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RESUMO

O cancer é uma doenca multicausal e de alta complexidade. O cancer dé on@moade
cancer que maisausa morte emmulheres em todo mundo, portanto, avancar no conhecimento
sobre a acdo anpiroliferativa de matrizes alimentarssbre o cancer de mama é relevante.
Células tumorais em geral sdo reprogramadas metabolicamentesegtardasua alta taxa de
proliferacdo, regerem fornecimento elevado de ATP e precursores biossintéticos,
A rom&(Punica granatum L. é umfruto cujos efeitos benéficos a saide humédra sido
muito estudados. A literatura mostra que os isbmeros conjugados do acitieokdfaco
(CLnA) - acidos punicico e alaleostearice presentes no 6leo da sementeaigd (OSR),
apresentam efeitos asgroliferaivos e préapoptoticos em células @éncer em cultura i@

vivo. Entretanto, os mecanismos moleculares relacionados aos efei@aeti do OSR ainda
séo pouco conhecidos. Assim, compostos que tém como alvo o metabolismo energético celular,
podem audiar no tratamerd anticancer. Estérabalho teveomo objetivoavalia o efeito do
OSRsobre o metabolismatermediériade linhagens de carcinoma mamario humator7,

com fenotipo mais oxidative MDA-MB-231, com fendtipo mais glicolitice,comparacom

os efeitos em uma linhagem dem@néo tumoralMCF10A. As linhagenselulares foram
incubadas com 0,5, 1,0 ou®mg/mLde OSRpor 24 h ou 48 horgsara avaliar seus possiveis
efeitos citotoxicos e ass@ios a alteracdes no perfil de meédibos avaliado por ressonancia
magnética ndear e sobre a composicdo de acidos graxos das memiuelnéses por
cromatografia gasos&@ OSRfoi caracterizado quimanente quanto ao contetudo de acidos
graxos e apresenta@lto teor de acidos graxos paotisaturaos, principalmente isbmesalo
CLnA (aproximadamente 80 ¥®endo o acido puni@m majoritarioO OSRapresentou um
efeito citotéxico em todas as linhagens estudatiafrma concentracdo e tempo dependente,
sendo a linhagem nao tumoral a mais afetadguida da MDAVIB-231 e a menoafetada
MCF-7. As principais #eracdesno perfil de metaflitos foram o aumento do consumo de
glicose e da producédo de lactato, indicando um aumento do fluxo gligotitigestivo de
disfuncdo mitocondrial Adicionalmente a incubacdo com OSR induziu uaumento do
conteudo de succinat@a linhagem nao tumoral e uma diminuicdo de glutamato, na linhagem
tumoral MDA-MB-231, ambos sugestivos de disfuncédo mitoconddialacidos graxos do 6leo

de semente de roma néo foram emiaos nas células, porém o tratnto causu alteracdes

no perfil destes compostos, destacando uma diminuicamdigpalmitoleicona linhagem nao
tumoral dos &cidos oleico e vacénico na linhagem tumoral MIB+231 e um aumento do
acido graxo lignocerw, de 24 carbonos, em ambas athdigens supracitada® OSR
promovey portanto,alterasbes no metabolismo oxidativ® de acidos graxos das células
sugestivas de alteracbes na funcdo mitocondEabas alteracfes pontuais e distintas,
promovidas pelo OSRpodem refletir os diferentes rfétipos metabdlicos das linhagens
utilizadas neste estuddais experimentos, portanto, se fazem necessarios para elucidar melhor
e ampliar o conhecimento acerca das vias de agdo do Oleo de semente de rom4, focando na
bioerergética mitocondrial e possiwtisfuncdo peroxissomal

Palavraschave: o0leo de semente de romda; cancer de mama; metabolismo energético;
metaboloma



ABSTRACT

Cancer is a multicausal and highly complex disease. Breast cancer is the type of cancer that
mostcauses death in womevorldwide, so advancing knowledge about the antiproliferative
action of breastfeeding mothers is relevant. Tumor cells are usually reprogrammed
metabolically and to sustain their high proliferation rate, require high supply of AP an
biosynthetic precurss. Pomegranatd®(inica granatum 1) is a fruit whose beneficial effects

on human health have been widely studied. The literature shows that conjugated isomers of
alphalinolenic acd (CLnA) - punicic and alph&leostaricacids- present in pomegranate seed

oil (OSR) have antiproliferative and papoptotic effects on cultured and cultured cancer cells.

in vivo. However, the molecular mechanisms relatethé anticancer effects of pomegranate
seed oil (PSOre still pooly undersbod. Thus compounds that target cellular energy
metabolism may aid in artiancer treatment. This study aimed to evaluate tleetedf PSO

on the intermediate metabolism of human mammary carcinoma strains,/ M@E more
oxidative phenotypeand MDA-MB-231, with more glycolytic phenotype, and compare with
effects on a notumor beast strain, MCFHA. Cellswere incubated with 0.5, 1.0 or 2.0 mg /

mL OSR for 24 h or 48 hours to assess their possible cytotoxic effects and to associate them
with changes ithe metabolite profile assessed by nuclear magnetic resonance and on fatty acid
composition of cell membranes by gas chromatography. The OSR was chemically
characterized by fatty acid content and presented high content of polyunsaturatadidatty
mainly isomers of CLnA (approximately 8), being the punicic acid the majority. The OSR
showed a cytotoxic effect in all strains studied, concentration and time dependent, being the
nontumor lineage the most affected, followed by MIMB-231 and lie least dected MCF

7. The main changes in the metabolite profile were the increase in glucose consumption and
lactate production, indicating an increase in glycolytic flow, suggestive of mitochondrial
dysfunction. Additionally, incubation with OSR indegtan incrase in succinate content in the
norttumor lineage and a decrease in glutamate in the NMBA231 tumor lineage, both
suggestive of mitochondrial dysfunction. The fatty acids from pomegranate seed oil were not
found in the cells, but the treatmecdused chages in the profile of these compounds,
highlighting a decrease of palmitoleic acid ionftumor lineage, oleic and vaate acid in
MDA-MB-231 and an increase in -24rbon lignoceric fatty acid in both afonentioned
strains. Therefore, PS@romoted alteaitions in oxidative and fatty acid metabolism of cells,
suggestive of alterations in mitochondrial function. These punctual and distinct changes,
promoted by OSR, may reflect the different metabolic phenotypes of the strains used in this
study.More expernnents, therefore, are needed to better elucidate and broaden the knowledge
about the ways of action of pomegranate seed oil, focusing on mitochondrial bioenergetics and
possible perox@mal dysfunction.

Keywords: pomegranate seed oil; breasteanrenergynetabolism; metabolome
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1. Reviséo da literatura
1.1. Epidemiologia docéancer

O cancer € uma doenca multifatorial e de alta complexidagas célulacresem
rapica e desordenamente algumas podendo ter a capacidade invasiarld Health
Organization WHO, 2007. A incidéncia desta doenca tem sido crescente, principalmente em
paises em desenvolvimento e a Organizacdo Mundial da Saude estidte@umade 18,1
milhdes de novos casos enll8)passaréo para 29,5 milhdes de novos ckescdnceem 2040
(GLOBOCAN, 2018), indicando ser um problema de saude publicaundial
Concomitantemente mortalidadepor cancer chegara a cerca de 16,3 milhdes slesaam
2040.No Brasil, foi estimado a ocorréncia de 600 mil casos novos de cpacatada ano d

biénio 20182019, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer José de Alencar (2017)

Breast
Prostate
Lung
Colorectum
Cervix uteri
Stomach
Liver
Corpus uten

Thyroid
M Incidence
W Monality

Ovary

o 10 0 e &0
ASE (World) per 100000

Figura 1- Estimativa das taxas de incid@cia e mortalidade por cAncer em todo o mundo em 2018m ambos
0s sexos e todas as idad€gVorld Health Organization, WHO | Cancer, acessado em 22 de maio de 2019.

Dentre os mais de8lmilh6es de casos de canam 2018 os tipos mais incidentes
mundialmente para ambos os sexos e todas as idadegje pulméo (1,6 %), mama (1,6%),
colorretal (0,2%) e préstata (1,%), sendo o de pulmé&o também a maior causa de morte por
cancer no mundaonsiderando ambos os sexoscddcer de mama € 0 que mais aetam
sexo feminino e também a principal causa de morte por cancer em mulheres mundialmente
(World Health Organizatigi"WVHO, 2AL8). Estimativa de incidéncia de cancerBrasilmostra
gueos canceres mais incidenfgsrmanecem sendode mama (29,5 %), emulheres, @ de

prostata (31,7 %) em homens, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (201
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Distribui¢io proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por

sexo, exceto pele nao melanoma*

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% Cdlon e Reto 18.980 9.4%
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estdmago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmdo  12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 52% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esdfago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3.1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Ovério 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2.7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 24%
*Nameros arredondados para miltiplos de 10

Figura 2 - Estimativa de incidéncia de cancer exceto de paiéo melanoma 2018 no Brasi(World Health
Organization, WHO | Canceacessado em 22 de maio de 2019

Dentre os maiores fatores de risco padesenvolvimento de cancestao &xposicao
a carcindgenos e radiacdo, obesidade, envelhecimento, historia familiar de céancer,
desregulacées hormonais, bem como fatores relacenad estilo de vida, como habitos
alimentares, sedentarismo, tabagismo e consumo de,ad&wl de infeccbegirais, como a
hepatite B e pelo papiloma vir(&/orld Health OrganizatigdfVHO, 2007).

1.2. O cancer de mama

O céancer que mais acomete as mulheede&mama, sendo também a principal causa de
morte por cancer em mulheres em todo o mundo, tanto em paieesal@slos quanto os em
desenvolviment@instituto Nacional do Cancer, 2018gndo, portanto, um problema de salude
publica. Estimativa do Institto Nacional do Cancer paraamo de 208 foi que a incidéncia

desta patologiam mulhereso Brasil seria de%700 novoscasos

Os fatores de risco que levam ao desenvolvimento deste tipo de cancer saoidabdivid
em grupos causais,emsdo eles: fatoresambientais e comportamentais, que incluem
sedentarismo e inatividade fisica, obesidade e sobrepeso apogpansenconsumo de bebida
alcodlica e exposicao frequente a raXgdatores da histdria reprodutiva e hormgreple leva
em conta a idade da primemenstruacdo e da menopausa, ter ou nao fahdade da primeira
gestacapuso decontraceptivos e/ou reposi¢cdo hormormal fatoresgenéticos e hereditarios
como historia familiar de cancer de mama e ovario e alteraces genéticas nos genes BRCA1 e
BRCAZ2 (INCA, ). (https://www.inca.gov.br/tipege-cancer/cancede-mama- acessado em
22/05/2019)

Nas células da glandula mamaria, os niveis séricos de estrogénio, bem como de

progesteona, sdo 0s responsaveis pela sinalizacédo e inducao da prolifeeagao, que se
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inicia através da ligacdo dos hormdnios aos seus respectivos recéssirascomo descrito

para ceélulas tumorais em geral, o metabolismo de células de céancer de mema sof
reprogramacametabdlicao que influencia tanto no desenvolvimento como na agrdadei

do tumor. Essas variadas alteracoes, seja no metabolismo intermediario, na sensibilidade a acéo
de fatores de crescimento, horménios ou em alteracbes espeaific@asnes, sdo critérios
utilizados para subclassificar os tumores de mama mais frequieasta forma, os principais
subtipos moleculares de tumor de mama séo diferenciados por serem positivos ou negativos
para os receptoes de estrogénio (ER), de progestea (PR) e do fator de crescimento
epidérmico humano 2 (HER2As células que sé@oegaivas para os trés receptares seja,

gque ndo expressa 0s receptores, € 0 mais agressivo por ser mais resistente a quimioterapicos
convencionaisuma vez ques farmaos usados normalmenteremos receptores como alvos
(SCHNITT, 2010; TANGet al, 2014 HARRELSON& LEE, 2016.

No presente estugddoram utilizadas trés linhagegslulares humanas de mamam
metabolismos diferentes a fim de entender os efeitos, bam ioferir mecanismo de acéo dos
compostos do 6leo de semente de roma nessasscéiolam usadas asguintedinhagens
MDA-MB-231, linhagem de adenocarcinoma mamade subtipo triplenegativg com um
perfil mais glicolitico, dinhagem MCF7, linhagan com perfil mais oxidativoreceptor de

estrogéniepositivoe alinhagem MCF10A, oriunda de epitélio mamario ndo tumoral.

1.3. Metabolismo de células tumorais

As células tumoraisofrem alteracBes moleculares e metabdlicas, gerando descontrole
Nnos supressosetumorais e em algumas proteinas importantes para o controle proliferativo de
umacélula, levando entdo a urafta taxa proliferativao que requeam suprimento elevado
de energia ale precursores biossintéticoslém da manutencao do estado redox aelBkra
suprir essa demandas células tumorais sofrem, como é chamada por alguns autores, uma
reprogramacao metabOliHAY, 2016). Esta reprogramacéo metabolfesorece acaptacao
e utilizacdo de esqueletos de carbono, principalmente de glicose miglatgpara suprir sua
alta cemanda de precursores biossintétiamno acidos graxo$psfolipidiosde membrana,
proteina e acidos nucléicesle ATP (CAIRNSt. al.2011; HSU & SABATINI, 2008)Figura
4). Sendo assim, obsense um perfil anabdlico naslufas tumorais para que smha substrato
para a formacdo de novas células (alta taxa proliferativa), e o catabolismo para manter a
sobrevivéncia das células quando em deficiéncia de nutriekigemas dessas alteracdes

metabdlicas e moleculares, intiecas ou extrinsecas, sdo ¢m® na maioria das células
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tumorais, 0 que faz com que essa reprogramacdo seja uma caracteristica do céancer,
diferenciando essas de células -tdmorais DEBERARDINIS & CHANDEL, 2016). As
alteracbes que ocorrem nesse contextdepo ser induzidas pela expsdo e atividade
aumentada de alguns oncogenes, al@nexpressao aumentada para receptores de fatores de

crescimento mutantédsque séo independentes da ligacdo dos fatores de crescimento em si

7z

como HER que é altamente expeessm células tumorais, podkendo tambémestimular

proteinagro-apoptoticas (familia Bcl2 e caspases), estimular proteinas de transducao de sinal
(PI3K), o que ird ocasionar uma cascata de fosforilacdo {RKBK¥NTOR), sinalizando para a
divisdo celular e proliferacdo favorecendp assim, o desenvolvimento tumoral

(DEBERARDINIS& CHANDEL, 2016;,TARRADO-COSTELLARNAU et al, 2016 (Figura
4).
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Figura 31 Representacé@o esquematica do@tmabolismoenergéticodas célulagumorais. Estdorepresentados

a glicdlise, via das pentoségsfato, catabolismo e sintese de &cidos graxos, sintese de aminoacidos e
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1.3.1. Metabolismo de glicose

As primeiras alteracdes metabodlicas em células tumoreasnfebservadas por Otto
Warburgna década de 192Que descreveu que estas células, mesmo em uma condicdo com
alta disponibilidade de oxigénio, tinham o fluxo glicolitico aumentado, sugerindo a troca da
fosforilacdo oxidativa pela glicélise aerdhickevicb a uma ineficiéncia ou dano taéondrial
dessas célulad®WARBURG, 1925) Apesar da glicéliseender menos ATP do que a oxidacao
completa da glicose na fosforilacdo oxidati@XPHOS, do inglésxidative phosphorilatioy)
os estudos de Warburg mostrarame gélulas tumorais apresentam aumento da velocidade
de producédo de lactato, indicando aumento do fluxo através da via aerébica de utilizacdo de
glicose. Este aumento do fluxo competesa menor rendimento da producéo de ATP, além de
favorecer o desvidos carbonos da glicose, a jratia glicose6-fosfato (G6P), para a sintese
de precursores biossintéticos, como a de acidos nucléicos, ao final da via das pentoses fosfato
proteinas e acidos graxos que serao utilizados como blocos de construcaopasa eéulas,

e via da hexosama, importante para a glicosilacao protéizga.modo geral, terge a visdo de

gue, quanto mais agressivo o tumor, maior e mais veloz € o fluxo glicolitico.

Entretanto, estudos ao longo dos atém mostralo que, apesar da ghblise @rdbica
estar aumentadaanto o ciclo de Kreb&CK) quantoa fosforilagéo oxidativa@XPHOS do
inglésoxidative phosphalation) ndo sdo completamente inibidos, ndo sendo menos importante
para o metabolismo de células tumorais quando comparadosé&ulas ndo tumorais (HAY,
2016). No entantp o papel dessas vias metabdlicas parece estar tanto relacionado a
disponibilizagdo de intenediarios metabolicos como a producdo de ATP mitocondrial,
indicando alta diversidade e flexibilidade bioenergéticae¢abdlica dos diferentes tipos de
tumor, para suportar a variacdo de disponibilidade de glicose, oxigénio e amin¢#Oigas
et al, 2011).

As alteracbes nexpressdo acao de lgumas enzimas do metabolismo de glicose séo
importantesnarcadores tumorsig 0s estudos sobes®s possiveis alteracdesscanelucidar
as alteracbes no metabolismo de células tumomigpossiveis alvos teragé&os
(DEBERARDINIS& CHANDEL, 2016) Essas alteragdes nessas enzimas podem ser causadas
pela expressao aumentadareeeptores de fatores de crescimento, o que estimula cascatas de
sinalizacao (PI3KAkt-mTOR), assim como o fator induzido por hipoxia (HlFdo inglés,
hypoxiainducible factor }, ambos estimulando a atividade das enzimas da via glicolitica, bem

como daactato desidrogenase (LDH o transportadatte acidos monocarboxilicos (MCT),
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gue convertem piruvato em lactato e quansporta o lactato produzido para fora da célula,
respectivamente que favorece o fluxo da glicolise aeroiCEBERARDINIS et al, 2008;
TARRADO-COSTELLARNAU et al, 2016)

Estudos mostram que os receptores de glicose sdo altamente expressos&nmeétaia
(SHINOHARA et al. 1994 MORENO-SANCHEZ et al, 2007, bem como sua atividade,
fazendo comque haja aumento na captacdo dieoge por essas célulaBxistem vérias
isoformas de GLUT, que sdo mais ou menos expressas de acordo com o tecid@egdim ex
do GLUT 1 que estpresente em todos os tecidos e € o tipo que tem a expressao aumentada nas
células de canceMORENO-SANCHEZ etal., 2007)

A primeira etapala via glicolitica ou seja, a fosforilacdo da glicose, converteadom
glicose6-fosfato (G6F) € a que determina a dimenséo e direcao do fluxo glicolitico nas células,
uma vez que o produto dessa reacao € o ponto de géneexr que pode ser encaminhada nao
s6 para glicdlise, mas também a via das pentoses fo$fatgportante para a producéo de
NADPH e nucleotideos, glicogénese e as vias da hexosanfPATRA & HAY, 2013).

Foram relatadas quatro isoformas de hexoqgeinfdK) que apresentam algumas
particularidades erd¢ si A HK do tipo 4 é a que apresenta menor afinidade dentre todas. A HK

3 é inibida por concentracgdes fisioldgicas de glicose, enqadtlikol e 2 sdo inibidas peseu

produto, G6F, e sdo encontradascamdas as mitocOndrias através chmal aniénico
dependente de voltageMAC, do inglésvoltage dependent anion chann@ILSON, 2003;

PATRA et al, 20133. Entretanto Shinoharaet al. (1994) observaram que a HK do tipo 1 &
normalmente expressa em dafindo tumorais e pouco expressa nas células tumorais, enquanto

0 contrario ocorre com o tipo 2, ou seja, em estudo publicado, eles mostraram a expressao
aumentada da HK2 em células Hep@&2quanto em células ndo tumorais, a quantidade era tao

pequena, gelndo foi possivel detectar pelo método utilizado.

Outra reacao irreversivel da glicolise é a converséo de H&Hoséato em frutosd.,6-
bifosfato, onde ha consumo de ATP, convertidla f°’FK1 enzima que estd aumentada nas
células de cancer CHESNEY , 2006) O fosfoenolpituvato (PEP, do inglés
phosphoenolpyruvaled um dos inibidores alostéricos dessa enzima, porém, em células de
cancer, a PFK1 parece ter menor afinidade com ¢d&EfRentando o fluxo glicoliticd ultima
etapa da glicoliseambémé una etapa limitanteealizada pela piruvato quinasas isoformas
M2 (PKM2) que, além de ser cineticamente mais lenta, € inibida pela cascata de sinalizagéo da

tirosinaquinase, o que ppcia que os intermediarios glicoliticos, em maiores concentracoes,
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sepm desviados para outras vias, favorecendo a biossintese de precursores biossintéticos
(ANDERSONet al,, 2018).

1.3.2. Metabolismo mitocondrial

A mitocdndria éuma organela bioenergética e biossintética, nela ocorre, por exemplo,
sintese de ATP em maior qual@ide no organismo humarnmjncipalmente no catabolismo
celular da glicose, mas também lipidios e prote(@BRE & ROSSIGNOL, 2015)odos eles
tendo enrcomum, o ciclalo acido citrico e fosforilacdo oxidativassim como no catabolismo,
as reacbes de sé@se dos precursores biossintéticos sdo convergentes com relacdo ao
intermediarios dociclo de Krebs.Entretantg o papel da mitocondria engloba, ainda,
sinalizacdes de morteelular programadéapoptoseYARMSTRONG, 2006) regulacdodo
status redoxascélulas, € o lugar onde ocorfroducédo de espécies reativas de oxigénio (ROS,
do inglésreactive oxygen species controle dos niveis de célcio citosolidém de mediar a
sintese de precursores biossintéti(DEBERARDINIS et al, 2008; WALLACE, 2012;
TARRADO-COSTELLARNAU et al, 2016)

Ao contrério do exposto por Warbuegn quedizia que mitocondrias em células de cancer
eram disfuncionaispois levou em conta apenas o papel da mitocoéndria no catabolismo de
glicose.Em contrapartida a essa teoi@avali et al (1997)mostraram ao depletar o DNA
mitocondrial de células tumoraile cérebro e mamalasperceramde capacidadde crescer
de um modo independente ancoragem, mostrandmportancia dessa organela para a
sobrevivéncia e desenvolvimento dasulad tumorais, mesmo que sofra algumas alteracdes
metabdlicasNeste contextoé possivel vegue entendeo papel damitocéndriano cancer
tanto no metabolismo quanto nas sinalizacdes de morte ¢celoder elucidaterapas alvo nos

estudos anticancer.

Um papel importante das mitocondrias, como supracitados€uenvolvimentonas
sinalizacdes de morte celular programada, e entendendo como funcionam essas sinalizagcdes e
encontrar compostos que possam agir nessasévipgssivel encontrar novos alvogga
terapia anticancer. AMiembrana internmitocondrid tem uma permeabilidadauito seletiva,
inclusive a protons, para manter o potencial transmembrana. Ja foi mostrado que o
comprometimento da permeabilidades daembrana mitocondrias pode sercausadopela
desregulacédo da expressao da familiaBdu seja, quando ha um aumetdis préapoptotica

(Bax, Bad, Bak) e diminuicdo da aafpoptética BeR, principalmente. Esse comprometimento
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da permeabilidade das membranas mitocondpaisnite a liberacdalo citocromoc da
membrana interna, o que desencadeia Vérias sinalizacGepgmtdtica, a comecar pela
formacdo do apoptossomo eativacadclivagem das caspasegsevando a uma cascata de
sinalizacdesOutro elemento importante na sinalizacdo de mootéaéor induzido por hipoxia
(HIF, do ingléshypoxiainducible factoj que é atvado quando h& deficiéncia de oxigénio e
(ARMSTRONG, 2006; TSUJIMOTO & SHIMIZU2007;NAVANEETHAKRISHNAN et al,
2018)

1.3.3. Metabolismo de um carbono

Sabendo que as células tuaisrsofrem uma reprogramacdo metabdlpsquisadores
seguem investigando vias envolvidas com etapas do metabolismo energético e vias de
proliferacdo células. Um deles éneetabolismo de 1 carbono, que envolve os ciclos de
metionina e folatopnde ocorre transferéncia de unidades de 1 carbono (metila e formila) de
metabolitos como formato, serina, glicina, colina e suas varia¢fds$o colina e
glicerofosfocolina)e betaina, contribuindo pasasintesele purinas e pirimidinas, bem como
reacdes de mésicdo do DNA e histonas e sintese de fosfolipideos, por exemplo (AMELIO
al., 2014)

Na conversdo de serina em glicina é gerada uma unidade de 1C que é transferido para o
tetrahidrofolato, gerando o 5, i@etilenctetrahidrofolato que por sua vez, stilizadg,
majoritariamentena s$ntese de pirimidinasAlém disso, asintesedenovode serina fornece
precursores para varias vias biossintétieaserina parece interagir com o oncogene p53 e
ativando a piruvato quinase, induzindo a um aumento do flugoliico, quando em maior
guantidadeA clivagem daglicina representaim papel fundamental para as mitocéndrias no
apoio a rapida proliferacao de células cancerigemagocorre aclivagemdo grupo metileno
da glicina,que éransferdo para o tetrahiarfolato, gerand&,10-metilenctetrahidrofolato que
também sera usado para a sintese de pirimidinas e regenerando ¢AMBHO et al, 2014
NEWMAN & MADDOCKS, 2017). A colina € outra fonte de unidade de 1C para as reacdes
nas células,uncdo que ocorratraveés da betaina. Ou seja, no processo de regeneracdo da
metionina a partir da homocisteina, a betaina se faz necesséria etatar epneste processo,
ela é convertida a dimetilglicina, que sofre clivagem e transfere a unidade dard®© p

tetrahidroblato, assim seguindo a via anteriormente descrita. A metionina, por sua vez, pode
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gerar Sadenosidmetionina que doa um grupo metil para vias que requerem essas moléculas,
medilandaas histonas do DNApor exempldNEWMAN & MADDOCKS, 2017).

Tendo em vistas produtos gerados a partir do metabolismo de um carbono, ou seja, sintese
de purinas e pirimidinaé &cidos nucléicos importantes na sintese de DN#etilacdo de
histonas, regeneracdo do NADH, estimulo a enzimas da via glicolitiozatesesde mais
aminoacidos, é possivel perceber que este metabolismo e o teor desses aminoacidos doadores
de unidades de 1C é importante para a sobrevivéncia e proliferacdo das células de cancer.
Células altamente proliferativas, como € o caso de célaleartter, requemeum syprimento
exogeno de algureminoacidos ndessenciais parseu crescimento, uma vez que pode haver
ineficiéncia na sintese de novo de alguns aminoacidos néo essenciais, ndo acompanhando a taxa
proliferativa (YANG & VOUSDEN 2016). Sendo assim, entéer melhor sobre esse
metabolismo e suas regulacdes, pode contribuir, além de ampliar o conhecimento acerca do

metabolismo celular, mas também identificar pontos importantes como alvos terapéuticos.

1.3.4. Metabolismo de lipideos

Lipidios corresponde a um grupale compostos que tem como caracteristica principal a
insolubilidade em agua, cujas funcdésldgicasvariam entre a funcéo estrutural, comgo
as membranas das células e organekagje armazenamento de energia e agindo como
sinalzadores e cofatores eénmticos.Nas células ha varios tipos de lipidiessua estrutura
indica sua respectiva funcasendo por exemplo,0s glicerdosfolipidios e os esterdis, os
majoritariosnasmembranacelulareqLehninguer,Harayama& Riezman 2018).

As membranas celulas sdo compostas por uma bicamada lipidica e sua composi¢ao varia
e impacta diretamente na fluidez e funcionalidade da mesma. Os acidos graxos saturados
conferem a membrana maior rigidez devido a forte ligacéo Iitiftlidio, ao @sso que acidos
graxos nsaturados conferem maior fluidez a essa bicantag@ssivel observar entdo que os
lipidios com composi¢cdo e conformacao quimica diferentes, exercem funcdes diferentes, o
mesmo ocorre quando a susceptibilidade a modificacdes aslvers seja, lipidios saados
sdo menos susceptiveis a oxidacdo do que lipidios insaturados que apresentam maior
vulnerabilidade a acéo de espécies reativas de oxigémitanto um equilibrio entres acidos
graxos saturados, mono e poisaturados éniportante paraim bom funcionamento das
membranas, funcionando como uma barreira para grandes moléculas e permitindo uma
conformacdo adpiada das proteinas transmembréhBEL et al, 2014;HARAYAMA &
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RIEZMAN, 2018). Assim como citado anteriormente, as células captam &cidossgraxo
ex0dgenos, ou seja, proveniente da alimentacdo, sendo assim, a qualidade de lipidios na dieta
pode afetar também a producdo de eicosanoides e a sinalizacdo celular ao se ligarem a
receptoresmc | ear es como etal, PRMARO ( ABEL

O metabolismo de lipidios envolve a captacao, sintese, armazenamento e degradacao, vias
que sao reguladas por enzimas die8nDs &cidos graxos captados pelas células podem ser
enddgenos, como 0 acetato, ogenos, como o palmitatéd. biossintese de acidos graxos
ocorre no citoplasma das células a partir de aCetl e malonHCoA, provenientes da
mitocondria (Figura 3)através da atividade do sistema da &cido gsixase(CHEN & LI,
2016) O catabolismale lipidiosé muito rentavel energeticamentearre na mitocondria da
células passando pquatroetapasa se iniciar com a entrada desse acido graxo para a matriz
mitocondrial, feita através da ligac&o do acido graxo a carnitina, para que 0 mesmeeposs
transferido pela carnitinacil-transferase | e 1. Uma vez na matriz mitocondrial, o acido graxo
se desliga da carnitina e recebe uma coenzima A. A segunda etapaxi@acao onde ha a
quebra estrutura do &cido graxo a cada dois carbonos (uimGu&). O acetiCoA entra,
entdo, naiclo de Kebs e, posteriormentisforilacdo oxidatia, gerando moléculas de ATP

e espécies reativas de oxigénio (ER@sjno mostrado na figura 4.
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Témcrescido os estudos mostramgleealém do metabolismo de glicose e glutamina,
reprogramacano metabolismo de lipidios € outra modificagée ocorre as células tumorais
sendoutilizados como substratanto para sinteseecenergise de precursoresdssintéticos
guanto como agente sinalizadbtoppertoret. al.(2014) mostrou que células tumor@NaCF-

7 e MDA-MB-231) captaram de 2 a 3 vezes mais lipidio endégemcetato'C - do que a
linhagem nao tumorgdMCF-10A). Em adig&o, estudas vivo e invitro mostraranguecancer

de ovario (NIEMANet al, 2011) e de mam®(RAT et al., 201} se desenvolveproximos a
adipdcitos o quepossibilita acaptacdo décidos graxos mais facilmente. Os acidos graxos
captados pelas células tumorais sao utilizéalo® para a sintese de ATP na mitocondria, uma

vez que o catabolismo de uma molécula de &cido graxo € bem rentavi, spuensubstratos

sao utilizados no citosol para biossintese de novos acidos graxos que serao importantes para a
formacdo de novas aghs contribuindo, assim, para a progressao tumoral

Em contrapartida ao fato de células tumorais usarem &gidges em seu beneficio,
tem sido estudado na literatura cientifica o efeitc@anicer de acidos graxos poisaturados
conhecidos pela suaioatividade biolégica em diferentes doen(@ERQUIN et al, 2008)
Estudosn vivoja demostraram que ao admsinar uma dieta enriquecida com acidos graxos da
sérien-3 em animais com tumor induzido quimicamente ou xenoenxerto foi observada uma
supresé&o do cancer e reducdo do crescimento tuneonabincer de mamg@HEN et al, 2004;
JOURDANZEet al, 2007, préstda (BERQUIN et al, 2007)e colon Melo et al.(2018) nostrou
gue, ao suplementar ratos com 1 %, 2 % e 4 % de 6leo de semente demuerdaprincipais
fontes de acido linolénico conjugado (CLniAps acidos graxos do 6leo foram absorvidos no
figado, coracao e rim na forma de isémeros conjugados do acido lin@iéd), sugerindo

uma bioconversao de CLnA em CLA

1.4. Aplicagdo daMetabol6mica em estudos com cancer

A reprogramacdo é uma caracteristica do cancer, diferenemanids células nao
tumorais e, essas diferencas metabdlicas e biomarcadores das célufastpote e ja tem
sido usada para auxiliar na pratica clinica e pesquisas aceteaa. Nos Ultimos tempos tem
se pesquisado cada vez mais sobre as ciéncias dimgeagmica, protedmica, lipidémica,
metabolémical e sobre a utilizacdo delas no diagiamst prognostico, entendimento de
doencas e resposta ao tratamento. Desges a ciéncias 6micasgjue identifica e quantifica
substéancias de baixo peso molecular, a metabol6én&gue mais tem sido utilizada no estudo
do cancer por ser a que melhorgtma as caracteristicas e metabolismo tumoral, uma vez que

metabolitos podem seidmarcadores do cancdistaanalise pode sdeita por ressonancia

24



magnética nuclearti RMN) ou por espectrometria de massas (M)artir de diferentes
amostrascomo fluidos corporais(p.ex. sangue, urina, saliyabem comacélulas e tecidos.
Embora MSseja mais sensivel, a reprodutibilidgste *H RMN e os dados, mais robustos,
além de poder ser feito em amostras solidas com daigécnica de rotacdo de angulo magico
(HR-MAS) (SPRATLIN et al, 2010;ARMITAGE & BARBAS, 2014 PATEL & AHMEDB,
2015)

Algunsbiomarcadoref tém sido usados no diagnostico do cancer de mama, dentre eles,
estdo os genes BRCAL e€29sreceptore§HER/neu,ER e PR). Entretanto, através da analise
dos metabdlitos de células de cancer como aqueles de uma via especifica,glimdlsel
que geralmente tem fluxo aumentado em células tumbydiem como aqueles necessarios
para a sintese de DNA, comcacalina, fosfocolina e glicerofosfocolina, também é possivel
distinguir uma célula entre tumoral e r@ionoral. Apdés os dadoserem processados,
geralmente se faz aalise de componentes principais (PGa inglésprincipal componentes
analysi9 para ver o panorama geral, metabdlitbave (biomarcadores) e observar perfis
metabolicos distintos entre um tratamento e o controlentre células diferenteBEGER,
2013;PATEL & AHMEDB, 2015).

1.5. Aroma, sua composicae bioatividade

A roma Punica granatum [.é um fruto nativo do Ir&onstituieb de casca, pericarpo,
polpa e semente, e € rico em compostos bioativos ¢lamvanoidese taninos hidrolisaveis
(DA-SILVA et al, 2013), saponinastiterperoides esteroidesglicosideose acidos graxos
conjugados(KHAN et al, 2017. Um composto muito presente na polpa deste fruto € a
punicalagina, um elagitanino que tem mostrado promissr efeito antioxidanteEstudos
mostram quelevido a quantidade e variedadstbs compostdBoativos, extratos da romém
a capacidade de exercer funcdes biolégicas importantes, como efeiinflamatério,
antioxidante, e antumoral(KHWAIRAKPAM et al, 2018).
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As sementes de roma acabam sendo subprodafm®ducado de sucos e gelalagolpa
(KYRALAN et al 2009; FERNANDES et al 2014). Estudos tém mostrado a grande

quantidade de acidos graxpsli-insaturadoscontidano 6leo de semente de roma (OSR),

principalmente isbmerado acido alfalinolénicoconjugadgqCLnA).

Os estudos acerca dos acidos graxos conjuga@ossido crescentedevido aos seus

potenciais efeitos benéficos a salde humgies consistem ensdmers geométricoe de

poscionais dos acidos graxos insaturados esnduplas ligacdeonjugadagjue podem estar
nas posic¢odes 8,10,12, 9,11,18012,14 nas formas geométricése trans (SASSANOet al,

2009;VERARDO et al, 2014).0s primeiros estudos roesses acidos graxos foram feitos com

o0 acido linoleico conjugado (CLA), proveniente de fermentacdo bacteriana em animais

ruminantes e presentes em produtos de origem animal, principalmente lat@irtroasAGC

importante por serneontrado em altas coewtracdes em 0Oleos de sementes, sdacoms

graxos linolénice conjugadosdo &cido octadecatrienoico (18:@3JENNESSYet al, 2016;

Bl A G Etkal, 2017; COSTA et al, 2019) Alguns pesquisadores sugereme algumas
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atividades biologicas exercidas pelos isdbmeros do CLnA, seria devidconversdoaleem
isdmeros de&CLA, principalmente ngis-9-trans-11 (MELO et al, 2018)

Acido catalpico Acido betaeleostearico

Figura 6 - Estrutura quimica de isdmeros do 4cido alfdinolénico presentes no 6leo de semente de roma.

No oOleo de semente de romé sdo encontrados os seguintes @LA&SD punicico
(C18:39cis,11trans 13cis) como majoritarig além de outs isbmeros como o acidd
elecstearico(C18: 39cis, 11ltrans 13rans) e acido cadlpico (C18: 39trans 11trans, 13is) e
0 b-eleosteérico (18:8translltransl3trans) que ocorremem concentracfes mais baixas
(MELO et al, 2014;VERARDO et al, 2019.

Além dos &cidograxos, esttlos Emmostrado que o 6leo de semente de roma também é
constituido de altos teores de tocoferol, chegando a ser maior do que outros 6éleos de semente,
como o de linhaca, por exemplalém de conter compostos fendlicos, como &cido vanilico,
acido transcinémico e quercetina @ocaderolfoi encontrado em maior concentracdo nesse
6leoem relagéo a outros 6leos vegetalém del-tocoferol € em menores concentracdes) o
e o b-tocoferois(COSTA et al, 2019) Melo e cobboradores (2016) viram, ainda, teores
interessantes ed fitosteras, principalmente ob-sistosterol (374 mg/100g)fatores que

contribuem para uma atividade antioxidante do 6leo de semente de roméa

Arao e colaboradores (2004) mostrou que a ingestéo de ietaacdm 1% de acido
punicico (18:39¢,11t,13¢) ateruou 0 acumulo de triacilglicerol no figado de ratos OLETF
obesos e com hiperlipidemi@aha e Ghosh (2012) mostraram que a administraciaacitios

punicico e alfeeleostearicem ratos contliabetesnduzidas por streptozotocin, foi capaz de
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diminuir a glcemia no sangue, atenuar a peroxidacgéo lipidica, além de exercerem efeito
antioxidante e aninflamatorio.As propriedades medicinais erfieacéuticaslesse frutavém

h& muito sendo aplicada em medicinas tradicionais como a Ayunesticanj agindo contx
parasitas, melhorando quadros de diarreia e UlcerasS(D¥A et al, 2013).0utro estudo

mostrou, ainda, que a casca da roma apreséitoantiplasmodiall} E L AGLI, 2009).

1.6. Oleo de semente de roma e efeitos anticAncer

Nos ultimos angestudosémmostrado que um dos efeitos benéficos do Oleseeente
de roma para a saude humana, € sua acao antidasietos mostraram que o acido punicico
foi capaz denibir o crescimento enduzir apoptose em células de cancer de prosh@GaP,
através da reducaa expressao do antigepmostatico especificPSA) e inibicdo @s rveis
de expres#odo receptor de andrége(®R) (GASMI; SANDERSON, 2010)Adicionalmente,
ja foi mostrada a diminuicao da proliferacao de células de cancer de mama causada pelo acido
alfa-eleostearico, atravée dnodulacdes importantes para a progressao tumoral, como aumento
da expressdo de proteinas -ppbptoticas, diminuicdo da expressdo detginas anti
apopt-ticas e do receptor de estMOON20M0) 0 ( ER¢
diminuicdo do potenal de membrana, inibicdo de PARP clivada e bloqueio do ciclo celular
das células (GROSSMANBI al.,2009) Mandal; & Bishayee, (2015)Bishayeeet al.(2015)
mostraram o efeito antitumoral de uma emulséo comercial do 6leo de semente de rom&, com a
diminuicdo de proteinas ardpoptoticas e aumento das{agoptoticas, liberacdo do citocromo
C, 0 que indica ativacao de vias de morte naEBapela mitocdndridd betaeleostearicdoi
capaz dénduzir a apoptose em células de cancer de bexiga através do aumento na producéo de
esp®cies reativas de oxidgdédr0l?d).Mandaketal (047 «o0 de
mostraramaindaque uma emulsdo de roma teve efeito quimioprotateivo em carcinoma
hematocelular experimental e em tumor de mama induzido podifyiilbenz(a)antraceno
(DMBA), respectivamente, através da ativagdo de mecanismos antioxidalescht e
colaboradores (2014) mostraram que o Oleo de semente de roma agiu cComo um supressor

tumoral, inibindo o crescimento e diminuindo a migracao celular.

A partir do exposto, os compostos do OSR, especialmente os CLnA apresentam efeitos
benéficosa saude, dentre eles, a propriedasdicancer. Por outro lado, os mecanismos
moleculares associad a esses efeitos ainda ndo foram completamente elucidados, nem os

efeitos do OSR sobre o metabolismo intermediario e mitocondrial foeamdescritos.
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Tabelali Efeito do éleo de semente de roma em diferentes tipos cincer

Céncer Intervencéo

Acido
U-eleostearico

Acido
U-eleosteérico

Mama Emulsao de

roma

Emulsao de
roma

Oleo de
semente de

roma

Prostata

Acido

punicico

i Emulséo de
Hepatico .
roma

Acido

Bexiga .
b-eleostearico

Oleo de
Leucemia semente de

roma

In vitro/In

vivo/Clinico

In vitro

In vitro

In vivo

In vivo

In vivo e

In vitro

In vitro

In vivo

In vitro

In vivo e in

vitro

Efeito Referéncia
Zpym, inibi-«o da cP Grossmann
celular na fase &M et al, 2009
y PPAR p53, p21 e Ba» Moon et al,
2 e procaspasg 2010
y aBZ RBc,| § Bad-3,-7¥-9¢ a: Bishayeest al,
poly (ADP ribose) po 2015
Z e x p mteamrsotabde ERJ e-b ER 7
Mandal;

expressdo, o acumulo citoplasméticoe a|
Bishayee, 2015

transl| oaca-twn i diemDie

Supressado crescimento do tumar da invasac

na membrana de Matrigél ] p21 e M Albrechtet al.
my ¢ e G AkRkunériodaiclo celular na 2004
fase G-M
Z express«o do PSA,
Z Rcl Z pAkt ARP@SK Gasmi;
Sanderson, 201(
c-caspas®

Z C-QXnd HSP90, preveniu a degradagao

|l aBU, i mpedi u asBoa Mandalet al,
citosol para n¥Ycl eo 2017
nuclear de Nrf2
Diminuico da viabilidadeelular Suzukiet al,
2001
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2. Objetivos
2.1. Obijetivo geral

Avaliar o efeito do 6leo de sementerdend (OSR) sobre o metabolismo intermediario
de linhagens humanas de carcinoma mantérimmano, MCF e MDA-MB-231 e linhagem
ndo tumoral de mam&CF10-A, cam diferentes fenétipos metabdlicos

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar acitotoxicidadedo OSR

2. ldentificar vias metabdlicas moduladas pelo OSR através do perfil de metabdlitos
polaresntracelulares e extracelulares

3. Investigar o efeito do OSR sobre o metabmisde &cidos graxos partir da
caracterizgéo do perfide acidos graxoslos fosfolipidiosde membranaselulares

4. Associar a citotoxicidade "as alteracdes metabdlicas promovidas pelo va8Bdem
consideracao os diferentes fendtipos metabdlicos dagykems celulares
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3. Materiais e métodos
3.1. Cultura de células e tratamento com Oleo de semente gEna.

As linhagens tumorais, MGF e MDA-MB-231,foramcultivadas em meio RPM1640,
suplementado com 1% de soro fetal bovino (SFB). A linhagem nambral, MCF10A, foi
cultivada em meio DMEM/F12, suplementado com 10 % SFB, 1 mdxdm Fator de
crescimento epi d®lfdeihidracortisth&e2)mg x1ade insuliga bbvina
As trés linhagesforammantidas em atmosfera controlada cofb CQ, a 37°C.

O oleo de semente de roméa (OSR) utilizddomercial organico, extraido por prensagem
a frio, proveniente de | srael ( Net doEfgita Par a
uma emulsdocom SFB, para que o 0leo, cuja composicdo €dgmninantemente de
triacilglicerais, lipidios muito apolares, solubilize no meio de cultivo das células, que é polar.
As concentragdes utilizadas do OffRamt 0,5, 1,0 e 2,0 mg x hh de meio de cultura, nos

tempos de 24 48 horas, dependendo da anadisser realizada.

3.2. Quantificacdo de acidos graxos do 6leo da semente da roméa e de acidos graxos
incorporado aos fosfolipidios na membrana plasmatica das linhagens celulares

A composicao de acidos graxos@8Re das célulakbram analisadgsor cromatogafia
gasosacom detector de ionizacdo por chama {EIBG), sendo o0OSR analisado em
cromatdgréo equipada com um injetor split/splitieg@himadzu Co., Quioto, Japad®UNES,
TORRES, 2010k o extrato de célulaggilent Technologies 7890A CG Systeanoplaé ao
programaEZChrom Elite CDS (Agilent Technologies, Inc., CA, USRjara tais analises, 0s
lipidios das células foram extraidos usando o método descrito por étcdth(1957), e 0s
solventes evaporados emapor de N. O extrato secadas célulasassimcomo o OSR,
adicionados de padréo inter(@LC reference standard 463, NLHEK-PREP,INC.;FAME
mix de 37 componentes; Supelco Co., Bellefonte, PA, Hégpectivamenjee Supelco 37
(Sigm&) respectivamenteforam metilados usando a esterificacdo alcation um método
adaptado de Christophersen al. (1970) e Krameret al. (1997), obtendo, assim, ésteres
metilicos de &cidos graxogue foram injetadosw cromatédgrafo

3.3. Viabilidade celular

A viabilidade foi analisada paim experimento colorimétriaatiizando aMTT (brometo
de 3[4,5-dimetiltiazol2-il] -2,5 difenil tetrazolio) As células foram plaqueadas em placas de
24 pocos em meio RPMtélulas tumoris) ou DMEM/F12 (célula ndo tumoratpm 10% de

SFB e, pbs 24 horas de cultivo, as célulasamtratadas com concentracdes especificadas de
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OSR (0,5, 1,0 e 2,0 mglimApds 24e 48 horas do tratamento, as céldl@amincubadas com
0,5 m de uma solugcade MTT (5 mg/m) por 2 horas. Em seguida, os cristais de formazan
formadosforamdissolvidos em isoppanol acido (0,1 N HCI a absorbanci@i medida em
leitor de microplacas a 570 nm. Essas analieeam realizadascom seis replicatas

experimentais &ésbiologicas As células foram contadas por microscopia optica

3.1. Metabol6mica por Ressonancia Magnéta Nuclear

As células foram plaqueadas em placas de Petri e, apds 24 horas, foram tratadas com o
Oleo de semente de roma tiwerem seu meio trocado (células controle)osd os tempos de
incubacdo com OGS aliquotas do meio de cultura foram retiradas paaise do perfil de
metabolitos extracelularésexometabolomd e as células foram extraidas, centrifugadas e
armazenadasno ultrafreezer -80°C até a analise Os metabdlitos intracelulares
intrametabolomd foram extraidos utilizando o protocolo désxipor Bligh & Dyer et al.
(1959)e apobs evaporacao do solvente, os extratos foram armazen®iS€ até a analise.
"As anostras de meio de cultura foi adicionado 10 % (v/v) de oxido de deutéf.(Ds
extratos dos metalitos intracelulares foram #&abilizados em tampéo fosfato de sodio 100
mM, pH 7,4, contendo 10 % deD. Os perfis de metabdlitos das células e meiosultera
foramavaliadogpor Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) no equipamento Brukevibia0
Avance DRX spectrometer (Bruker BiaspAlemanha), operando5®0.13 MHzpara analise
de H com temperatura de 300 KR,1 mmol x -1 de acido 44limetil-4-silapentanel-58
sulfénico (DSS)foi usado como composto de referéncia para os espectros doglitetab
intracelularesOs espectros fam processadam TOPSPIN &.1 (BrukerBiospin, Bremen,
Alemanha). Para comparacéao entre células tratada®©&Retom ocontrole, as integrais dos

picos foram calculadasormalizadas pelo DSS e gl (® células

3.4. Andlises estatisticas

Estatistica desttiva, feita pelaanalise de variancide duas ias (2way ANOVA) com
posteste de Tukey foram usados para comparacubacédo com o 6leo de semente de roma e
o tempo. Foranplotados média erro padrdo paras experimentos deabilidadecelular e
médiae desvio padrédo nandlise do intremetabolomaAs diferencas foram consideradas
estatisticamente signifigaas quandop <0,05. Todas as analises foram realizadas com o
software GraphPad Prism 7 (La Jolla, CA, EUA).
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4. Resultados

4.1. Oleo de semente de roma ooo uma fontede acidos graxos bioativos, principalmente

de acidos linolénicos conjugados

Na analise do perfil de &cidos graxos do 6leo de semente depoynséomatografia
gasosdoram detectados 18 acidos graxos, sendo 6 % pomdsnte acAG saturadog 94 %
dosAG insaturadosOs picos cromatograficos apresentados na figdoaam identificados
partir de padrées de acidos graxos com 37 acidos graAdsH Mix Standard, padronizacao
interna com o acido heptadecanoico (L7&Em dos padrdes dos mséros de CLNAI
punicico, alfaeleostearico, betaleosteérico e cépicoi para comparar os padrbes de eluicdo
e os resultados foram expressos em percefrimldo total de acidos graxos identificados no
Oleo desemente de roma

De acordo com a anaé dos &cidos graxos, os acidos grasasiradosem maior
quantidade séo os AGs palmitico (2,86 %) e estearico (1,68 %). De forma ge&vameos
do &cido alfdinolénico foram os acidos graxos majoritarios, egendo a 83,2 % dOSR
onde 63,5 % coespong@ua 0 8 ci do pun?2 ci-elewestedrico,®,1 % amamido8 c i d c
cat 8l pi co, Zledstedfico,mlém d& cercd ae 6,8 % ser correspondente a CLnAs
nao identificados (Tabela Apentre os &cidos gxas insaturadg os 4cidos oleico e lateico

sao os presentes em maior quantidade depois dos isbmeros de CLnA.
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Figura 7 - Cromatograma representativo daandlise de 4cidos graxos do 6leo de semente de rom&nalise
no CG foi feita em coluna polar e os acidoaxgps foram identificados com um padrdo com 37 &cidos graxos
(FAME Mix Standard) para comparar os padrdes de eluR&oPadréo interno
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Tabela 2 - Perfil de 4cidos graxos do 6leo de semente de roma

‘. Teor
Acidos graxos (% plp)
Saturados
10:0 0,55
13:0 0,02
16:0 2,65
18:0 1,68
20:0 0,03
24:.0 1,05
Insaturados
18:1n9c 4,03
18:1n9t 0,44
18:2n6¢C 5,00
18:2n6t 0,22
20:1n9 0,47
20:2 0,62
22:6n3 0,06
CLnAs
18:3c9t11c13 (Ac. punicico) 63,51
18: 3c9t 1 deledstdariqo)A c . 7,64
18:3t9t11c13 (Ac. catélpico) 4,12
18: 3t 9t 1-kleost&ricb)Ac . 1,54
CLnAs nao identificados 6,37

4.2. OSR exerceu efeito citotéxico sobre as linhagemrelulares, com maio efeito na

linhagem néo tumoral

O OSR diminuiu significativamente a viabilidade de ambas as células de cardaoma

mamade forma concentracéo e tergependente, sendo a MEMB-231 a mais sensivel, que

apresentou uma diminuicdo de &)e 70 % na viabitlade, enquanto MGF, mostrou uma

diminuicdo de 22 % e 30 % apls 24 e 48 h de tratamento (FgwE®HB), respectivamente,

com a maior concentracdo do OSR. No entanto, fato ndo esperado, o 6leo também causou a

diminuicao da viabilidadda linhagem néo tuamal, MCF10A, sendo ainda mais pronunciada

do que nas linhagens tumorais, tendo uma diminuicdo maxima de 59 % da viabilidade apés a

exposi¢cao com 2,0 mgine OSR por 24, e de 87 % na mesma concentracdo do OSR com

maior tempo (Figur&C).
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Figura 8 - OSR diminuiu a viabilidade celular e o nimero de células de forma concentracdo e tempo
dependente A viabilidade celular das linhagens MGHA e D), MDA-MB-231 B e E e MCR10A (C eF) foi
avaliada pel@nsaio de reducdo do MTPp@s 24h(barras cinzas® 48h(barras pretagje incubacdo com 0,5, 1,0
e 2,0 mgihl de OSRDiferencas foram consideradas quapeg®,05na andlise ANOVA de duas vias, seguida de
pos teste de Tuke¥ i significativamente diferentéo seu respectivo contsl

A diminuicdo da viabilidade das linhagens foi acompanhada por uma diminuicdo no
namero de células (FiguBD i F), também de forma concentracdo e tempo dependente, sendo
a mais afetada a linhagem nao tumoral, com reducao tptakdo nimero de célidaseguida
da tumoral mais agressiva (MBMB-231), com diminuicdo de 84 % do numero de células e
a MCF7, a menos afetada, com reducao de cerca de 70 % do numero de células, corroborando

com o experimento de viabilidade celular.
4.3. Oleo de semente de roma ing alterac&o sutil de metabdlitos nas células

Os espectros representativos apresentados na figunastram regides referentes aos
deslocamentos quimicos dié$ da glicose éH lactato no meio de cultura das células MCF
E possivel observar que ha umaniduicdo daintensidade dos picos sBntes aos
deslocamentos quimica®sH daglicose no meio de cultu@as células controlapds 48 h
(Figura9A, tracos azul e vermelhoacompanhando um aumento de cerca de 2,5 vezes do
namero de células (FiguBb). Ou seja, a quantidade de glicose captadaenteem funcao
da proliferacdo das células. Uma diminuicdo semelhante € observada nas célulagtnatadas
OSR(Figura9A, tracos peto e roxo). Entretantdado queo niumero de células apos 48 horas
é semelhate a 24 hesses resultadasigeren quea incubacdo com OS&st4 aumentando a
capacidade dessas células de captarem glicosen relacdo adactato (Figura 9B), foi

observado unaumento de 2,5 vezes de 24 pé8ahoras em ambass condigbescontrole e
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tratadas com OSR. Eomo observado com o consumo de glicasacumulo de lactato apés
48 hcom OSR é mais acentuado quando considerado orawteeélulas
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Figura 9 - OSR afetou o consumo de glicose e o acimulo de lactato ndarde cultura pela célula MCF7.

Regido do espectro representativo de RMN 1H correspondente aos sinais da glicosa,8 @1 e lactato (B,
1,31ppm) das células MCF, controle (azul e vermelho) e tratadas com 0.5 mg/mL de OSR (preto e roxo) apds
24h(azul e preto) e 48h (vermelho e roxo) de tratamento.

Na linhagem MDAMB-231,também haliminuicdo dos sinais correspondentesiabs
da glicose no meio de cultuna tempo dé8 h(FiguralOA), efeito quee ainda mais acentuad
do que ndinhagemMCF-7. A intensidade do sinal do lactdeonbém aumenta nesta linhagem
apoés 48 h em cultura, @& de 3,5 vezefFigura DB). O mesmo perfil de variacao foi
observadoquandoas célulasforam incubadas con®,5 mg/mL deOSR,i.e, aumento do
consumo de glicose e dmimulo de lactato no meio de cultura (espectros pretos e roxos,
respectivamente)sendoeste ltimo de 2,5 aproximadamente em relacdo a 24 horas de
incubacéo. Dadque o numero de células apés 24 e 48 h de incubagdo com OSR é semelhante,
assim como obseado para a linhagem MCF, a incubacdo com o 6leo estimulou o aumento

da producéo de lgato.
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Figura 10- OSR afetou o consumo de glicose e o acimulo de lactato no meio de cultura pela célula MDA
MB-231 Regido do espectrepresentativo de RMN 1H correspondente aos sinais da glico3¢X3\8 ppm) e
lactato (B, 1,31 ppm) das células MEMB-231, controle (azul e vermelho) e tratadas com 0.5 mg/mL de OSR
(preto e roxo) apés 24h (azul e preto) e 48h (vermelho e roxo) deéatio

Analisando a figura 11, espectros azuis e vermelhos daasc®& CF10A controle,
podese perceber uma diminuicdo nos sinais referentedHada glicose (Figura 11A) e um
aumento de 50 % no sinal do lactato (Figura 11B) em 48 h em cultura, cquenpdarado a 24
horas, assim como observado nas linhagens tumdfatsetanto, dado que essas células
triplicaram em numero apoés 48 h (Figura 8F), sugergque a utilizacdo de glicose e producdo
de lactato ndo acompanhou a taxa de proliferacdo das d@lGgslOA. Por outro lado, ao
observar a reducédo nos sinais daagee aumento no sinal de lactato nas células incubadas
com o OSR (tragos pretos e roxos) em 48 horas quando comparadas ao tempo de 24 h,
considerando um aumento de somente 60 % no numeéiulies em 48 horas, pede concluir

que o OSR estimulou sigrifitivamente o fluxo glicolitico nas células ndo tumorais.

OSR

Controle

Figura 11 - OSR afetou o consumo de glicose e o acumulo de lactato no meio de cultura pela céluGFM
10A. Regido do espectro representativo de RMNMorrespondente aos sinais da glicose (A3380pm) e lactato
(B, 1,31 ppm) das células MEIOA, controle (azué vermelho) e tratadas conb@ng/mL de OSR (preto e roxo)
apos 24 (azul e preto) e 48 (vermelho e roxo) de tratamento
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