicos de Scoparia dulcis

4.4.1 Analise do perfil cromatografico de extrato bruto e fracdo cloroférmica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do ultravioleta-visivel (HPLC-
UVIVIS)

O extrato bruto e a fracdo cloroférmica foram analisados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com deteccdo ultravioleta-visivel (HPLC-UV-Vis). Para a preparacao das
amostras, 5 mg do extrato bruto e da fracdo cloroférmica foram dissolvidos em 1 mL de metanol
grau HPLC.

Para o extrato bruto, foi realizada uma etapa de limpeza para remover possiveis
contaminantes, como a clorofila. Essa etapa foi conduzida por extracdo em fase sélida (SPE)
utilizando cartuchos Phenomenex Strata C18 (500 mg de fase estacionéria), previamente
ativados com 5 mL de metanol e equilibrados com 5 mL de uma solucdo de metanol e agua
(8:2, viv). Apos a purificacdo, o extrato foi filtrado em filtros de politetrafluoroetileno (PTFE)
com porosidade de 0,22 um e posteriormente seco. O residuo seco foi dissolvido em metanol

de grau HPLC, resultando em uma concentragao final de 10 mg/mL. Aliquotas de 20 pL dessa
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solucdo foram injetadas diretamente no sistema HPLC-PDA, com detec¢do em uma faixa de
absorcéo de 254 a 365 nm.

O sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizado foi um modelo
Shimadzu (Shimadzu Corp., Kyoto, Japdo), composto por um médulo de injecéo de solvente,
uma bomba binéria e um detector UV-Vis (SPA-10A). A coluna empregada foi uma Luna C18
5,0 um 100 A (150 mm x 4,6 mm). Os solventes de eluicdo foram: A (0,01% écido férmico em
agua) e B (metanol). O extrato e a fracdo cloroférmica foram analisados utilizando um gradiente
de eluicdo de 5 a 100% de B em 60 minutos. O fluxo foi mantido a 1 mL/min e a temperatura
da coluna foi ajustada para 20 °C. O volume de inje¢do das amostras foi de 30 pL. Os dados

obtidos foram processados com o software LC Solution 2.3 (Shimadzu).

4.4.2 Cromatografia liquida acoplada a um ion trap com interface de ionizacdo por

eletrospray e um analisador de massas de baixa resolucéo

Os componentes A e B da fase movel consistiram em agua deionizada (A) e metanol (B)
de pureza HPLC, com a adicdo de 0,1% de acido formico. As amostras (extrato bruto e a fracdo
cloroférmica) foram analisadas em modo gradiente, iniciando com 5% de B e aumentando
gradualmente até 100% apds 60 minutos, com um fluxo de 1 mL/min, utilizando uma coluna
Luna C18 de 5 um, 100 A (250 x 4,6 mm). O forno da coluna foi mantido a 35 °C durante todas
as andlises. A faixa de aquisicdo do comprimento de onda do detector DAD foi de 190 a 800
nm.

Os experimentos de espectrometria de massa foram realizados em um espectrometro de
massas Bruker. A matriz foi analisada utilizando ionizacdo por eletrospray (ESI), com
fragmentacio em maltiplos estagios (MS? e MS®) realizada em uma interface de aprisionamento
de ions (IT). O modo negativo foi escolhido para a geracéo e analise dos espectros de massa de
primeira ordem (MS), e o experimento foi conduzido nas seguintes condicdes: pressao do gas
de nebulizagéo ajustada para 50,0 psi; temperatura capilar de 300 °C; voltagem de entrada do
capilar de transferéncia mantida a -4500 V. O gas de dessolvatacdo (N2) foi usado com um
fluxo de 10 L/min, e o gas de colisdo foi o hélio (He). A faixa de aquisicéo foi de m/z 50-1200.

O software Data Analysis foi utilizado para adquirir e processar os dados.
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4.4.3 Isolamento do VAMF-1 e VAMEF-2

O VAMF-1 e o0 VAMF-2 foram obtidos por meio de uma extragdo liquido-liquido,
onde trés fases distintas foram formadas no funil de separagdo. Os compostos de interesse foram
localizados na fase intermediaria, que foi cuidadosamente extraida, conforme ilustrado no
Esquema 1. A seguir, a fracdo intermediaria foi submetida a um processo de purificacdo por
recristalizacdo com metanol. Durante esse processo, 0 VAMEF-1 foi isolado por precipitacdo a
partir da amostra, enquanto o VAMF-2 foi obtido a partir do sobrenadante da recristalizagéo,
que continha os compostos ndo precipitados.

A recristalizacdo foi realizada para melhorar a pureza dos compostos, permitindo a
separacgdo de impurezas sollveis e a obtengdo dos compostos de interesse em forma mais pura.
Apbs esse procedimento, o VAMF-1 foi coletado como um solido precipitado, enquanto o
VAMEF-2 permaneceu na fase liquida, sendo separado e recuperado apds a decantacao.

Essa metodologia foi padronizada pelo Laboratério de Quimica de Produtos Naturais
da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), garantindo a reprodutibilidade e a eficiéncia
do processo de isolamento e purificacéo.

Uma vez purificados, os compostos VAMF-1 e VAMF-2 foram analisados por
técnicas de perfil quimico e espectrometria de massas, utilizando os métodos descritos nas
secOes 4.4.1 e 4.4.2. Além disso, ambos os compostos foram submetidos a ensaios bioldgicos
e citotoxicos para investigar suas atividades bioldgicas e potenciais efeitos terapéuticos.



36

Esquema 1 - Método de extracdo do VAMF-1 (cirsimarina) e VAMF-2 (cirsimaritina)

[ Extrato hidroetandélico ]

|

[ Particdo Liquido-liquido ]

3 extragdes (1g/10v/20v)
Hidrometandlica/cloroformio (7:3:100%)

| ! |

[ Fragao ] [ Fragao ] Fracao
aguosa intermediaria cloroférmica

I Purificacdo com metanol — 3x

[ VAMF-1 E VAMF-2 ]

Fonte: O autor (2025).
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4.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 13C.

Os dados espectroscopicos de RMN de *H e $3C 1D foram obtidos em um equipamento
da Bruker Ascend 400 MHz com campo magnético de 14,1 T. Os deslocamentos quimicos
foram referidos em partes por milhdo () usando o sinal residual do tetrametilsilano (TMS),
DMSO (d6) sinais (8H 2.5; 5C 39.5), como padrdes internos para RMN de *H e de *C. Os

dados foram processados no software MestreNova da empresa Mestrelab Research.
4.5 Avaliacéo do potencial antioxidante do EFSD por DPPH

A atividade antioxidante do EFSD foi avaliada pelo ensaio de eliminacdo do radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). Para isso, 2000 pg do extrato foram solubilizados em 1
mL de etanol (CHsCH20H), obtendo-se uma solugéo estoque na concentragéo de 2 mg/mL. A
partir dessa solucédo, foram preparadas dilui¢cbes para atingir as concentracoes finais de 500,
250, 125 e 62,5 pg/mL.

A solucdo de DPPH foi preparada dissolvendo-se 2 mg do radical em 50 mL de
metanol (CH3zOH). Em uma placa de 96 pogos, foram adicionados 10 pL de cada concentragao
do extrato, seguidos de 190 pL da solucdo de DPPH. Apds incubacdo por 30 minutos, a
absorbancia foi medida a 518 nm e os valores foram convertidos na porcentagem de atividade
antioxidante.

O controle positivo consistiu em trolox na concentracdo de 2500 pg/mL, enquanto o
controle negativo foi composto por metanol e DMSO. O branco continha apenas metanol. O
ensaio foi realizado em triplicata.

O teste foi conduzido apenas com o extrato, uma vez que a classe de metabdlitos
secundarios predominante consiste em flavonoides, que possuem grupos hidroxila em sua
estrutura. Essas hidroxilas permitem a doacdo de elétrons, favorecendo a neutralizacdo dos
radicais livres e justificando a avaliacdo antioxidante do extrato como um todo.

Os valores de Clso foram determinados por regressao ndo linear utilizando o software
GraphPad Prism 8. Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média (EPM),

com experimentos realizados em triplicata.
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4.6 Ensaio Anticancer

4.6.1 Linhagens celulares e condigdes de cultura

A linhagem celular MCF-7 (ATCC® HTB-22™), derivada de adenocarcinoma de
mama metastatico, foi adquirida comercialmente do Banco de Celulas do Rio de Janeiro (BCRJ;
Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As células MCF-7 foram cultivadas em meio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), suplementadas com 10% de soro fetal bovino (SFB), ambas fornecidas
pela Gibco (Grand Island, NY, EUA). Além disso, 0 meio de cultivo continha penicilina (0,06
g/L, CAS: 69-57-8), estreptomicina (0,10 g/L, CAS: 3810-74-0) e bicarbonato de sddio (0,
24%, Sigma-Aldrich). As culturas celulares foram mantidas em frascos de 60 mL com uma area
de crescimento de 25 cm?, incubadas a 37°C em uma atmosfera controlada com 5% de CO: e
95% de umidade relativa, utilizando uma incubadora Thermo Scientific 3110 Series II CO:
Water Jacketed (Thermo Fisher Scientific; Carlsbad, CA, EUA). As células foram
subcultivadas ao atingirem 80-90% de confluéncia, com trocas regulares do meio de cultura a
cada 2-3 dias para garantir condi¢Ges 6timas de crescimento. Todos os experimentos foram
conduzidos utilizando células entre a terceira e a oitava passagem, garantindo a consisténcia e
reprodutibilidade dos resultados.

A linhagem celular T24 (ATCC® HTB-4), derivada de carcinoma urotelial de células
transicionais da bexiga grau Ill, foi gentilmente doada pelo Dr. Wagner José Favaro, da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). As células T24 foram cultivadas em meio
Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640, 11875093, Gibco, EUA) suplementado
com 10% de soro fetal bovino triplamente filtrado e esteril (FBS, 10-bio500, Nova
Biotecnologia, BR) e 1% de solu¢do antibiético-antimicotico 100X (15240062, Gibco, EUA).
A cultura foi mantida em estufa umidificada a 37°C, com 5% de COa.

Nos ensaios experimentais, as concentracdes do extrato bruto (50, 100, 200, 400, 600,
800 e 1000 pg/mL) utilizadas na linhagem MCF-7 foram aplicadas de forma idéntica as células
T24. O VAMF-1 foi avaliado exclusivamente na linhagem MCF-7, nas concentragdes de 10,
20, 40, 80, 160 e 320 uM, uma vez que o grupo de pesquisa do Laboratorio de Mutagénese e
Oncogenética (LAMON) ja realiza ensaios com esse composto, e todas as concentragdes
testadas seguiram o protocolo do laboratério. O VAMF-2 foi testado em ambas as linhagens,
nas concentracgdes de 1, 5, 10, 20, 40, 80 e 160 puM.
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Para garantir a uniformidade e reprodutibilidade dos tratamentos, tanto o extrato
guanto o VAMF-1 e VAMF-2 foram solubilizados previamente em uma solucdo de
dimetilsulfoxido (DMSO) a 0,5%.

4.6.2 Diluicdo dos Tratamentos

4.6.2.1 Extrato hidroetandlico, VAMF-1 e VAMF-2

O extrato bruto, o VAMF-1 e 0 VAMF-2 foram dissolvidos em uma solu¢&o composta
por dimetilsulféxido (DMSO) e tampdo fosfato salino (PBS), misturados em proporcdes iguais,
assegurando a solubilidade adequada dos compostos em cultura celular. Essas dilui¢cdes foram
preparadas de modo a permitir uma avaliagdo precisa da resposta celular aos tratamentos,
garantindo que as concentragcdes fossem adequadas para os testes de viabilidade e atividade

bioldgica nas culturas celulares.

4.6.2.2 Controles Solvente e Positivo (Docetaxel e Cisplatina)

O extrato hidroetandlico bruto, 0 VAMF-1 e 0 VAMF-2 foram inicialmente diluidos
em partes iguais de dimetilsulfoxido (DMSO) e tampao fosfato salino (PBS), resultando em
uma solucdo com 50% de DMSO. Essa solucdo foi subsequentemente diluida 100 vezes para
os tratamentos em cultura celular, estabelecendo uma concentracdo final de 0,5% de DMSO
nos ensaios bidimensionais (2D).

Nos ensaios tridimensionais (3D), a concentracdo final do controle solvente foi
ajustada para 0,25% de DMSO, devido a dilui¢do adicional dos tratamentos com 50% do meio
de cultura utilizado nas células. As concentracGes testadas para o extrato bruto variaram entre
50-1000 pg mL?Y, o VAMF-1 foi avaliado exclusivamente na linhagem MCF-7 com
concentracdes de 10-320 uM, enquanto o VAMF-2 foi aplicado em ambas linhagens com
concentragdes de 1-160 pM.

Como controle positivo, foram utilizados docetaxel e cisplatina a 50 M nos ensaios
2D, enquanto nos ensaios 3D o controle consistiu em docetaxel a 92,8 uM. Esse planejamento
experimental assegurou a padronizagdo dos tratamentos, minimizando interferéncias do

solvente e possibilitando uma avaliacdo precisa das respostas celulares.
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4.6.3 Ensaio de viabilidade Celular MTT

A viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio MTT [brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio], onde células viaveis sdo detectadas por sua capacidade
de converter MTT em cristais insolGveis de formazan, conforme descrito por (DENIZOT;
LANG, 1986). Células de cancer mama e bexiga foram semeadas em placas de 96 pogos em
uma densidade de 1x10* células por pogo com meio DMEM e RPMI, respectivamente para as
duas linhagens, contendo 10% de SFB e incubadas nas condicdes anteriores. No dia seguinte,
apos a adesdo celular, o meio foi substituido por diferentes concentracfes de extrato bruto (50-
1000 pug mLY), VAMF-1 (10-320 uM) e VAMF-2 (1-160 uM), e as células foram incubadas
por 24h.. Apos o periodo de incubacéo, o tratamento foi removido, os pocos foram lavados com
solucdo salina tamponada com fosfato (tampédo PBS, pH 7,2) e, em seguida, uma solucéo de
meio contendo 0,5 mg mL™ de reagente MTT foi adicionada a cada pogo e a placa foi incubada
nas condigdes anteriores por 3 h (item 4.6.1). Em seguida, a solucdo de MTT foi descartada e
os cristais de formazan azul escuro foram dissolvidos em etanol. A absorbéncia foi medida a
570 nm usando um leitor de espectrofotémetro de microplacas (Epoch®, BioTeklInstruments
USA/ Gen5 Software). Os resultados foram expressos como porcentagens de células vivas em
comparagao com células controle (células sem tratamento). Os dados foram analisados usando
ANOVA One-Way, Teste de Normalidade e Linearidade, seguido de comparagdes do Teste de
Shapiro-Wilk com o software GraphPad Prism8. Para cada amostra, 0s resultados representam
a média + desvio padrao de dois experimentos independentes, com cada experimento realizado
em triplicata. Valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

4.6.4 Ensaio Clonogénico 2D

O ensaio clonogénico foi realizado de acordo com Franken et al. (2006) para avaliar a
sobrevivéncia celular. Primeiramente, células MCF-7 (5x1075) foram semeadas em placas de
24 pocos (Cat. No. K12-012; Kasvi, Guangzhou, China) e estabilizadas em meio de cultura
completo por 24 h. Posteriormente, as células foram tratadas com EFSD (25-100 pg/mL) e
VAMF-1 (10-320 puM) por mais 24 h na auséncia de SFB. O VAMF-2 néo foi testado, pois
apresentou baixa eficiéncia no ensaio de viabilidade celular com MTT, motivo pelo qual ndo
foram realizados 0s ensaios seguintes com esse composto. Apos o tratamento, as células foram

tripsinizadas e 300 células viaveis foram transferidas para placas de 6 pocos (Cat. No. K12-
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006; Kasvi, Guangzhou, China) contendo meio completo. As placas foram incubadas por 10
dias. Apos esse periodo, as celulas foram lavadas com 1 mL de PBS e fixadas com &cido acético,
metanol e 4gua destilada (1:1:8) por 30 min. As células foram coradas com 5% de Giemsa por
5 min, lavadas com agua destilada e secas ao ar em temperatura ambiente. As coldnias foram
contadas usando um estereomicroscépio binocular Leica ES2 Microsystems (Schweiz), com
uma coldnia definida como contendo aproximadamente 50 células. Os resultados foram

normalizados para o controle de solvente (SV), definido como 100% de sobrevivéncia celular.

4.6.5 Ensaios 3D

4.6.5.1 Formacdo de esferdides multicelulares tumorais 3D (MCTS)

Os MCTSs 3D foram cultivados conforme descrito por Friedrich et al. (2009). A
formacéo dos esferoides 3D foi iniciada em placas de 96 pocos (Greiner Bio-One; Monroe, NC,
EUA), previamente revestidas com 1,5% de agarose de ponto de fusdo normal (NMP)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) (Vinci et al., 2013). Para o revestimento, 450 mg de agarose
NMP foram dissolvidos em 33 mL de meio DMEM incompleto. A solucdo foi autoclavada por
20 minutos a 121 °C, e 50 pL dessa solugdo foram pipetados em cada poco das placas de 96
pocos utilizando um multipipetador CappR10 (Capp, Nordhausen, Alemanha).

Apos a solidificacdo da agarose, 200 uL. de meio DMEM completo contendo células
MCF-7 (5,0 x 10%) foram adicionados a cada pogo. As placas foram entdo centrifugadas em
uma centrifuga de microplacas Mini P25 por 5 minutos, resultando na formacéo de um esferoide
por poco. Em seguida, as placas foram transferidas para uma incubadora com 5% de CO3, a 37
°C e 95% de umidade, onde foram mantidas imdveis por trés dias (72 horas).

As fotomicrografias dos esferoides foram capturadas usando um sistema de imagem
acoplado ao microscopio invertido Olympus CKX41, com objetivo de 4x, e o software

Qimaging Pro 7.1 (Teledyne, Canada). As imagens foram analisadas com o software Zen 2.3.
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4.6.5.2 Ensaio de Resazurina e Analise de Integridade

O ensaio de resazurina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi conduzido conforme
o0 protocolo descrito por Walzl et al. (2014), realizado 72 horas apds a formacao dos esferoides.
Apds o tratamento com o extrato, adicionou-se a cada poc¢o da placa 40 pL de uma solugéo de
resazurina a 0,015 mg/mL, diluida em PBS. A placa foi incubada por 24 horas em uma estufa
Thermo Scientific, mantida a 37°C com 5% de CO2 e 96% de umidade relativa.

Ap0s a incubacdo, a leitura da placa foi realizada em um espectrofotdmetro Biotek
EIx800 (Winooski, EUA), utilizando comprimentos de onda de 570 nm para resofurina e 600
nm para resazurina. As absorbancias obtidas foram corrigidas pelo fator de oxidacéo especifico
para cada comprimento de onda. A viabilidade celular foi calculada com base na diferenga entre
os valores obtidos a 570 nm e 600 nm. Os dados foram normalizados considerando o controle
do solvente (CS) como 100% de viabilidade celular.

Além disso, foi realizada a analise da integridade dos esferoides por meio de
fotomicrografias obtidas nos tempos de Oh (dois dias apds a iniciacdo) e 72h. As imagens dos
esferoides foram capturadas em um microscopio invertido Olympus CKX41 com objetiva de
4x, utilizando o software Qimaging Pro 7.1 (Teledyne, Canadd). As imagens foram avaliadas
para detectar irregularidades nos esferoides, como desagregacdo ou aglomeracéo celular, a fim
de analisar a integridade e a morfologia dos esferoides. Para a analise de volume e crescimento,
foi medida a circunferéncia dos esferoides com o auxilio do software Zen 2.3 (Zeiss,
Alemanha), utilizando a ferramenta 'Measure'. A area correspondente ao esferoide foi expressa

em pm-.

4.6.6 Andlise Estatistica

Os ensaios descritos foram realizados em triplicatas bioldgicas. Os resultados dos
ensaios bioldgicos obtidos apds tratamentos com o extrato e VAMF-2 e seus respectivos
controles (solvente e positivo) foram submetidos a analise de normalidade de distribuigdo de
dados pelo Teste de Shapiro-Wilk. As amostras que demonstraram distribuicdo paramétrica
foram analisadas pelo teste de ANOVA seguido do pds-teste de Dunnet ou Tukey, considerando
valores de p<0,05 como significativos. As analises estatisticas foram realizadas com o software

GraphPad Prism 6.0 (La Jolla, EUA)
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4.7 Avaliagéo da toxicidade aguda do EFSD

4.7.1 Aquisi¢do e manutencgéo das larvas de Tenebrio molitor

Para o processo de aquisicdo e manutencdo, utilizou-se a metodologia empregada por
Navarro et. al., (2019), com algumas adaptacdes. As larvas de T. molitor entre o 10° e 12°
estagio larval foram adquiridas comercialmente atraveés de fornecedores especializados na
venda de animais invertebrados e posteriormente mantidas no Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais. As larvas foram acondicionadas em recipientes plasticos cobertos com tela
ao abrigo de luz, contendo racdo padronizada a base de farelo de trigo, milho e aveia na
proporgao 2:2:2.

Para a definicdo dos grupos teste, seguiu-se alguns critérios, sendo excluidas do
ensaio as larvas que apresentaram alteracbes em sua cor padrdo, sem resposta ao
toque e motilidade lenta, incluindo larvas com tamanhos similares e aspecto visualmente

saudaveis.

4.7.2 Ensaio de toxicidade aguda do Extrato hidroetandlico

O teste de toxicidade aguda foi realizado como descrito por Silva et al., (2022), com
adaptacdes. Para a definicdo dos grupos teste foram selecionadas larvas em condicdes
favoraveis como descrito no item 4.7.1 foi estabelecido n=10 de larvas para cada grupo.

A formacdo dos grupos foi determinada de acordo com as concentragdes definidas do
EFSD, 1, 10, 100 e 1000 pug mL™ e como controles foram utilizados, controle Limpo (grupo
constituido apenas pelas larvas e a alimentacdo), controle Trauma (grupo formado pelas larvas
e a alimentacdo, mas sem a aplicacdo de nenhuma amostra, sendo apenas utilizada uma seringa
para induzir o estimulo nas larvas), além dos grupos tratados com PBS 1%, DMSO 1% e &gua
e alcool 70%. Para o procedimento das injecOes agudas das substancias teste, as larvas
inicialmente foram submetidas a paralisacéo por esfriamento em superficie de vidro com gelo,
e apds foram submetidas a desinfecgdo na porgéo ventral com alcool 70% e, com o auxilio de
uma seringa analitica (Hamilton, Modified Microliter™) foram injetados 10uL dos diferentes
tratamentos pela via intrahemocélica no quarto metamero, na porcéao ventral das larvas.

Apbs o procedimento as larvas foram transferidas para as suas respectivas placas de
Petri, de acordo com os seus grupos, contendo racdo padronizada e protegidas da luz, com

temperatura e umidade favoraveis. A sobrevivéncia foi monitorada diariamente, durante 7 dias,
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quantificou-se o numero de larvas mortas, observando-se a melanizacéo das larvas e a resposta
a um estimulo de toque suave com uma pinga.

Resultados e Discussao

5.1 Rendimento do extrato e fracdo cloroférmica de Scoparia dulcis

A obtencdo do extrato bruto das partes aéreas de S. dulcis, e da fracdo cloroférmica
seguiu a metodologia estabelecida pelo Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais (LQPN-
UFMA), para a extracdo de metabdlitos secundarios. A tabela 3 mostra o rendimento obtido

tanto do extrato, quanto da fracéo cloroférmica.

Tabela 3 - Rendimento do extrato bruto e da fragéo cloroférmica de Scoparia dulcis

Etapa Material inicial Material obtido Rendimento
Extrato bruto 100g do material botanico 15¢ 15%
Fracdo cloroférmica 8g do extrato bruto 0,89 10%

Fonte: O autor (2025).

O etanol a 70%, devido a sua polaridade intermediaria, mostrou-se um solvente
altamente eficiente e seletivo para a extracdo de metabolitos secundarios das partes aéreas de
S. dulcis. Com um rendimento de 15%, esse solvente é capaz de extrair uma ampla gama de
compostos, abrangendo desde os de alta polaridade até os de polaridade intermediaria. 1sso
ocorre porgue o etanol a 70% pode interagir com uma diversidade de grupos funcionais
presentes nas moléculas, como hidroxilas e outras funcdes polares, favorecendo a extracdo de
substancias tanto hidrossollveis quanto moderadamente lipofilicas.

Por outro lado, o cloroférmio, devido a sua natureza apolar e alta solubilidade para
compostos lipofilicos, demonstrou ser mais eficaz na extragdo de substancias com baixa
polaridade. Esses compostos, geralmente de caracteristicas mais lipofilicas, como certos
flavonoides prenilados e terpenos, sdo mais facilmente solubilizados em solventes apolares,
como o cloroférmio. Assim, cada solvente foi escolhido com base nas propriedades de
polaridade dos metabdlitos a serem extraidos, garantindo a obtencéo de fracGes representativas

das diferentes classes de compostos presentes no extrato de S. dulcis.

5.1.1 Perfil quimico do extrato, fragdo cloroférmica

A analise cromatografica por HPLC-PDA revelou perfis quimicos distintos para o

extrato bruto, a fracdo cloroférmica, VAMF-1 e VAMF-2. O cromatograma do extrato bruto
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apresentou uma eluigdo eficiente, utilizando o método exploratdrio, com picos bem definidos e
simétricos (Figura 3). Esse perfil complexo indica a presenca de uma diversidade de compostos,
abrangendo moléculas de alta, média e baixa polaridade. No inicio do cromatograma,
predominam compostos de alta polaridade, enquanto os compostos de baixa polaridade eluem
no final da corrida cromatografica, onde se pode observar uma variedade de moléculas e de
classes quimicas, como acidos fendlicos e flavonoides, tanto glicosilados quanto metoxilados,
evidenciando a complexidade e a diversidade quimica do extrato.

A andlise dos espectros UV obtidos durante a cromatografia confirmou essa
diversidade quimica, revelando padrdes de absorcdo tipicos dessas classes de compostos
(Figura 4). Os flavonoides exibiram duas bandas principais de absor¢do, associadas as
transicOes eletronicas 1 — n*: a Banda I (300-380 nm), atribuida ao anel B, e a Banda Il (240-
280 nm), relacionada ao anel A. Por outro lado, os acidos fendlicos apresentaram uma Unica
banda de absor¢do na faixa de 250 a 280 nm, correspondente a transi¢do © — m* do nlcleo

benzénico (HARBORNE; MABRY; MABRY, 1975).

Figura 3 - Cromatograma HPLC-PDA 254 nm do extrato hidroetandlico das partes aéreas de Scoparia- dulcis.
Coluna Phenomenex Luna C18 (250 x 4.6 nm; 5 pm), fluxo 1 mL/min.
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Fonte: O autor (2025).



Figura 4 - Espectros de absorcdo UV-Vis dos compostos presentes no extrato hidroetanolico
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Pelo perfil obtido da fracdo cloroférmica, observa-se que a extracdo liquido-liquido

(Item 4.3) foi bastante seletiva, uma vez que extraiu 0S compostos com maiores tempos de
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retencdo, ou seja, 0s compostos mais lipofilicos com uma fragdo enriquecida com compostos
mais apolares (Figura 5).

A analise espectral no UV-Vis da fracdo cloroformica (Figura 6) revelou
caracteristicas tipicas associadas a presenca predominante de flavonoides metoxilados,
compostos mais lipofilicos em comparagdo com os flavonoides hidroxilados. Esses flavonoides
possuem grupos metoxi (-OCHs) ligados ao nicleo aromatico, o que altera suas propriedades
espectrais devido ao efeito eletrénico desses substituintes.

O perfil espectral dessa fragdo apresentou a Banda I, na faixa de 300 a 380 nm,
associada ao sistema conjugado envolvendo o anel B, com um leve deslocamento para
comprimentos de onda maiores em comparagdo com os flavonoides hidroxilados. Esse
comportamento é atribuido ao efeito batocrémico promovido pelos grupos metoxi. Ja a Banda
I1, na faixa de 240 a 280 nm, relacionada ao anel A, mostrou-se menos intensa e com menor
variagdo em comparagdo a Banda |, refletindo a menor influéncia da substituigdo metoxilada
nesse sistema.

A predominancia de compostos metoxilados na fracdo cloroférmica também esta
diretamente relacionada a sua maior lipofilicidade, uma vez que a substituicdo de hidroxilas por
grupos metoxi reduz a polaridade das moléculas, favorecendo sua solubilidade em solventes

organicos, como o cloroférmio.

Figura 5 - Cromatograma HPLC-PDA da fragdo cloroférmica Scoparia dulcis. Coluna Phenomenex Luna C18
(250 x 4.6 nm; 5 um), fluxo 1 mL/min
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Fonte: O autor (2025).
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Figura 6 - Espectro de absorcdo UV-Vis dos compostos presentes na fracdo cloroférmica
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5.1.2 Anélise dos compostos isolados por HPLC-PDA (VAMF-1 e VAMF-2)

Ap0s o isolamento, 0 VAMF-1 foi analisado por HPLC-PDA (Figura 7a), revelando a
presenca de um pico Unico, o que indica alta pureza. O espectro UV exibiu bandas de absor¢édo
em 275 nm e 327 nm, caracteristicas tipicas de flavonoides, sugerindo a presenca de um ndcleo
aromatico conjugado. Essas bandas estéo associadas as transi¢des eletronicas ©1 — * nos anéis
aromaticos, com a posicao das bandas podendo ser influenciada por substituicGes eletrénicas,
como grupos hidroxila ou metoxi, que modula as propriedades espectrais do composto.

O VAMF-2 (Figura 7b), apesar de ter apresentado alguns ruidos no cromatograma,
uma consequéncia da baixa concentracdo do composto injetado, exibiu um espectro no UV um
pouco diferente do VAMF-1, se tratando de uma outra estrutura quimica, com bandas de

absorcéo de 240 e 283 nm.



49

Figura 7 - Escpectros UV-Vis dos compostos isolados de Scoparia dulcis. a) VAMF-1 e seu respectivo espectro
no UV. b) VAMF-2 e seu respectivo espectro no UV.
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5.1.3 Anotacéo quimica por LC-ESI-IT/MS

Os espectros de massas dos compostos presentes no extrato foram obtidos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um espectrometro de massas de baixa
resolucdo, equipado com uma fonte de ionizagéo por eletrospray e um analisador de armadilha
ibnica (HPLC-ESI-IT/MS). A analise focou nos ions moleculares desprotonados [M-H]~ em
todos os espectros, correspondentes aos compostos listados na Tabela 3. Foram propostos
mecanismos de fragmentacdo com base nos ions fragmentos coletados, permitindo uma
anotacdo detalhada dos compostos. O cromatograma do extrato bruto esta representado na
Figura 8, enquanto as estruturas dos compostos estéo ilustradas na Figura 9.

A comparagéo entre os cromatogramas obtidos por LC-MS e HPLC-PDA revelou um
menor numero de picos no cromatograma de LC-MS. Essa diferenca pode ser atribuida a
limitada capacidade de ionizacdo de determinados compostos no espectrdmetro de massas,
especialmente aqueles com baixa polaridade ou tendéncia reduzida a ganhar ou perder protons.
Além disso, compostos com concentracdo abaixo do limite de detec¢cdo do LC-MS podem nédo
ser registrados, ainda que sejam claramente detectaveis no PDA devido a sua absor¢éo UV-Vis.

Fatores adicionais, como a fragmentacdo completa de alguns compostos durante a
ionizacdo e a maior seletividade do detector de massas em relagdo ao PDA, também contribuem
para essas discrepancias. Esse comportamento reforca a importancia de utilizar técnicas
complementares para a caracterizacdo quimica de extratos complexos, garantindo uma

identificacdo mais abrangente dos compostos presentes.

Figura 8 - Cromatograma do extrato bruto de Scoparia dulcis analisado por LC-ESI-IT/MS
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Fonte: O autor (2025).



Tabela 4 - Compostos anotados no extrato hidroetandlico de Scoparia dulcis

Picos TR (min) Compostos Modo (-) Fragmentos (m/z) Referéncias
1 181 Vicenina-2 MS?2 593,29 [M-H]; 575,20 (7,55); 503,13 (25,78); 473,22 (93,13); 383,20 (JANDRI etal., 2017); (DUAN et al.,
(42,88); 353,20 (100) 2022); (JEONG et al., 2017)
MS3 593 [M-H]; 473,22 (13,36); 353,25 (98,98); 325,20 (100); 297,15 (51,62)
2 194 Apigenina-6-C- MS? 563,30 [M-H]; 545,17 (21,53); 503,13 (44,15); 473,20 (59,39); 443,13  (GOUVEIA; CASTILHO, 2013);
pentosil-8-C-hexosideo (43,77); 383,23 (66,40); 353,25 (100) (OZAROWSKI et al., 2018)
MS3 563 [M-H] -; 473,20 (6,45); 353,25 (95,87); 325,20 (100); 297,13 (58,56)
3 212 Isorhamnetina-3-O- MS?2 623,35 [M-H] -; 461,26 (100); 315,19 (4,25) (YAO et al., 2012)
hexosil-7-O-pentosideo MS® 623 [M-H]"; 315,19 (100); 160,85 (8,18); 135,04 (54,83)
4 215 Isovitexina MS?2 431,25 [M-H] -; 341,25 (7,41); 311,12 (100) (PISLAK et al., 2015)
MS3 431 [M-H] -; 311 (18,14); 283,10 (100); 119,06 (4)
5 23,4 Escutelarina MS? 461 [M-H] ;285 (100); 175 (5); (ELE et al. 2016)
MS3 461 [M-H] ; 285 (100); 267 (27,76) 239 (4,34); 159 (14,57)
6 253 Apigenina-7-O- MS?2 445 [M-H] -; 309 (6,71); 269 (100); 175 (11,35)
glucuronideo (AGHAKHANI; KHARZIAN e
GOOINI, 2018)
MS3 445 [M-H] ; 269 (100)
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Picos TR (min) Compostos Modo (-) Fragmentos (m/z) Referéncias
7 264 Hispidulina-7-O- MS? 475 [M-H] -; 299 (100); 175 (11,44) (ELE et al. 2016)
glucuronideo MS® 475 [M-H]"; 299 (2,21); 284 (100)

8 275 Cirsimarina MS? 511 [M-H-2H,0] -; 313 (100); 298 (21,54) (SREEJA et al 2018)
MS3 475 [M-H]"; 313; 298 (22,31); 283 (100); 269 (13,34)

9 316 Cirsiliol MS? 329 [M-H]; 329 (100); 314 (23,12) (YABOUB et al 2018)
MS? 329 [M-H]~; 314 (100); 299 (93); 285 (23,29)

10 337 Cirsimaritina MS? 313 [M-H]; 298 NI
MS?

Legenda: NI — néo identificado

Fonte: O autor (2025).
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Figura 9 - Compostos anotados no extrato hidroetanélico de Scoparia dulcis
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Fonte: O autor (2025)

Nos dados de espectrometria de massa de baixa resolucdo, o composto 1 (Vicenina-2) apresentou um ion molecular desprotonado [M-H]
com m/z 593,29 anotado como vicenina-2 (Figura 10). Como mostrado no Esquema 2, no segundo estagio de fragmentacdo (MS?), o ion molecular
passou por uma desidratacdo [M-H-H20] - na unidade de agucar localizada na posicdo C6 do anel A, registrando um ion molecular m/z 575. Os
ions m/z 503,13 e 473,22 correspondem a perdas de 90 e 120 Da, respectivamente, na unidade C-glicosidica em C6. Essas perdas sdo tipicas em
estruturas contendo hexoses ligadas a aglicona por ligages C — C, na qual a clivagem do acUcar € parcial, preservando parte da estrutura glicosidica.
Entretanto, essas perdas (90 e 120 Da) também ocorrem na posi¢do C8 da unidade de hexose, registrando ions m/z 383,21 e 353,20 (pico de maior
abundancia).
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Figura 10 - Espectros de massas obtidos para o Vicenina-2
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Esquema 2 - Proposta de fragmentacéo do Vicenin-2

—H
OH
-18 Da
H,0
m/z 593 0, -
-120Da | -C4HgO4
m/z 473
o
< miz 325
O’b
o

- C3H0, | -90 Da

m/z 383

Fonte: O autor (2025).
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O composto 2 apresentou um espectro de massa caracterizado por um ion molecular
desprotonado [M-H]  com m/z 563,20 (Figura 11), indicativo de apigenina-6-C-pentosil-8-C-
hexosideo. A primeira fragmentacdo significativa observada foi a perda de uma molécula de
agua [M-H-H:O]", resultante da desidratagao da pentose ligada a posi¢do C6 do anel A,
formando um ion com m/z 545,17 (Esquema 3). Este processo de desidratacdo é comum em
acucares e sugere a presenca de um grupo de hidroxila livre na pentose.

Posteriormente, foram observadas perdas de 60 e 90 Da, correspondendo aos fragmentos
[M-H-60]", [M-H-90]" que resultaram de clivagens homoliticas nas liga¢des nas ligagdes *>Xs
e 92X da pentose, gerando ions moleculares em m/z 503 e 473, respectivamente. A partir do
fragmento com m/z 473,22, foram registradas perdas adicionais de 90 e 120 Da, formando os
fragmentos [M-H-90] e [M-H-120]", que também resultaram de clivagens homoliticas nas
ligages %3Xs e %2Xs da hexose, registrando os ions moleculares m/z 383 e 353 (pico base),
respectivamente. Estes resultados confirmam a presenca de unidades de pentose e hexose nas
posicbes C6 e C8, e fornecem evidéncias da ligacdo C-glicosidica entre o aglcar e o nucleo
flavonoide.

Figura 11 - Espectros de massas obtidos para o Apigenina-6-C-pentosil-8-C-hexosideo
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Esquema 3 - Proposta de fragmentacdo da Apigenina-6-C-pentosil-8-C-hexosideo

m/z 563
-60 Da | -C,H40,

m/z 503 m/z 473 m/z 353

Fonte: O autor (2025).

O composto 3 foi proposto como isorhamnetina-3-O-hexosil-7-O-pentosideo, uma vez
que gerou um pico do ion molecular desprotonado [M-H] com m/z 623 (Figura 12). A primeira
fragmentacdo observada foi uma perda de 162 Da, referente a uma ligacdo O-glicosidica na
posicdo C3 da aglicona, registrando um ion molecular m/z 461,26, que representou o pico de
maior estabilidade (Esquema 4). A segunda fragmentacao registrada, foi de uma perda de 146
Da, correspondente a ramnose ligada na posicao C7, resultando em ion molecular m/z 315,23.
A partir do ion m/z 315, houveram clivagens homoliticas nas ligacdes 0,3X, resultando na perda

de 180 Da, e na formacao de um ion com m/z 135,04.



Figura 12 - Espectros de massas obtidos para o Isorhamnetina-3-0-hexosil-7-O-pentosideo
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Esquema 4 - Proposta de fragmentacdo da Isorhamnetina-3-O-hexosil-7-O-pentosideo
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HO m/z 461
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on |-H
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OH O
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Fonte: O autor (2025).
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O pico 4, anotado como isovitexina, corresponde a um ion molecular desprotonado

[M-H] m/z 431,25 (Figura 13). Foi observado a presenca de um residuo de agUcar ligado a
aglicona, além de perdas de 90 e 120 Da [M-H-90]", [M-H-120]", caracteristico de ligacdes C-

glicosidicas, registrando ions m/z 341 e 311 (pico base), respectivamente (Esquema 5). A partir

do pico base foi detectado uma perda de 28 Da, referente a carbonila localizada no anel C da

aglicona, e um ion m/z 283.

Figura 13 - Espectros de massas obtidos para a Isovitexina
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Esquema 5 - Proposta de fragmentacdo para a Isovitexina
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2500 I~
|
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m/z 283

Fonte: O autor (2025).
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O pico 5, foi proposto como escutelarina, baseado na deteccdo de um ion molecular

desprotonado [M-H] com m/z 461,21 (Figura 14). No espectro MS?, registrou um fragmento

com m/z 285, identificado como o ion de maior estabilidade, resultado de uma perda de 176 Da

(Esquema 6). Esta perda € atribuida a eliminacdo de um &cido fendlico ligado a posi¢do C7 da

aglicona por meio de uma ligacdo O-glicosidica. A partir do ion de maior abundancia (m/z 285),

foi observada uma desidratacdo no anel A da aglicona, levando a formacao de um ion com m/z

267.
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Figura 14 - Espectros de massas obtidos para a Escutelarina
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Fonte: O autor (2025).

Esquema 6 - Proposta de fragmentacéo para a Escutelarina
on 1"

-176 Da
-CsHgOg

m/z 461

L,
OH

OH
m/z 267

Fonte: O autor (2025).
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O pico 6, revelou um pico do ion molecular desprotonado [M-H]™ m/z 445 e proposto
como apigenina-7-O-glucuronideo (Figura 15). A perda de uma unidade de &cido glucurénico
foi identificada, resultando em [M-H-176] e no registro do ion molecular m/z 269, no qual é o
pico de maior abundancia relativa (Esquema 7). Uma outra possibilidade de fragmentacéo foi,

a perda da aglicona [M-H-269]" e o registro do acido glucurénico com m/z 175.

Figura 15 - Espectros de massas obtidos para a Apigenina-7-O-glucuronideo
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Esquema 7 - Proposta de fragmentacdo para a Apigenina-7-O-glucuronideo
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o) - |H
HO OH
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m/z 175

Fonte: O autor (2025).

A molécula 7, foi proposta como hispidulina-7-O-glucuronideo, identificada por um
ion molecular desprotonado [M-H]~ com m/z 475 (Figura 16). No espectro MS?, foi observado
uma perda de 175 Da, correspondente ao acido glucurdnico, resultando na formacao de um ion
com m/z 299, que corresponde a aglicona hispidulina, uma flavona pertencente a classe dos
flavonoides (Esquema 8). Este ion de m/z 299 foi identificado como o pico base, evidenciando
a estabilidade da aglicona. Além disso, foi registrada a perda completa da aglicona, gerando um
ion com m/z 175, que corresponde ao &cido glucurdnico. No MS3, houve uma perda adicional
de 15 Da, provavelmente associada a eliminagdo de um grupo metila (CHs), resultando em um

ion com m/z 284, que se tornou a nova base de pico.
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Figura 16 - Espectros de massas obtidos para a Hispidulina-7-O-glucuronideo
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Esquema 8 - Proposta de fragmentacdo para a Hispidulina-7-O-glucuronideo
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Fonte: O autor (2025).
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A estrutura 8, foi preliminarmente identificada como cirsimarina, apresentando um
pico de ion molecular desprotonado com m/z 511 (Figura 17), possuindo adutos de &gua na sua
composicdo. A primeira fragmentacdo envolveu a perda de residuos de agucar, localizada na
posicdo C4' do anel B da aglicona, com a eliminacédo de duas moléculas de agua ([M-H-2H-0]"),
resultando na formag&o de um ion com m/z 313, que se destaca como o ion de maior estabilidade
(Esquema 9). Posteriormente, ocorreram desmetilagcfes na aglicona, especificamente nas

posicBes C6 e C7, gerando ions com m/z 299 e 284, respectivamente.

Figura 17 - Espectros de massas obtidos para a Cirsimarina
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Esquema 9 - Proposta de fragmentacgéo para o Cirsimarina
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Fonte: O autor (2025).

O composto 9, foi anotado como cirsiliol, exibindo um pico de ion molecular
desprotonado [M-H]™ com m/z 329 (Figura 18), que também corresponde ao pico de maior
estabilidade. Durante a andlise das fragmentacGes, foram observadas perdas sucessivas de 15
Da, correspondendo a eliminacédo de grupos metila nas posi¢des C6 e C7 do anel A da aglicona,
resultando na formacdo de ions com m/z 314 e 299, respectivamente (Esquema 10). Além
disso, o ion com m/z 285 foi gerado, diminuindo uma perda neutra de 44 Da, associada a
eliminacdo de CO: [M-H-44]". Essa perda sugere clivagens homoliticas simultaneas nas

ligacBes 0,1,3 e 4 do anel C, com o ataque do oxigénio do heteroatomo a carbonila.
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Figura 18 - Espectros de massas obtidos para o Cirsiliol
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Esquema 10 - Proposta de fragmentacdo para o Cirsiliol
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Fonte: O autor (2025).
5.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear da Cirsimarina

As analises dos espectros de RMN de hidrogénio (*H) e carbono (**C) permitiram a
identificacdo dos sinais caracteristicos da cirsimarina corroborando com sua estrutura quimica
de flavonoide metoxilado e glicosilado proposto por Espectrometria de Massas. As Figuras 19

e 20 apresentam 0s espectros correspondentes, evidenciando os deslocamentos quimicos

discutidos.



Figura 19 - Espectro de RMN de 'H da cirsimarina (400 Hz, DMSO (d6) em ppm)

VAMF-1.11.fid 2 r 1400
VAMF-1 3
400 MHz 2 55 8283 g
DMSO i @D nNew o 1300
28/02/2024 v NV ‘
Op. VLS
1200
1100
1000
900
800
D (d) F(s) J(s)|[ M (m)
3. 700
600
500
400
300
200
|
“ 100
ro
s --100
@ @
o ™M
13.5 13.0 12,5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 75 70 65 60 55 5.0 40 35 3.0 25 20 15 1.0
f1 (ppm)
Fonte: O autor (2025).
Figura 20 - Espectro de RMN de **C da cirsimarina (400 Hz, DMSO (d6) em ppm)
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No espectro de 'H, foram observados sinais tipicos para flavonoides Tabela 5. O
préton em C3 apresentou-se como um simpleto em & 6,94 ppm, caracteristico de um carbono
aromatico com um unico proton ndo acoplado. O sinal em & 8,50 ppm foi atribuido ao préton
em C8, que também aparece como simpleto devido a auséncia de prétons vizinhos, sendo este
valor elevado justificado pela desblindagem provocada pelos grupos metoxila presentes nas
posicOes C6 e C7. A presenca de substituintes metoxila foi confirmada por dois sinais simples
em & 3,91 ppm e & 3,73 ppm, referentes as metoxilas ligadas aos carbonos C6 e C7,

respectivamente.

Tabela 5 - Valores de deslocamento quimico e multiplicidade de RMN de 1H e 13C (600 MHz, CD30OD em ppm)
para a cirsimarina.

Posicéo 8'H (multiplicidade) 8C
2 163,55
3 6,94 (s, 1H) 100,06
4 182,35
5-0OH 12,84 (s, 1H) 152,14
6 - OCHs 3,91 (s, 1H) 60,34
7 — OCHs 3,73 (s, 1H) 56,75
8 8,5 (s,1H), 91,90
9 153,13
10 104,52
2'e 6 8.06 (d, 2H) 128,43
3e5 7,19 (d, 2H) 116,82
4' - glicose 3,44 (m, 11H) 69,14

Fonte: O autor (2025).
O sinal em & 12,84 ppm foi atribuido a hidroxila em C5. Esse elevado deslocamento

quimico estd relacionado a formacdo de ligacdo de hidrogénio intramolecular, fenémeno
comum em flavonoides com hidroxilas fendlicas. Os prdtons arométicos do anel B
apresentaram-se como dois pares de dubletos: H-2'/H-6' em 6 8,06 ppm e H-3/H-5"em & 7,19
ppm, confirmando o padrdo simétrico desse anel. A presenca de uma unidade hexose foi
evidenciada pelo multiplo em 6 3,44 ppm, referente aos prétons do agucar, incluindo o préton
anomerico.

O espectro de *C mostrou 13 sinais distintos, compativeis com a estrutura proposta da
cirsimarina. O carbono C3 apresentou deslocamento em d\deltas 100,06 ppm, valor tipico de
carbonos aromaticos portando um proton. O carbono carbonilico em C4 foi identificado em &
182,35 ppm, enquanto os carbonos fendlicos C5 e C9 foram detectados em 6 152,14 ppm e 6
153,13 ppm, respectivamente. Os carbonos ligados aos grupos metoxila apresentaram
deslocamentos em & 60,34 ppm (C6) e 6 56,75 ppm (C7).
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No anel B, os carbonos C2'/C6' foram observados em 6 128,43 ppm, enquanto 0s
carbonos C3'/C5' apareceram em & 116,82 ppm. O carbono C4', que suporta a ligacdo com a
unidade hexose, apresentou deslocamento em & 69,14 ppm, valor coerente com a presenca de
um substituinte glicosidico.

Os dados obtidos confirmam a presenca de grupos aromaticos, metoxilas, hidroxilas
fendlicas e uma unidade hexose na estrutura da cirsimarina. Os deslocamentos quimicos e
padrdes de multiplicidade observados corroboram com a configuracdo esperada para esse

flavonoide metoxilado e glicosilado, validando sua caracterizacédo estrutural.
5.3 Potencial antioxidante do EFSD pelo método DPPH

A avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH indicou que o EFSD
apresentou atividade significativa, quando comparado ao padrdo Trolox, conforme
demonstrado na tabela 6. Além disso, extratos sdo considerados bioativos quando a
concentracéo inibidora de 50% (Clso) ¢ inferior a 100 pg mL™, o que reforca a eficacia do EFSD
como potencial antioxidante (SILVEIRA et al., 2018).

Tabela 6 - Atividade antioxidante do extrato hidroetanolico e do controle Trolox

Amostras Valores de Clsg
EFSD 0,95 ug mL™?
Trolox 1,45 pg mL*

Fonte: O autor (2025).
Com base na Figura 21, os tubos 1 e 2, correspondentes as concentracdes de 500 e

250 pg mL-1, respectivamente, demonstraram a capacidade do antioxidante presente no EFSD
em neutralizar radicais livres, evidenciada pela redugdo do DPPH. A diminuicdo na coloragéo
violeta caracteristica da solucdo de DPPH é um indicativo direto da atividade antioxidante, pois
reflete a transferéncia de elétrons do antioxidante para estabilizar os radicais livres.

Por outro lado, os tubos 3 e 4, que receberam concentracdes mais baixas do extrato
testado, ndo conseguiram neutralizar eficazmente o radical livre do DPPH, o que pode ser
atribuido a baixa concentracdo do extrato nessas condigdes. Isso sugere que, para uma atividade
antioxidante significativa, uma concentracdo minima do extrato é necessaria para que 0S
compostos antioxidantes presentes no EFSD desempenhem seu papel de neutralizacdo dos

radicais livres.
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Com base na Figura 22, a andlise quantitativa revelou que o EFSD apresentou uma
atividade antioxidante de 0,95 pg mL-1, enquanto o padréo Trolox, utilizado como referéncia,
exibiu uma atividade de 1,45 pg mL-1. Embora o valor do EFSD seja ligeiramente inferior ao
do Trolox, os dados sugerem uma relevante capacidade antioxidante do extrato, reforcando seu
potencial como fonte de compostos bioativos com propriedades redutoras de radicais livres.
Essa diferenca pode estar relacionada a concentracdo e a natureza quimica dos compostos
presentes no EFSD, como os flavonoides e acidos fendlicos, conhecidos por suas propriedades
antioxidantes.

Sivasankarapillai et al. (2022) relataram a atividade antioxidante das nanoparticulas
de 6xido de zinco sintetizadas a partir do extrato de S. dulcis, o qual apresentou um valor de
Clso de 1,78 pg mL-1 no ensaio de DPPH, indicando uma excelente atividade antioxidante e
eficacia na captura de radicais livres.

A relagdo entre a estrutura e a atividade antioxidante dos flavonoides est4 fortemente
associada a presenca de grupos hidroxila (-OH) em sua estrutura molecular (SARIAN et al.,
2017). Esses grupos desempenham um papel fundamental na capacidade antioxidante, pois sdo
responsaveis pela doacdo de elétrons ou atomos de hidrogénio, o que permite neutralizar
radicais livres de forma eficiente. Flavonoides com mdltiplos grupos hidroxila, especialmente
nas posi¢Oes orto ou meta, tendem a apresentar uma atividade antioxidante mais elevada, devido
a sua maior capacidade de formar complexos com os radicais livres (JEONG et al., 2007). Além
disso, a configuracdo espacial da molécula, como a conjugacao de anéis aromaticos e a presenca
de grupos adicionais, como carbonilas ou metoxilas, também pode influenciar

significativamente sua atividade antioxidante (ZHANG et al., 2020).
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Figura 21 - Solucdes apds a adi¢do do DPPH

Fonte: O autor (2025).

Figura 22 - Gréficos da atividade antioxidante do EFSD e do controle trolox
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O extrato demonstrou um relevante potencial antioxidante. Isso reforca a importancia de
compostos bioativos presentes no extrato de S. dulcis, como flavonoides e acidos fenélicos, no combate
aos radicais livres. A diferenca observada entre 0 EFSD e o Trolox pode ser atribuida a concentragdo e a
natureza quimica dos compostos antioxidantes, além de sugerir que o EFSD pode ser uma fonte

promissora para o desenvolvimento de futuros agentes antioxidantes naturais.

5.4 Atividade anticancer do extrato, VAMF-1 e VAMEF-2

5.4.1 Efeito citotoxico em linhagens celulares MCF-7 e T24

5.4.1.1 VAMF-1

A andlise dos dados apresentados na Figura 23 permite discutir aspectos importantes
sobre a citotoxicidade da VAMF-1 em células MCF-7, evidenciando seu potencial antitumoral
em diferentes modelos de cultura celular. Os resultados indicam que 0 VAMF-1 promove uma
reducdo significativa nas especificagcdes celulares em concentragdes entre 10 e 320 uM, com
efeitos ja perceptiveis a partir de 40 pM. Essa caracteristica ¢ relevante, pois sugere que o
VAMF-1 apresenta atividade citotdxica mesmo em concentracdes baixas, 0 que pode ser
vantajoso no contexto de terapias que visam minimizar os efeitos adversos associados ao uso
de doses elevadas de compostos bioativos (SERPELONI et al., 2022).

Observe-se uma clara relacdo tempo-dependente na citotoxicidade, com a
intensificacdo do efeito a medida que o periodo de exposicdo aumenta. Os tratamentos
realizados por 24, 48 e 72 horas obtiveram Clsp de 80, 40 e 40 uM, respectivamente, mostrando
uma melhoria progressiva da viabilidade celular. Esses dados indicam que a permanéncia do
VAMF-1 no microambiente celular favorece a indugdo de apoptose. Esse comportamento €
consistente com estudos gque associam a exposi¢ao prolongada a agentes bioativos ao maior
comprometimento das defesas celulares, o que ressalta a importancia de avaliar cuidadosamente

a duragdo do tratamento em contextos pré-clinicos.
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Figura 23 - Viabilidade Celular (%) de Células MCF-7 Apés Tratamento com Cirsimarina em Culturas 2D e 3D
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Outro aspecto relevante discutido refere-se as diferencas observadas entre as culturas

2D e 3D. Os esferoides multicelulares (3D) apresentaram maior resisténcia ao VAMF-1 quando
comparados as culturas bidimensionais, comportamento frequentemente relatado na literatura
devido a presenca de um microambiente mais complexo e protetor nos modelos tridimensionais.
Tal estrutura dificulta ndo apenas a abrangéncia do composto, mas também a sua interacdo com
alvos celulares criticos, reforcando a necessidade de utilizar modelos 3D para avaliar a eficacia
de compostos com potencial terapéutico, dado que esses sistemas reproduzem de forma mais

fiel a complexidade tumoral in vivo.

5.4.1.2 VAMF-2

A viabilidade celular de VAMF-2 foi avaliada nas linhagens MCF-7 e T24, conforme
ilustrado na Figura 24. O composto VAMF-2 apresentou um comportamento distinto entre as

duas linhagens celulares.
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Figura 24 - Viabilidade celular de VAMF-2. a) T24. b) MCF-7
3)125- b)125-
100~ T J—

-

[=]

o
1

...
o
1
-
w
1
!

o
=]
1

Viabilidade Celular (%)
g
1

Viabilidade Celular (%)

25=

»n
(2]
L

1 ) L) Ll
Cs CP l1 5 10 20 40 80 160]

T T T T
] Cs CP 1 5 10 20 40 80 160,

I 1
Concentracao (uM)

Concentracao (uM)

Fonte: O autor (2025)

Nas células MCF-7, a concentracdo inibitéria média (Clso) foi de 112,1 uM, reduziu
uma resposta antiproliferativa moderadamente. No entanto, conforme a literatura, compostos
puros sdo considerados ativos apenas quando apresentam Clsg inferior a 25 uM (VERONIKA
BUTTERWECK; ADOLF NAHRSTEDT, 2017). Nas células T24, nenhuma das concentragdes
testadas de VAMEF-2 foi capaz de reduzir a previsdo celular em 50%, proporcionando uma
resisténcia relativa dessa linhagem ao tratamento com o composto. Esses resultados destacam
a necessidade de avaliar com mais profundidade o potencial do VAMF-2 em modelos tumorais

diferentes e explorar estratégias possiveis para superar a resisténcia observada.
5.4.1.3 Extrato hidroetan6lico das partes aéreas de Scoparia dulcis (EFSD)

A viabilidade celular do EFSD foi avaliada nas linhagens celulares MCF-7 e T24,
conforme ilustrado na Figura 25. Foi observada uma inibicéo da viabilidade celular a partir da
segunda concentracio testada (100 pg MI™). Para as células MCF-7, o Clso foi de 100,1 pug mL"
1 apds 24 horas de tratamento. Em comparacgdo com as células T24, o EFSD apresentou uma
concentragéo citotoxica de 129,4 ug mL™, evidenciando uma maior resisténcia das células T24
em relacdo as MCF-7. Essas concentracdes estdo de acordo com a literatura, que estabelece que
para os extratos serem considerados ativos, devem apresentar uma Clso inferior a 100 pg mL™?
(VERONIKA BUTTERWECK; ADOLF NAHRSTEDT, 2017).
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Figura 25 - Viabilidade celular de EFSD. a) MCF-7. b) T24
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O EFSD apresenta uma citotoxicidade promissora, devido a presenca de compostos
em sua composi¢cdo quimica que contribuem para a reducdo da viabilidade das linhagens
celulares de cancer de mama (MCF-7) e de bexiga (T24). Estudos conduzidos por Serpeloni et
al (2022) demonstraram que a cirsimarina reduziu a viabilidade celular em culturas em
monocamada 2D ap6s 24 horas de tratamento com concentragOes a partir de 80 uM. Além
disso, apds 48 e 72 horas de tratamento, 0 composto na concentracao de 40 UM também resultou
em diminuicdo da viabilidade celular. A atividade antiproliferativa dessas flavonas estdo
associadas a posi¢do do grupo metdxi no anel A, por exemplo,tanto a 5-metoxiflavona quanto
a 7-metoxiflavona demonstraram atividade moderada para células em células HL-60, com CCso
= 48 e 68 PM, respectivamente (KAWAII; ISHIKAWA; YOSHIZAWA, 2018).

A isovitexina, também conhecida como apigenina-6-C-hexosideo, que apresenta um
perfil terapéutico abrangendo atividades antioxidante, anti-inflamatdria, anticancerigena e
neuroprotetora (He et al., 2016). Estudos sobre a isovitexina revelam seu impacto em diferentes
tipos de neoplasias, como carcinoma de mama (Epstein Shochet et al., 2015), carcinoma oral
(Yang et al., 2013), leucemia (Lee et al., 2012), tumores cerebrais (Choi et al., 2006) e cancer
esofagico (An et al., 2015). Em células de carcinoma de mama, por exemplo, a isovitexina
inibiu a migracdo celular em uma concentragdo de 2 pM, sugerindo um efeito antimetastatico
promissor. Em células de carcinoma oral, a viabilidade celular foi reduzida com concentragdes
de 25 a 100 uM, refor¢ando seu potencial terapéutico (He et al., 2016).

A escutelarina, por sua vez, também se destaca por sua capacidade de inibir a
proliferacdo de vérias linhagens celulares cancerigenas, incluindo células de glioma, como U87

e U251. De acordo com estudos, esse composto promove uma reducdo dose-dependente na
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viabilidade celular, ou seja, concentragdes mais elevadas resultam em uma maior diminuigéo
na multiplicacdo das células tumorais (TANG; GAO; HU, 2019).

A vicenina-2 apresenta diversas propriedades farmacoldgicas, incluindo atividades
antioxidante, anti-inflamatdria e anticancerigena. Estudos relatam que essa substancia exerce
efeitos antiangiogénicos, pro-apoptéticos e antiproliferativos em células de cancer de prostata,
além de inibir a proliferacdo de células de cancer de colon (HT-29) por meio da via de
sinalizagdo WNT/B-catenina (YANG et al., 2018).

As flavonas extraidas de produtos naturais apresentam atividade anticancerigena, com
acao predominante nas mitocondrias. O mecanismo de agédo da vicenina-2 envolve a indugéo
de apoptose, um processo de morte celular programada. Esse composto afeta a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e compromete a integridade da membrana mitocondrial,
desencadeando cascatas de sinalizacdo que levam a morte celular. Além disso, a vicenina-2
interage com proteinas e genes reguladores do ciclo celular e da apoptose, contribuindo tanto
para a inibicdo da proliferagdo tumoral quanto para a eliminacdo de celulas cancerigenas
(CHEN et al., 2022).

5.4.2 Ensaio Clonogénico

Os resultados do ensaio clonogénico para o EFSD e VAMF-1, ilustrados na Figura 26
e Figura 27, foram obtidos apds 24 horas de exposi¢do aos tratamentos, seguido de 10 dias de
incubacdo para o crescimento das colonias. A andlise revelou uma reducdo acentuada na
capacidade proliferativa das células em todas as concentracGes testadas do EFSD. Na dose de
25 ug mL, apenas 11,23% das células semeadas conseguiram formar coldnias, evidenciando
uma inibicdo da proliferacédo celular. Esse efeito se tornou ainda mais evidente com o aumento
da concentragdo para 50 pg mL™, resultando na formacio de coldnias por apenas 3,21% das

células, o que demonstra uma reducéo dréstica da capacidade de clonagem.
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Figura 26 - a) Fracdo de sobrevivéncia apos 24h de tratamento com EFSD. b) Imagens representativas das
coldnias para cada tratamento.
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Fonte: O autor (2025).

Na maior concentracdo avaliada, observou-se uma inibicdo completa, sem a formacao
de qualquer colénia, indicando que o EFSD provocou um efeito citotdxico total. Esse resultado
sugere que, em concentracdes elevadas, o0 composto elimina totalmente a viabilidade celular,
destacando seu potencial citotoxico e sua eficacia em bloquear a proliferacdo e regeneracao
celular (KOCH et al., 2023).

Os efeitos do VAMF-1 na viabilidade de longo prazo e na capacidade replicativa das
células MCF-7 foram avaliados. Observou-se que o tratamento com VAMF-1 nas
concentragdes de 10, 20, 40 e 80 uM resultou em uma redugdo considerdvel na formagéo de
colonias (Figura 27a).
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Figura 27 - a) Fragdo de sobrevivéncia apds 24h de tratamento com VAMF-1. b) Imagens representativas das
coldnias para cada tratamento.
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Os controles positivos, DXR (1 uM) e DT (50 uM), inibiram completamente a
formacdo de colbnias. No entanto, como ilustrado na Figura 27, no tratamento com DXR,
algumas células permaneceram isoladas ou formaram colénias com um numero reduzido de
células. J& os tratamentos com VAMF-1 (10 e 20 uM) resultaram em uma reducao no numero
de unidades formadoras de colonias, além de reduzir o tamanho das col6nias formadas em
comparacdo ao controle SV. Com as concentragfes de VAMF-1 > 40 uM, ndo foram

observadas células isoladas ou coldnias pequenas (Figura 27a).
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5.4.3 Ensaio de Resazurina em 3D e Andlises Fotomicroscopica

Os resultados obtidos pelo ensaio de reducdo de resazurina cultura 3D apds 72h de
tratamento dos esferdides com EFSD e VAMF-1 estdo apresentados na Figura 28 e Figura 29,
respectivamente. O ensaio para 0 EFSD mostrou uma diminuicdo da viabilidade celular dos
esferoides da linhagem celular MCF-7, tratados com concentragdes > 600 pg mL-1, sendo
calculado um CI50 de 573,7 pg mL-1, correspondendo a um valor 5,73 vezes maior com 0
mesmo tempo de tratamento, quando comparado ao ensaio de viabilidade celular com MTT.

Essa diferenca nos resultados pode ser explicada pelas caracteristicas distintas dos
ensaios 2D e 3D. Nos ensaios 2D, as células estdo dispostas em uma camada monoestratificada,
permitindo uma distribuicdo uniforme do extrato. Em contraste, nos esferoides tridimensionais,
as células formam uma estrutura mais compacta, o que pode dificultar a penetracéo do extrato,
especialmente nas camadas mais internas dos esferoides. Isso resulta em uma menor
concentracdo do composto nessas regides, reduzindo a eficacia do tratamento.

Além disso, os esferoides mimetizam melhor as condi¢Bes de um tumor in vivo,
apresentando regides com baixa oxigenacdo (hipdxia) e células com metabolismo alterado, o
que pode conferir maior resisténcia ao tratamento. As células nas camadas mais internas dos
esferoides, em particular, podem ser mais resistentes devido a esses fatores. O modelo
tridimensional, portanto, representa um ambiente mais desafiador para os compostos, refletindo
a complexidade dos tumores reais e a necessidade de uma concentracdo maior do extrato para
exercer um efeito eficaz.

Na anélise do crescimento esferoidal, foi observado que nas concentrac6es de 50 a 200
ug mL? ocorreu uma diminuicdo na area dos esferoides, refletida tanto nas medidas
guantitativas quanto nas fotomicrografias correspondentes. Esse efeito sugere uma inibicédo
direta da proliferacdo celular nas concentragdes mais baixas do tratamento. Entretanto, em
concentragdes acima de 400 pg mL™, houve um aparente aumento no tamanho dos esferoides.
Esse aumento, porém, ndo € indicativo de proliferacdo celular ativa, mas sim da expanséo da
zona necrotica central, decorrente de uma supressio severa da viabilidade celular. A medida
que as células entram em apoptose ou necrose, a zona de proliferacéo na periferia dos esferoides
se retrai, enquanto a zona necrotica se expande, levando ao desprendimento das células mortas.
Esse processo pode causar um aspecto desorganizado e, visualmente, dar a impressdo de
aumento do volume total dos esferoides, mesmo com a perda da integridade celular e o colapso

de sua arquitetura interna.
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Figura 28 - a) Areas compreendidas pelos esferoides nos tempos Oh e 72h. b) Resultado de viabilidade celular do
ensaio de resazurina apos tratamento com EFSD. ¢) Imagens representativas de de EMTs ap06s 2 dias de
incubacdo e 72h de tratamento
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Os dados obtidos para 0 VAMF-1 revelam que o tratamento com este composto, em
concentragdes variando de 10 a 320 uM, induz um efeito citotdxico nas células MCF-7, como
evidenciado pela diminuicdo do volume e da integridade dos esferoides (Figura 29a). Essa
alteracdo no crescimento dos esferoides é significativa quando comparada ao grupo controle
solvente (CS) e ao controle positivo (docetaxel), sugerindo que o VAMF-1 pode exercer um
efeito inibitdrio na proliferacdo celular. Embora 0os mecanismos subjacentes a esse efeito ainda
precisem ser elucidados, esses dados indicam que 0 VAMF-1 tem o potencial de interferir no
crescimento tumoral.

As imagens representativas de morfologia e estrutura dos esferoides (Figura 29b),
coletadas ao longo do tratamento, revelam uma resposta diferencial das células MCF-7 as
diferentes concentracfes de VAMF-1. Essas observacdes destacam a importancia de modelos
tridimensionais (3D) na avaliacdo do comportamento tumoral, pois permitem a visualizacéo de
alteracdes estruturais que ndo seriam evidentes em modelos 2D. Os esferoides tratados com
VAMF-1 apresentaram modificacfes morfoldgicas significativas, o que sugere que, além de
induzir a morte celular, o composto pode afetar também o microambiente tumoral, impactando
a organizacdo e a dindmica celular do tumor.

Além disso, a analise de viabilidade celular, realizada por meio do ensaio de
resazurina, confirmou que o VAMF-1 reduz a viabilidade das células MCF-7, refletindo seu
potencial antitumoral. Esses resultados estdo em consonancia com estudos anteriores, que
indicam que compostos naturais, como a cirsimarina, possuem atividades antitumorais, sendo
capazes de oferecer alternativas ou complementar as terapias convencionais de quimioterapia
(SERPELONI et al., 2022). Em conjunto, os dados sugerem que o VAMEF-1 pode ser um agente
promissor para o tratamento de cancer, com capacidade de modular tanto a viabilidade celular

quanto a arquitetura tumoral.
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Figura 29 - (a) Volume (4rea) de células tumorais de mama MCF-7 cultivadas como esferoides 3D e tratadas com
VAMF-1 (10 a 320 uM), solvente (SV; 0,25% DMSO) e controles positivos (docetaxel, DT 50 ¢ 100 uM)
avaliados por 16 dias. (b) Imagens representativas da morfologia, estrutura e crescimento dos esferoides MCF-7
foram obtidas a cada 3 dias por 16 dias ap6s o tratamento com SV (painel superior), CIR 40 pM (painel central)
ou DT 100 uM (painel inferior). (c) A viabilidade celular ap6s 16 dias foi medida pelo ensaio de resazurina
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A resisténcia aumentada das células em transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) a
citotoxicidade do extrato hidroetan6lico pode ser explicada por vérios fatores relacionados a
complexa estrutura tridimensional dos esferoides. Em primeiro lugar, a distribuicdo
heterogénea do tratamento, assim como a difusdo limitada de gases e nutrientes, resulta em
diferentes microambientes dentro das camadas dos esferoides. As camadas externas, mais
expostas, recebem uma maior concentracdo de compostos bioativos, enquanto as camadas
internas, devido a barreira fisica criada pelas células mais periféricas, enfrentam uma menor
exposicdo (GUNTI et al., 2021).

Além disso, o aumento das interacdes entre células, e a matriz extracelular, fortalece a
coesdo estrutural dos esferoides, dificultando ainda mais a penetracdo de substancias
citotoxicas. Essas interacdes criam uma barreira fisica que limita a difusao eficaz dos compostos
até as camadas mais profundas, onde as células em EMT tendem a se localizar. Esse
microambiente mais protegido, associado ao fenotipo mais resistente das células mesenguimais,
contribui para uma menor sensibilidade ao tratamento nas zonas internas do esferoide,
promovendo assim a sobrevivéncia celular e a evasdo a morte induzida por citotoxicos
(JENSEN; TENG, 2020; LEE et al., 2021)
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5.5 Estudo de toxicidade in vivo em larvas de Tenebrio molitor

As larvas de T. molitor destacam-se como um modelo inovador de invertebrado para
a avaliacéo de parametros de citotoxicidade, oferecendo uma alternativa ao uso de vertebrados
em testes preliminares. A partir das concentragdes testadas, foi possivel avaliar a citotoxicidade
do EFSD em cada concentragéo.

Nas concentragdes de 1 e 10 pg mL™", a letalidade foi expressiva, com 6 ¢ 8 mortes,
respectivamente. Em contrapartida, na concentragao de 100 pg mL ™, apenas 2 larvas morreram.
Esse resultado sugere uma resposta nao linear a concentracdo do composto, possivelmente
relacionada ao fendmeno de hormese, em que exposi¢des a doses mais baixas provocam maior
estresse celular, resultando em danos e respostas toxicas mais acentuadas (Ranieri et al., 2017).
Por outro lado, concentra¢des mais elevadas, como 100 ug mL™%, podem induzir a ativagdo de
mecanismos de defesa e detoxificacdo, atenuando os efeitos adversos.

Ao comparar o EFSD com os controles, pode-se concluir que as mortes das larvas sao
atribuiveis a toxicidade da amostra injetada em diferentes concentragdes. No grupo controle
trauma, registrou-se apenas uma morte nas Ultimas horas (em 168 h), o que sugere que larvas
ndo morreram em funcdo do estimulo gerado pela agulha da seringa. Em relacdo ao DMSO,
foram registradas duas mortes ap6s 144 horas e trés mortes apds 168 horas, o que pode ser
atribuido ao fato de o DMSO ser um solvente de baixa toxicidade. (SPOCHACZ et al., 2018).

Figura 30 - Avaliagdo da toxicidade aguda do EFSD em larvas de Tenebrio molitor
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Fonte: O autor (2025).
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Além disso, € importante ressaltar que o ensaio com Tenebrio molitor € um modelo
utilizado para avaliar a toxicidade e a seguranca de compostos bioativos, ja que as larvas
compartilham caracteristicas fisiologicas com organismos superiores. Dessa forma, o0s
resultados obtidos podem fornecer insights iniciais sobre o potencial do extrato em diferentes
modelos bioldgicos, ajudando a entender seus efeitos de forma mais ampla e auxiliando no

desenvolvimento de futuras pesquisas sobre a seguranca e eficacia do extrato de S. dulcis.
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6 Conclusao

O presente estudo caracterizou quimicamente o extrato hidroetanolico das partes
aéreas de Scoparia dulcis e avaliou seu efeito citotoxico em células tumorais. A analise por LC-
MS revelou a presenca de flavonoides e outros metabolitos bioativos, e a purificacdo do extrato
permitiu o isolamento de compostos especificos, incluindo a cirsimarina e a cirsimaritina.

Os ensaios de viabilidade celular demonstraram que 0 extrato e seus compostos
isolados apresentaram atividade citotoxica seletiva contra a linhagem de cancer de mama MCF-
7, enquanto as células de cancer de bexiga T24 mostraram maior resisténcia ao tratamento.
Além disso, a avaliacdo antioxidante pelo método DPPH confirmou a capacidade do extrato de
neutralizar radicais livres, sugerindo um potencial terapéutico adicional.

Embora os resultados indiqguem um efeito promissor de Scoparia dulcis no combate
ao cancer, estudos futuros sdo necessarios para elucidar os mecanismos moleculares envolvidos
na citotoxicidade observada, bem como para validar a eficacia dos compostos em modelos in
vivo. Esses achados reforcam a importancia da biodiversidade brasileira como fonte de novos

candidatos a farmacos para o tratamento do cancer.
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