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RESUMO

Introducio: O Osteossarcoma é uma neoplasia altamente maligna que afeta cdes e
humanos sem predilegdes. O uso de terapias combinadas na Oncologia e a medicina de
precisao ¢ uma realidade nos tratamentos. O Extrato da folha da Bergamota, demonstra
valiosa fonte de compostos bioativos atuantes no auxilio de diversas comorbidades. O
uso de infusdes e extratos ricos em compostos bioativos atuam de forma benéfica ao
organismo reduzindo os indices de inflamagdo e estresse oxidativo. Objetivo: Avaliar a
interagdo do Extrato da Folha de Bergamota (Citrus Bergamia) sob células de
Osteossarcoma Canino ¢ Humano in vitro com enfoque na Citotoxicidade celular e
verificar via Bioinformatica in silico as proteinas presentes no Osteossarcoma Humano,
Canino e Tecido Osseo controle diferencialmente expressas. Material e métodos:
Realizada cultura primaria de Ostessarcoma Canino (OSA7), Cultura da Linhagem MG-
63 de Osteossarcoma Humano e Linhagem de Fibroblasto controle 3T3-El, aplicadas
diferentes dosagens do extrato de folha da bergamota nas amostras. Avaliada
citotoxicidade por técnica de MTT e Vermelho Neutro. Realizado estudo da
concentracdo inibitoria de 50% das células (IC50). Adicionalmente, analises in silico
avaliaram a relagio de proteinas presentes em Osteossarcoma Humano e Tecido Osseo
controle, redes de interacdo proteicas via SPRING, comparacdo das proteinas dos
Osteossarcomas em similaridade de Genes Positivamente expressos (DEG’s UP
Regulados) e realizacdo de predicdo farmacologica das Aminas Biogénicas do Extrato
via Docking Molecular. Resultado: O Extrato da folha da Bergamota demostrou indices
de citotoxicidade celular diverso in vitro nos modelos comparativos do Osteossarcoma,
demonstrando maior resisténcia nas células de Fibroblastos controle. O indice de
concentracdo inibitoria de 50% das células apresentou diferenga estatistica significante
dentre as amostras celulares. Os estudos in silico demonstraram separagdo das amostras
de tumorais e tecido dsseo controle, realizada normaliza¢do e analise das diferentes vias
de expressdo das DEG’s Up e Down, comparagdo das redes de interacdo proteicas
positivamente expressas € Docking Molecular das Aminas Biogénicas. Conclusao: O
tratamento in vitro possui potencial inibitério de crescimento celular nas diferentes
linhagens e apresentou baixa citotoxicidade as células de fibroblastos saudaveis. As
analises in silico demonstram uma gama de possibilidades terap€uticas para o Extrato e
boa afinidade ligante por docking molecular das Aminas Biogénicas em contato com
uma proteina alvo do Osteossarcoma.

Palavras-chave: Osteossarcoma; Citrus bergamia; Bioinformatica; Aminas
Biogénicas; Oncopatologia.



ABSTRACT

Introduction: Osteosarcoma is a highly malignant neoplasm that affects dogs
and humans without predilection. The use of combined therapies in oncology and
precision medicine is a reality in treatments. Bergamot leaf extract (Citrus
bergamia) proves to be a valuable source of bioactive compounds that help with
comorbidities situations. The use of infusions and extracts rich in bioactive
compounds acts beneficially on organism by reducing inflammation and
oxidative stress. Objective: Evaluate the interaction of this Extract on Canine
and Human Osteosarcoma cells in vitro focused on cellular cytotoxicity and
verify in silico the differentially expressed proteins present in Human
Osteosarcoma, Canine Osteosarcoma and Control Bone Tissue. Material and
methods: Cell culture of Canine Osteosarcoma (OSA7), Culture of Human
Osteosarcoma Line MG-63 and Control Fibroblast Line 3T3-El, different
dosages of bergamot leaf extract applied to the samples. Cytotoxicity was
assessed using the MTT and Neutral Red techniques. A 50% cell inhibitory
concentration (IC50) study was carried out. In addition, in silico analyses
evaluated the ratio of proteins present in Human Osteosarcoma and Control Bone
Tissue, protein interaction networks with SPRING, comparison of Osteosarcoma
proteins in terms of similarity of Positively Expressed Genes (UP Regulated) and
pharmacological prediction of the Biogenic Amines contained in Extract via
Molecular Docking. Results: Bergamot leaf extract showed different cell
cytotoxicity indices in vitro on comparative osteosarcoma models, showing
greater resistance on control fibroblast cells. The IC50 of the cells showed a
statistically significant difference between the cell samples. The in silico studies
showed separation of the tumor and control bone tissue samples, normalization
and analysis of the different Up and Down DEG expression pathways,
comparison of the positively expressed protein interaction networks and
Molecular Docking of Biogenic Amines. Conclusion: /n vitro treatment has cell
growth inhibitory potential in the different lineages and showed low cytotoxicity
to healthy fibroblast cells. In silico analyses show range of therapeutic
possibilities in extract and good binding affinity by molecular docking of the
biogenic amines in contact with an osteosarcoma target protein.

Keywords: Osteosarcoma; Citrus bergamia; Bioinformatics; Biogenic Amines;
Oncopathology.



RESUMO PARA SOCIEDADE

Introducio: A cura, a amenizagao, o auxilio no entendimento do cancer e muitas
outras vertentes ¢ o sonho de muitos pesquisadores. O cancer ¢ a doenga que
mais nos assusta, nos tira o sono, causa destrui¢des catastroficas e a cada dia nos
pesquisadores estudamos infinitas possibilidades de ajudar a elucidar, buscar
novas possibilidades de terapia, sejam elas focais a doenga ou adjudantes para as
terapias convencionais ja existentes. O cancer que estudamos neste projeto
chama-se Osteossarcoma, ele ocorre em humanos e animais de ambos 0s sexos,
de diferentes faixas etarias entre as espécies e na espécie humana € o tipo mais
comum de cancer Osseo em criancas e adolescentes. Ocorrem, frequentes
diagndsticos em pacientes adolescentes que passam por periodos de rapido
crescimento e assim como outros canceres infantis as melhorias nos resultados
cientificos devem ser continuadas de forma incessantes nas tentativas de refinar o
protocolo de terapéutico. Os pesquisadores realizam testes de diferentes formas
para progressao nos estudos desta doenca. Como foi feito: Neste projeto usamos
3 pilares que integram a Satude Unica (Ambiental, Animal e Humana), o primeiro
pilar ¢ o uso de um Extrato Natural feito com Folhas da Bergamota, um citrico
parecido com um limao siciliano, retirado 14 da Regido da Calabria na Italia, onde
as folhas se tornam residuos e sdo descartadas pela industria. Se descobriu em
estudos anteriores que esta folha tinha potencial teraputico para doengas
inflamatorias e de estresse oxidativo do organismo. Pensando por um lado
sustentavel e biotecnoldgico utilizamos este mesmo Extrato em nosso estudo. O
segundo Pilar ¢ o modelo experimental comparativo que usamos seguindo um
principio de ndo utilizagdo de animais na pesquisa. O terceiro pilar € a utilizacao
de células cultivadas em laboratério de Osteossarcoma Humano, Animal e
Células de Crescimento Saudéveis tratadas por 24h em uma estufa que imita um
organismo vivo. Além dos trés pilares descritos também realizamos pesquisas
com dados de sistema via Bioinformatica, estes dados sdo analisados de forma
computacional. Resultado: O tratamento aplicado as células de Osteossarcoma
apresentou resultados positivos em diferentes doses e nas células saudaveis nao
houve efeito colateral significativo. Conclusao: O extrato da folha de Bergamota
possui potencial teraputico e necessita de mais estudos para seu uso em
possiveis tratamentos num futuro.

Esse resumo foi revisado por amigos e familiares, em busca de compreensdo e
transformagao de texto técnico cientifico para carater social.
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1. INTRODUCAO

O Osteossarcoma, tumor 6sseo maligno altamente agressivo que afeta
individuos jovens, permanece como desafio terapéutico significativo, devido
elevada taxa de recorréncia e resisténcia. A busca por novas abordagens
teraputicas que integrem tratamentos alternativos com base em compostos
naturais tem ganhado relevancia, sobretudo considerando a crescente resisténcia
dos tumores aos tratamentos alopaticos.

O uso de extratos vegetais ricos em compostos bioativos como o da
folha de Bergamota (Citrus bergamia) tem emergido como uma alternativa
promissora no campo da oncologia no adjuvante com potencial terapéutico.
Estudos recentes demonstram que o extrato da folha de Bergamota ¢ rico em
compostos bioativos, dentre eles compostos fendlicos, carotenoides e aminas
biogénicas. Os compostos descritos apresentam propriedades anti-inflamatoérias,
antioxidantes, efeitos modulatorios, dentre outros beneficios. Tornando relevante
a investigagdo do Extrato como potencial terapéutico adjuvante no
Osteossarcoma.

Nesse contexto, as aminas biogénicas (AB) recentemente
caracterizadas no extrato, desempenham papel crucial em uma variedade de
processos fisiopatologicos como a modulagdo de sistemas neuroquimicos,
regulacdo cardiovascular, resposta imunologica e nos processos de crescimento e
diferenciagdo celular. Ha descrigdes que denotam relevancia cientifica das
Aminas em condi¢des clinicas, dentre elas, toxicidade alimentar, alteracdes de
neurotransmissdes e condi¢des de producdo excessivas de Catecolaminas ligadas
a tumores neuroenddcrinos.

A presente dissertagdo propde um estudo translacional, sobre a
interagdo do extrato da folha de Bergamota em células de Osteossarcoma canino
e humano in vitro, investigando a citotoxicidade celular do extrato, analises in
silico da expressdao génica diferencial, avaliacdo da afinidade das Aminas
biogénicas com os genes encontrados no Osteossarcoma e a predicio
farmacoldgica. Contribuindo para estratégias teraputicas baseadas em
compostos bioativos no tratamento Oncoldgico como base para futuras

investigagoes clinicas.

18
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