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1 Introducao

Gliomas s3o tumores primarios do sistema nervoso central com uma elevada
heterogeneidade de fatores moleculares que afeta o progndstico e a resposta as terapias (Barthel
et al.,2021). As cé€lulas do Glioblastoma (GBM) adquirem adaptacdes genéticas e metabdlicas
incluindo mudangas no metabolismo energético, capacidade invasiva, migracao e angiogénese
que acabam por terem dificeis abordagens de tratamento (Delgado-Martin.,2020).

De acordo com o Instituto Nacional de cancer (INCA, 2026) sdo estimados
aproximadamente 10 a 12 mil casos de tumores do sistema nervoso central no Brasil nesse
triénio de 2026-2028, destacando o GBM pela elevada agressividade e seu prognostico adverso.
Delgado-Martin et al. (2020) relatam que a sobrevida mediana ap6s o diagndstico € de 12 a 15
meses, com menos de 10% dos pacientes sobrevivendo além de 5 anos. Os tratamentos
convencionais, como a radioterapia, a quimioterapia concomitante com temozolamida e a
resseccao cirurgica (Oronsky et al.,2021), resultam em pouco aumento na sobrevida. Assim,
busca-se alternativas para tratar essa doenca, entre elas o uso de extratos vegetais.

A vplanta Aloysia gratissima (Gillies & Hook.) Tronc, nativa América do Sul e
pertencente a familia Verbenaceae (Flora e Funga do Brasil,2026) ¢ utilizada na medicina
popular para tratar problemas respiratdrios e como calmante, antiespasmodico e diurético com
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (SOUZA ef al., 2022). Em estudos anteriores

do nosso grupo foi demonstrado que a Aloysia gratissima apresenta efeito citotoxico em
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linhagens de glioma de rato C6 e humana U251, sendo a fragdao de cloroférmica a com maior

efeito (FARIAS, 2024).

2 Objetivos

O objetivo desse estudo foi investigar provaveis mecanismos pelo qual o extrato
cloroféormico desta planta apresenta citotoxicidade, tais como a promogdo da senescéncia

celular e o efeito sobre a migragdo celular.

3 Metodologia

Para obtenc¢ao do extrato, as folhas de Aloysia gratissima foram coletadas, lavadas, secas
e trituradas até a obtencdo de um po fino. Em seguida, o material foi submetido a extragdo com
cloroférmio para obten¢do dos compostos bioativos. Apos o processo de extracdo, o solvente
foi removido sob pressdo reduzida, obtendo-se o extrato cloroférmico (CE) bruto, que foi
armazenado em condicdes adequadas e posteriormente utilizado nos ensaios biologicos. O
acesso ao patriménio genético foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob o cadastro n®: A9844CS.

As linhagens de células C6 (GBM de rato) e U251 (GBM humano) foram cultivadas em
DMEM, suplementado com 5% e 10% de soro fetal bovino respectivamente e mantidas em
incubadora a 37 °C.

Para a avaliagdo da senescéncia celular, foi realizado o ensaio de atividade da
Bgalactosidase (SA-B-gal). Apds atingirem o crescimento adequado as células foram
plaqueadas em placas de seis pogos e tratadas com o extrato CE de Aloysia gratissima nas
concentragdes de 25 e 75 pug/mL por 24 horas. Os controles foram realizados utilizando o
veiculo DMSO. Apds o periodo de tratamento as células foram fotografadas e analisadas no
software ImagelJ para medicao da senescéncia.

A migracdo celular foi avaliada por meio do ensaio de fechamento de ferida (scratch
assay). As células foram plaqueadas em placas de 6 pocos. Apos 24h, com a formagdo da
camada celular na placa, foi realizada uma lesdo linear com o auxilio de uma ponteira estéril.
Em seguida as células foram tratadas com o extrato CE e fotografadas nos tempos de 0, 6, 24 ¢
48 horas, permitindo acompanhar o fechamento da area da ferida. Para a medi¢do do

fechamento da ferida as imagens foram analisadas no software ImageJ.
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Os dados foram apresentados como média = desvio padrao de trés experimentos
independentes (n = 3), em triplicata. As diferengas entre os grupos foram avaliadas por meio de
ANOVA de uma via, seguida do teste de Tukey para comparagdes multiplas. As andlises
estatisticas foram realizadas no Microsoft Excel, adotando-se p < 0,05 como nivel de

significancia.

4 Resultados e Discussao

O tratamento com o extrato CE no tempo e nas concentragdes testadas ndo promoveu
alteracdes significativas na senescéncia celular, nas condi¢des experimentais apresentadas,
levando em consideragdo que ndo pode descartar outras concentragdes e periodos mais
prolongados de exposi¢ao do extrato.

Porém, no ensaio do fechamento da ferida (scratch assay), foi observado que as células
tratadas com CE tanto com 25 quanto com 75 pg/mL nao foram capazes de realizar o
fechamento do risco comparando com as células controle, conforme observado na figura 1
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Figura 1 — Efeito do extrato CE de Aloysia gratissima sobre a migracio de células de glioma Cé6.
Imagem superior: Imagens representativas do ensaio de risco nos tempos de 0 ¢ 48 horas, nos grupos controle
(C) e tratados com 25 e 75 ng/mL do extrato CE. Na parte inferior, o grafico apresenta o percentual da area
inicial do risco ao longo dos tempos analisados.

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

Os resultados do ensaio de risco demonstraram que no grupo controle ocorreu
diminui¢do constante na area da lesdo com a migragao celular e o fechamento de
aproximadamente 50% em 24 horas e de quase 90% em 48 horas. Por outro lado, as células
tratadas com o extrato CE de Aloysia gratissima, nas concentragdes de 25 e 75 pg/mL,
mantiveram uma grande por¢ao da area original da lesdo do risco ao longo do experimento.

Esse comportamento mostra uma reducao na capacidade das células tratadas de migrar
sendo um possivel efeito antimigratorio do extrato, o resultado € relevante considerando a
elevada capacidade de migracdo e invasdo das células tumorais dos gliomas, com tudo a
manutengao da area aberta ao longo de 48 horas sugere que o efeito do extrato foi persistente

durante o periodo avaliado.

5 Conclusao

Os resultados demonstram que o extrato CE de A. gratissima, nas concentragoes de 25
e 75 pg/mL, ndo promoveu alteracdes significativas na senescéncia celular nas condig¢des
avaliadas. Entretanto, o tratamento reduziu a capacidade migratdria das células de glioma C6,
mantendo uma maior area da lesdo ao longo do ensaio de fechamento de ferida quando
comparado ao grupo controle. Os achados indicam que o extrato cloroférmico de A4.gratissima
apresenta potencial de interferir na migragao de células de glioma, sendo necessarios estudos

complementares para melhor compreender os mecanismos envolvidos nesse efeito.
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