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CONTEXTUALIZAGAO BIOTECNOLOGICA E SOCIAL

O atual projeto se insere no contexto biotecnolégico contemporaneo ao explorar o potencial de compostos
bioativos derivados de alimentos como adjuvantes a regimes consolidados de quimio- e imunoterapia no cancer
colorretal, uma das principais causas de morbimortalidade no mundo. Ao empregar modelos experimentais in vitro
mais complexos e biologicamente relevantes, o estudo contribui para o refinamento de abordagens pré-clinicas
em oncologia translacional, alinhando-se aos principios da biotecnologia aplicada a satde humana. Do ponto de
vista social, a pesquisa dialoga diretamente com a necessidade de estratégias terapéuticas mais eficazes, seguras
e acessiveis, sobretudo em um cenario de crescente incidéncia e de limitagdes associadas a toxicidade,
resisténcia e alto custo dos tratamentos convencionais. Ao investigar compostos amplamente associados a dieta
e a cadeia produtiva de alimentos, o trabalho também reforga a interface entre ciéncia, inovagao e impacto
socioecondmico, abrindo perspectivas para o desenvolvimento de intervengdes adjuvantes que possam, no futuro,

contribuir para a melhoria da qualidade de vida dos pacientes e para a sustentabilidade dos sistemas de satde.



RESUMO

O cancer colorretal (CCR) continua sendo um grande problema de saude global e, apesar dos avangos em
terapias sistémicas, a resisténcia e/ou os efeitos colaterais ao 5-fluorouracil (5-FU), irinotecano (CPT-11) e
bevacizumabe (BVZ) limitam sua eficacia clinica. Compostos bioativos derivados de alimentos tém ganhado
atengéo como potenciais adjuvantes devido aos seus efeitos antiproliferativos e pro-apoptoticos; no entanto, sua
capacidade de potencializar os regimes atuais de quimio- e imunoterapia — especialmente em modelos relevantes
ao microambiente tumoral (TME) — permanece pouco explorada. Este estudo investigou se compostos bioativos
(fenetilisotiocianato, alilisotiocianato, capsaicina e &cido clorogénico) promovem a resposta antitumoral de
doublets terapéuticos utilizando esferoides e co-culturas em transwell de HCT-116/CCD-18Co e que incorporam
interagdes entre células tumorais e fibroblastos associados ao cancer (CAFs). Valores de half maximal effective
concentration (EC50) para cada composto e farmaco foram determinados em ambos os modelos, seguidos por
tratamentos combinados e analise do indice combinatério (IC). Nos esferoides, nenhum dos compostos aumentou
a citotoxicidade de 5-FU+CPT-11, e todos apresentaram antagonismo (IC>1). Em contraste, apenas o alil
isotiocianato (AITC) potencializou significativamente os efeitos de BVZ+5-FU, reduzindo a viabilidade dos
esferoides e exibindo leve sinergismo (IC=0,97). Com base nesse achado, o AITC foi posteriormente testado em
ensaios funcionais. No sistema transwell, AITC + BVZ + 5-FU reduziu significativamente a motilidade das células
tumorais, enquanto a formagéo de colbnias foi reduzida de forma semelhante por todos os tratamentos, € a
capacidade de invas@o permaneceu inalterada. No geral, o AITC demonstrou modesto potencial adjuvante ao
aumentar a resposta antitumoral de BVZ+5-FU, enquanto os demais compostos ndo apresentaram beneficio.
Esses achados ressaltam a importéncia de modelos relevantes ao TME em estudos pré-clinicos e sugerem o

AITC como um candidato para investigagdes adicionais in vivo.

Palavras-chave: isotiocianatos; compostos bioativos; cancer colorretal; in vitro; esferoides.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) remains a major global health burden, and despite advances in systemic therapy,
resistance/side effects to 5-fluorouracil (5-FU), irinotecan (CPT-11), and bevacizumab (BVZ) limits clinical efficacy.
Food-derived bioactive compounds have gained attention as potential adjuvants due to their antiproliferative and
pro-apoptotic effects, yet their ability to enhance current chemo- and immunotherapy regimens - particularly in
tumor microenvironment (TME)-relevant models - remains poorly explored. This study investigated whether
bioactive compounds (phenethyl isothiocyanate, allyl isothiocyanate, capsaicin, and chlorogenic acid) promote the
antitumoral response of therapy doublets using CRC HCT-116/CCD-18Co spheroids and transwell co-cultures that
incorporate tumor—cancer associated fibroblast (CAFs) interactions. Half maximal effective concentration (EC50)
values for each compound and drug were determined in both models, followed by combination treatments (1/5 or
1/10 EC50) and analysis of combinatory index (Cl). In spheroids, none of the compounds enhanced the cytotoxicity
of 5-FU+CPT-11, and all showed antagonism (CI>1). In contrast, only allylisothiocyanate (AITC) significantly
potentiated the effects of BVZ+5-FU, decreasing spheroid viability and displaying slight synergism (CI = 0.97).
Based on this finding, AITC was further tested in functional assays. In the transwell system, AITC + BVZ + 5-FU
significantly reduced cancer cell motility, while colony formation was reduced similarly by all treatments, and
invasion capacity remained unchanged. Overall, AITC demonstrated modest adjuvant potential by enhancing the
antitumoral response of BVZ+5-FU, while other compounds showed no benefit. These findings highlight the
importance of TME-relevant models for preclinical screening and suggest AITC as a candidate for further

investigation.

Keywords: isothiocyanates; bioactive compounds; colorectal cancer; in vitro; spheroids.
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O céncer colorretal (CCR) é responsavel por aproximadamente 10% de todos os casos incidentes e das
mortes relacionadas ao cancer em todo o mundo (Bray et al., 2024). A chamada “ocidentalizagéo do estilo de
vida” — que inclui 0 uso de tabaco e bebidas alcodlicas, inatividade fisica, aumento da ingestdo de carnes
processadas e baixo consumo de fibras alimentares, frutas e vegetais — esta intimamente associada ao
desenvolvimento do CCR mundialmente (Chan et al., 2011; Vieira et al., 2017; Murphy et al., 2019; Amitay et al.,
2020; Sawicki et al., 2021; Siegel et al., 2025). De fato, a carga do CCR é um indicador do desenvolvimento
socioecondmico. Nos Estados Unidos, por exemplo, as taxas de incidéncia diminuiram drasticamente em ambos
0s sexos nas Ultimas décadas (1975-2020) (Siegel et al., 2025), o que pode ser atribuido ao desenvolvimento de
métodos eficientes de diagndstico e rastreamento. Enquanto isso, em paises que passam por importantes
transigdes no indice de desenvolvimento humano (IDH) (como na Asia e na América do Sul), a incidéncia e a
mortalidade relacionadas ao CCR estdo aumentando (Siegel et al., 2025). O rastreamento precoce do CCR &
bastante heterogéneo em paises de baixo a médio IDH, levando a diagnésticos tardios (~25% dos casos),
geralmente associados a estagios avangados da doenga e metastases (Leporrier et al., 2006; De Klerk et al.,
2017). Em estégios avangados, a sobrevida em cinco anos pode ser reduzida para cerca de 10% (Wang et al.,
2020).

Embora a resseccdo cirlrgica seja a deciséo terapéutica mais comum para o CCR em geral, 0 5-
fluorouracil (5-FU) e o cloridrato de irinotecano (CPT-11) tém sido amplamente utilizados como base
quimioterapica de primeira linha no esquema duplo FOLFIRI (5-FU + CPT-11), conforme recomendado pela
Sociedade Europeia de Oncologia Médica (ESMO) e pela National Comprehensive Cancer Network (NCCN) para
casos avangados de CCR (Saltz et al., 2000; Van Cutsem et al., 2014; Benson et al., 2017; Cervantes et al., 2023;
Benson et al., 2024). Os metabolitos do 5-FU ligam-se a enzima timidilato sintase (TS), bloqueando a ligagdo do
substrato normal necessario para a sintese de timidilato, essencial para a replicacdo e reparo do DNA das células
tumorais (Santi et al., 1974; Glazer et al., 1982; Longley et al., 2003). Por sua vez, o CPT-11 é convertido em seu
metabdlito ativo SN-38, que estabiliza 0 complexo clivavel topoisomerase I-DNA, resultando em lesdes de dupla
fita dependentes da replicagdo e subsequente morte das células tumorais (Armand et al., 1996; Lavelle et al.,
1996).

Recentemente, a ESMO e a NCCN passaram a recomendar a combinagéo de esquemas baseados em
5-FU com o anticorpo bevacizumabe (BVZ), que foi o primeiro agente direcionado ao fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) aprovado pela Food and Drug Administration para CCR metastatico. De fato, o BVZ
associado a quimioterapia (em diferentes esquemas) aumentou tanto a sobrevida global quanto a sobrevida livre
de progressdo em aproximadamente trés meses, em compara¢do com pacientes que receberam apenas
quimioterapia (Van Cutsem et al., 2014; Benson et al., 2017; Cervantes et al., 2023; Benson et al., 2024).
Notavelmente, hipotetiza-se que o BVZ também atenue o crosstalk entre células tumorais e fibroblastos
associados ao cancer (CAFs), que ocorre no microambiente tumoral (TME), por meio da sinalizagdo paracrina
mediada por VEGF, uma vez que as células tumorais induzem a producéo de VEGFA nos CAFs (Inoue et al.,

2019), e os CAFs estimulam a migracéo de células tumorais ao aumentar VEGFA/VEGFR1 (Wang et al., 2018).



Embora a combinagéo de quimioterapia com imunoterapia apresente resultados promissores para o CCR
avangado, existem diversas limitagbes e desvantagens, como alto custo e baixa responsividade devido ao
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos (Xie et al., 2020). Assim, 0 uso de terapias adjuvantes associadas
aos tratamentos convencionais é incentivado, com o objetivo de potencializar os efeitos, superar a resisténcia e
promover a desescalada de doses. Nesse sentido, Chapelle et al. (2020) avaliaram as evidéncias presentes em
80 metanalises de estudos intervencionais e/ou observacionais associados a prevengdo do CCR por fatores
dietéticos e farmacos, sugerindo um efeito protetor do consumo de frutas e vegetais — fontes ricas em diferentes
compostos bioativos — sobre o risco de desenvolvimento do CCR. Além disso, ha evidéncias pré-clinicas
crescentes, ao longo dos ultimos 20 anos, sobre os beneficios de compostos bioativos derivados de alimentos na
prevengao e no tratamento do CCR, incluindo dados do nosso préprio grupo (Caetano et al., 2018; Amintas et al.,
2022; Bartolomeu et al., 2022). Embora alguns desses compostos — como os isotiocianatos fenetil (PEITC) e alil
(AITC), a capsaicina (CPS) e os acidos clorogénicos (CGA) — ja tenham demonstrado (A) efeitos antitumorais
em diferentes linhagens celulares de CCR (Cheung et al., 2008; Lai et al., 2010; Shin et al., 2015; Yun et al., 2017;
Chen et al., 2018; Ekbatan et al., 2018; Liang & Kitts, 2018; Chiang et al., 2020; Ren et al., 2023), em modelos de
xenotransplante de CCR derivados de linhagens celulares (Yun et al., 2017; Shin et al., 2021; Ren et al., 2023)
elou (B) efeitos quimiopreventivos em modelos de CCR induzidos quimicamente em roedores (Caetano et al.,
2018; Bartolomeu et al., 2022), ao exercerem efeitos antiproliferativos, antioxidantes, anti-inflamatérios e/ou pro-
apoptoticos, seu papel adjuvante nos regimes terapéuticos sistémicos atuais — especialmente aqueles que
incluem imunoterapia — ainda é pouco investigado. Além disso, a maioria dos achados in vitro baseia-se em
monocamadas de linhagens celulares de CCR, que ndo conseguem recapitular a complexidade do TME —
particularmente as interagdes paracrinas dinamicas com os CAFs, que sdo moduladores-chave da progressao

tumoral, resisténcia terapéutica e comportamento metastatico (Deng et al., 2021).

JUSTIFICATIVA

Embora alguns os compostos bioativos de interesse compostos - como os isotiocianatos fenetil (PEITC)
e alil (AITC), a capsaicina (CPS) e os acidos clorogénicos (CGA) - ja tenham demonstrado (A) efeitos
antitumorais em diferentes linhagens celulares de CRC, em modelos in vivo de CDX derivados de
linhagens celulares de CRC e/ou (B) efeitos quimiopreventivos em modelos quimicamente induzidos de
CRC; exercendo efeitos antiproliferativos, antioxidantes, anti-inflamatérios e/ou pré-apoptéticos, seu
papel adjuvante nos regimes atuais de terapia sistémica - especialmente aqueles que incluem
imunoterapia - ainda é pouco investigado. Além disso, a maioria dos achados in vitro baseia-se em
monocamadas de linhagens celulares de CRC, as quais ndo conseguem reproduzir a complexidade do
microambiente tumoral - particularmente as interagdes dindmicas com fibroblastos associados ao
cancer, que sao moduladores-chave da progresséo tumoral, da resisténcia terapéutica e do

comportamento metastatico.



OBJETIVO

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo avaliar se compostos bioativos derivados de
alimentos selecionados podem potencializar os efeitos antitumorais dos regimes atuais de
quimio- e imunoterapia para CRC utilizando modelos de co-cultura 2D e 3D que incorporam interagdes

entre células tumorais e fibroblastos associados ao cancer
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