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RESUMO

PARAIZO, Talita Rodrigues. Investigagdo do potencial antitumoral de sementes e brotos
de chia (Salvia hispanica L.) sobre células de cancer de mama. 2024. Dissertagao
(Mestrado em Alimentagdo, Nutri¢do e Saude) — Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

A chia (Salvia hispanica L.) é uma planta herbacea cujos beneficios para a saude
sdo atribuidos principalmente as suas propriedades nutricionais, visto que ¢ composta por
uma quantidade consideravel de proteinas, 4cidos graxos poliinsaturados (principalmente
omega 3), fibras, minerais e diferentes compostos bioativos com agao antioxidante, como
os compostos fenolicos. Os compostos fenodlicos sdo substancias que apresentam
reconhecida capacidade antioxidante, anti-inflamatoria e antitumoral, ¢ podem ter sua
atividade e bioacessibilidade alteradas ao passar pelas etapas do processo de digestdo.
Além disso, sua capacidade antioxidante também pode ser potencializada através de
métodos como a germinagdo. O objetivo deste estudo foi investigar a capacidade
antioxidante, o teor de compostos fenolicos e a atividade antitumoral de sementes e brotos
de chia, antes e apds o processo de digestdo gastrointestinal in vitro. As amostras de brotos
e sementes de chia foram submetidas ao processo de digestdo simulada segundo o
protocolo INFOGEST 2.0. O teor de compostos fendlicos foi determinado através do
método de Folin-Ciocalteau, a atividade antioxidante através dos métodos FRAP, ABTS
e DPPH, ¢ a viabilidade celular através do método de reducdo de Alamar Blue®. Os
resultados demonstraram maior teor de compostos fenolicos e atividade antioxidante dos
brotos de chia em relacdo as sementes antes da digestao, confirmando o papel importante
da germinacao neste processo. Observou-se que apods a digestdo simulada, os contetidos
fenolicos totais dos extratos de sementes e brotos de chia aumentaram durante a fase
intestinal em cerca de 2,6 e 14 vezes, respectivamente, em comparagao aos extratos antes
da digestdo. Com relagdo a atividade antioxidante, houve reducado apods a fase intestinal
acima de 50% em todos os métodos analisados para as sementes de chia, com excecdo do
método ABTS, enquanto o broto apresentou aumento da atividade antioxidante em todos
os métodos analisados. A viabilidade celular das linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-
231 apresentou redugdo apenas ao serem expostas aos brotos de chia digeridos, em 38%
e 10%, respectivamente. Dessa forma, os brotos de chia parecem ser op¢des benéficas a
saude, principalmente devido ao teor de fendlicos e antioxidantes associados.

Palavras-chave: Graos germinados. Compostos fenolicos. Cancer. Semente. Digestao
Simulada.



ABSTRACT

PARAIZO, Talita Rodrigues. Investigation of the antitumor potential of chia seeds and
sprouts (Salvia hispanica L.) on breast cancer cells. 2024. Dissertagao (Mestrado em
Alimenta¢do, Nutricdo e Saude) — Instituto de Nutri¢do, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Chia (Salvia hispanica L.) is a herbaceous plant whose health benefits are mainly
attributed to its nutritional properties, as it is composed of a considerable amount of
proteins, polyunsaturated fatty acids (mainly omega 3), fibers, minerals and different
bioactive compounds with antioxidant action, such as phenolic compounds. Phenolic
compounds are substances that have recognized antioxidant, anti-inflammatory and
antitumor capacity, and their activity and bioaccessibility can be altered when passing
through the stages of the digestion process. In addition, their antioxidant capacity can also
be enhanced through methods such as germination. The objective of this study was to
investigate the antioxidant capacity, the content of phenolic compounds and the antitumor
activity of chia seeds and sprouts, before and after the in vitro gastrointestinal digestion
process. The samples of chia seeds and sprouts were subjected to the simulated digestion
process according to the INFOGEST 2.0 protocol. The phenolic compound content was
determined using the Folin-Ciocalteau method, the antioxidant activity was determined
using the FRAP, ABTS and DPPH methods, and the cell viability was determined using
the Alamar Blue® method. The results demonstrated a higher phenolic compound content
and antioxidant activity of chia sprouts compared to seeds before digestion, confirming
the important role of germination in this process. It was observed that after simulated
digestion, the total phenolic contents of chia seed and sprout extracts increased during the
intestinal phase by approximately 2.6 and 14 times, respectively, compared to extracts
before digestion. Regarding antioxidant activity, there was a reduction after the intestinal
phase of over 50% in all methods analyzed for chia seeds, with the exception of the ABTS
method, while the sprout showed an increase in antioxidant activity in all methods
analyzed. The cell viability of the MCF-7 and MDA-MB-231 tumor lines was reduced
only when exposed to digested chia sprouts, by 38% and 10%, respectively. Thus, chia
sprouts appear to be beneficial options for health, mainly due to the associated phenolic
and antioxidant content.

Keywords: Sprouted grains. Phenolic compounds. Cancer. Seed. Simulated digestion.



RESUMEN

PARAIZO, Talita Rodrigues. Investigacion del potencial antitumoral de las semillas y
brotes de chia (Salvia hispanica L.) sobre células de cancer de mama. 2024. Dissertagao
(Mestrado em Alimentacdo, Nutri¢do e Saude) — Instituto de Nutri¢do, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

La chia (Salvia hispanica L.) es una planta herbacea cuyos beneficios para la salud
se atribuyen principalmente a sus propiedades nutricionales, ya que estd compuesta por
una cantidad considerable de proteinas, acidos grasos poliinsaturados (principalmente
omega 3), fibra, minerales y diferentes compuestos bioactivos con accion antioxidante,
como los compuestos fendlicos. Los compuestos fendlicos son sustancias que tienen
reconocida capacidad antioxidante, antiinflamatoria y antitumoral, y su actividad y
bioaccesibilidad pueden verse alteradas al atravesar las etapas del proceso de digestion.
Ademas, su capacidad antioxidante también se puede potenciar mediante métodos como
la germinacion. El objetivo de este estudio fue investigar la capacidad antioxidante, el
contenido de compuestos fendlicos y la actividad antitumoral de las semillas y brotes de
chia, antes y después del proceso de digestion gastrointestinal in vitro. Se sometieron
muestras de brotes y semillas de chia al proceso de digestion simulada segun el protocolo
INFOGEST 2.0. El contenido de compuestos fenolicos se determind mediante el método
de Folin-Ciocalteau, la actividad antioxidante mediante los métodos FRAP, ABTS y
DPPH y la viabilidad celular mediante el método Alamar Blue®. Los resultados
demostraron un mayor contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante en los
brotes de chia en comparacion con las semillas antes de la digestion, confirmando el
importante papel de la germinacidon en este proceso. Se observd que después de la
digestion simulada, el contenido fendlico total de los extractos de semillas y brotes de
chia aumento durante la fase intestinal aproximadamente 2,6 y 14 veces, respectivamente,
en comparacion con los extractos antes de la digestion. En cuanto a la actividad
antioxidante, hubo una reduccion después de la fase intestinal de mas del 50% en todos
los métodos analizados para las semillas de chia, con excepcion del método ABTS,
mientras que el brote mostr6 un aumento en la actividad antioxidante en todos los
métodos analizados. La viabilidad celular de las lineas tumorales MCF-7 y MDA-MB-
231 mostrd una reduccion solo cuando se expusieron a brotes de chia digeridos, en un
38% y un 10%, respectivamente. Por tanto, los brotes de chia parecen ser opciones
beneficiosas para la salud, principalmente por el contenido fendlico y los antioxidantes
asociados.

Palabras clave: Granos germinados. Compuestos fenolicos. Cancer. Semilla. Digestion
simulada.



PRINCIPAIS ACHADOS

Os achados do presente estudo fornecem novas informagdes para a utilizagdo dos
brotos de chia como uma op¢do de alimento com elevado valor nutricional, potencial
antioxidante e possivel potencial citotoxico contra células tumorais em cultura. Por meio
da germinacao, ¢ possivel potencializar os beneficios das sementes, como promover
aumento do teor de compostos fendlicos e da capacidade antioxidante. No entanto, ¢é
importante ressaltar que a bioacessibilidade dos fenolicos e o potencial antioxidante das
sementes e brotos sdo influenciados pelo processo de digestdo in vitro. A exposi¢do de
células tumorais de mama a frag@o digerida dos brotos de chia resultou em uma reducao
da viabilidade celular, o que ndo foi observado quando as mesmas células foram expostas
a fracdo bruta (ndo digerida). Nesse sentido, mais estudos sdo necessarios para avaliagdo
do potencial antitumoral de fragdes digeridas de alimentos, a fim de conhecer melhor os
mecanismos envolvidos na liberacdo de compostos antioxidantes das matrizes

alimentares e permitir o acesso da populacao a novas formas de terapias complementares.
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INTRODUCAO

A semente de chia (Salvia hispanica L.) ¢ um alimento rico em compostos
bioativos, proteinas, fibra alimentar e 4acidos graxos poli-insaturados (AGPI),
particularmente acido graxo a-linolénico, pertencente a familia dos acidos graxos Omega-
3. Também ¢ considerada uma boa fonte de antioxidantes devido a presenca de polifendis
como os acidos fenolicos, flavonois e isoflavonas (HERNANDEZ-PEREZ et al, 2020;
PELAEZ et al, 2019).

Os compostos fendlicos presentes nas sementes de chia apresentam propriedades
antialérgica, anti-inflamatéria, antiproliferativa, antimutagénica, anticarcinogénica e
antioxidante, além de atuarem na regulacdo da parada do ciclo celular e apoptose, etapas
importantes no controle da progressio do cancer (GOMEZ-FAVELA et al, 2017;
HERNANDEZ-PEREZ et al, 2020).

O cancer ¢ uma condi¢do cada vez mais prevalente na populacdo e a segunda
maior causa de mortes em nivel global. No mundo, o cancer de mama ¢ o mais incidente
entre as mulheres, e os numeros aumentam de forma alarmante. Dentre os mecanismos
que podem desencadear o cancer esta a interrup¢ao do equilibrio redox tecidual, que
produz estresse oxidativo e ocasiona danos celulares (SUNG et al., 2021; INCA, 2022;
SAHA et al., 2017).

Um estilo de vida mais saudavel esta intimamente ligado a melhoria dos hébitos
alimentares. Atualmente, um dos meios adotados para se obter essa melhoria € o consumo
de alimentos funcionais, presentes de forma cada vez mais frequente na dieta da
populacdo. Estes caracterizam-se por oferecer varios beneficios a satde, além do valor
nutricional inerente a sua composi¢do quimica, podendo desempenhar um papel
potencialmente benéfico na reducdo do risco de doengas cronicas ndo transmissiveis
(DCNT), incluindo o cancer (CROWE & FRANCIS, 2013). Tais alimentos, como a chia,
sdo ricos em compostos bioativos, como fibras, fitoquimicos e antioxidantes, que
previnem a oxidagdo lipidica nos alimentos e protegem as células contra a a¢do dos

radicais livres (GUL; SINGH; JABEEN, 2016; KOH; HO; PAN, 2020).

Devido ao teor significativo de compostos bioativos, como o0s compostos
fenolicos, e acido graxos essenciais, como o dmega-3, a semente de chia pode apresentar
potenciais efeitos antioxidantes e citotoxicos em linhagens celulares tumorais. No estudo

de El Makawy et al. (2022), o 6leo de chia encapsulado demonstrou efeitos positivos na
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redugdo do estresse oxidativo, modulagdo da expressao de genes supressores de tumor e
melhoria da arquitetura tecidual em animais com tumor de mama induzidos por DMBA
(7, 12 - dimetilbenzantraceno). Os autores relataram também que o encapsulamento do
oleo ajudou a aumentar a solubilidade e estabilidade dos compostos (EL MAKAWY, et
al. 2022).

Em outro estudo que avaliou o efeito antioxidante e antitumoral de extratos
metanolicos de semente de chia em células tumorais de mama MCF-7, foi observado que
houve redugdo significativa da viabilidade celular apds exposi¢do por 24h, a partir da
concentragdo de 10 pg/mL, e que o efeito inibitério foi dose-dependente até a
concentragdo testada de 1000 pg/mL (MUTAR & ALSADOONI, 2019). J& no estudo de
Ortega & Campos, com a mesma linhagem celular, s6 houve redugdo significativa da
viabilidade celular com a exposi¢ao das células a concentracao de 12,5 pg/mL de 6leo de

chia (ORTEGA & CAMPOS, 2020).

Atualmente, uma forma de melhoramento da funcionalidade das sementes € a
germinagdo, a qual consiste em um bioprocesso simples e de baixo custo que causa
alteragdes desejaveis na composi¢do quimica e acessibilidade de nutrientes e compostos
bioativos. Desta forma, aumentam-se os niveis de aminoacidos livres, fibra alimentar e
outros componentes, visando melhorar o valor nutricional desses alimentos. Tal
fendmeno ocorre devido ao aumento dos compostos bioativos e da atividade antioxidante
associada a esses compostos (BELTRAN-OROZCO; MARTINEZ-OLGUIN; ROBLES-
RAMIREZ, 2020; CABRERA-SANTOS et al, 2021). Além disso, a bioacessibilidade dos
fenolicos pode ser afetada por diferentes fatores, como a agcdo de enzimas e pH durante a

digestdo, fazendo com que os compostos estejam mais ou menos biodisponiveis durante

o processo (ZHANG et al, 2020).

No estudo de Gomez-Favela et al. (2017), a germinagdo das sementes de chia por
6 dias gerou um aumento no teor de proteinas, compostos fenolicos, atividade
antioxidante ¢ GABA (4cido y-aminobutirico), um aminoacido relacionado a agdo
antiproliferativa contra células cancerigenas e metdstase, demonstrando o possivel

potencial benéfico de sementes germinadas no cancer (GOMEZ-FAVELA et al, 2017).

Ja no estudo de Calvo-Lerma et al. (2020), os autores observaram que a digestao
gastrointestinal in vitro provoca mudangas na bioacessibilidade dos compostos bioativos

de sementes ¢ brotos de chia, levando em consideragdo o tamanho da substancia a ser
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digerida, o contetdo lipidico associado e a rigidez da matriz alimentar. Como resultado,
foi observado um aumento na composicao fendlica de sementes e brotos de chia apds a
digestdo gastrointestinal in vitro, com maior digestibilidade destes compostos nos brotos
em relacao as sementes. Além disso, houve diminui¢do da atividade antioxidante apos a

digestdo nas duas estruturas analisadas (CALVO-LERMA et al., 2020).

Apesar de existirem estudos avaliando os efeitos da digestao gastrointestinal in
vitro em sementes ¢ brotos de chia, ainda nao ha investigagdes publicadas sobre os efeitos
citotoxicos destas fracdes digeridas em células tumorais. Assim, o presente trabalho tem
como objetivo investigar o potencial antitumoral de sementes e brotos de chia (Salvia
hispanica L.) sobre células de cancer de mama humana (MCF-7 e MDA-MB-231), antes

e apos o processo de digestdo gastrointestinal in vitro.

A presente dissertagdo serd apresentada no formato de artigo e serd submetido ao
periddico cientifico Plant Foods for Human Nutrition (ISSN:1573-9104), com o titulo
“Capacidade antioxidante, teor de compostos fenolicos e potencial citotéoxico de
sementes e brotos de chia sobre células de cincer de mama, antes e apds o processo

de digestao gastrointestinal in vitro”.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1. Chia

A chia (Salvia hispanica L) ¢ uma planta herbacea, nativa do sul do México e
norte da Guatemala, pertencente a familia Lamiaceae, e que recentemente foi
comercializada como cultura na América do Sul. Os beneficios para a saide da semente
de chia sdo atribuidos principalmente as suas propriedades nutricionais, visto que ¢
composta por uma quantidade consideravel de proteinas, acidos graxos poliinsaturados,
fibras alimentares, minerais e diferentes compostos bioativos com acdo antioxidante,
como compostos fenolicos, tocoferois, esterois, acido galico, acidos p-cumaricos, acido
rosmarinico, cafeico, polifenolico, compostos de epicatequina, quercetina ¢ kaempferol.
Além disso, também contém quantidades consideraveis de GABA (4cido gama-
aminobutirico), que possui propriedades antidiabéticas, anti-hipercolesterolemia, anti-
hipertensivas, anti-inflamatorias, antidepressivas e efeitos antiproliferativos contra

c¢lulas cancerigenas (PAL; RAJ, 2020).

Outra caracteristica importante da semente de chia ¢ o teor de mucilagem, que
forma uma camada espessa quando embebida em agua, dando origem a uma espécie de
gel, que fica ligado a semente e é composto majoritariamente por fibra soluvel. O gel
formado ¢ capaz de atuar como espessante, estabilizante e gelificante. Essa caracteristica
¢ responsavel pela saciedade durante a ingestao e pelo seu alto potencial como ingrediente
funcional a ser adicionado em alimentos, melhorando o valor nutricional de preparagdes.
Além do formato de gel, também podem ser consumidas inteiras, como farinhas, 6leos

ou misturadas a outros alimentos (MUNOZ et al., 2012; SALGADO-CRUZ et al., 2013).

Em relacdo ao conteudo nutricional, o teor de proteinas e lipideos das sementes
de chia merecem destaque. S@o compostas por cerca de 19,6% de proteinas,
principalmente glutelinas, albuminas e globulinas, além de boa composi¢do de
aminoacidos essenciais (PAL; RAJ, 2020); e 21 a 32% de lipideos, sendo ricas em acidos
graxos poliinsaturados, principalmente acido graxo linolénico (6mega 3), equivalente a
cerca de 60% do teor total, e aproximadamente 20% de acido linoléico (6mega 6)
(PORRAS-LOAIZA et al., 2014). Entretanto, o valor de 4cido linolénico pode diminuir
do estagio inicial ao estdgio maduro em até 23% (PAL; RAJ, 2020).
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Em um estudo recente, pesquisadores sequenciaram o genoma da chia e
descobriram que 29 genes estdo relacionados a biossintese de 4cidos graxos
poliinsaturados e 93 genes contribuem para a propriedade gelificante de suas sementes.
Além disso, também encontraram 2.707 genes altamente expressos na semente que
provavelmente geram pequenos peptideos bioativos derivados de proteinas. Quando a
proteina da semente ¢ digerida no trato intestinal, esses biopeptideos sdo liberados e
absorvidos pelo corpo e possuem propriedades potenciais que podem ajudar a aliviar
condi¢cdes humanas, como DM 2, HAS e at¢ mesmo o cancer. Devido a estes fatores, as

sementes de chia podem ser consideradas alimentos funcionais (GUPTA et al., 2023).

Outros componentes importantes nas sementes de chia sdo as fibras alimentares e
minerais. A chia possui em torno de 30 a 34g de fibra em 100g de alimento, sendo a maior
parte de fibra insoluvel (85-93%) e 7-15% de fibra soluvel, contribuindo no controle de
hipercolesterolemia, diabetes, e obesidade, além da regulagdo do transito intestinal (PAL;
RAJ, 2020). Os minerais encontrados em maior quantidade nas sementes de chia foram o
fosforo, potassio, calcio e magnésio, além de vitaminas como tiamina, riboflavina,
niacina, vitamina E e 4cido folico. Porém, essas quantidades variam de acordo com o tipo
de solo, umidade, clima e condi¢oes de cultivo (MARCINEK & KREJPCIO, 2017; DA
SILVA et al., 2016).

A semente de chia também ¢ rica em compostos bioativos, com destaque para os
compostos fenolicos, principalmente: acido rosmarinico, acido cafeico, acido gélico,
daidzeina, quercetina e kaempferol (OLIVEIRA-ALVES et al., 2017; MARTINEZ-
CRUZ; PAREDES-LOPEZ, 2014; REYES-CAUDILLO et al., 2008). Os compostos
bioativos trazem diversos beneficios a saude, e a composicdo fenolica ¢ um fator
responsavel pela alta atividade antioxidante das sementes de chia, capaz de eliminar
radicais livres e reduzir o estresse oxidativo. (MARTfNEZ-CRUZ; PAREDES-LOPEZ,
2014).

A camada externa das sementes pode dificultar a hidrélise de lipidios e proteinas e
dificultar a liberagdo de compostos bioativos da matriz, reduzindo ainda mais a
solubilizagdo com os fluidos digestivos, limitando a biodisponibilidade geral. Logo,
alternativas ao consumo direto de sementes de chia podem ser recomendadas. Alguns
processos como imersdo, germinagdo, moagem ou fermentagdo podem aumentar a sua
digestibilidade. Entre essas alternativas, a germinagdo ganhou popularidade por ser um

método econdmico e simples que permite melhorar o valor nutricional das sementes,
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incluindo aumento de compostos fenolicos, contetido mineral, proteinas e capacidade
antioxidante (CALVO-LERMA et al., 2020; BELTRAN-OROZCO; MARTINEZ-
OLGUIN; ROBLES-RAMIREZ, 2020; GOMEZ-FAVELA et al., 2017).

1.2. Brotos de chia

A germinagdo ¢ um método de baixo custo e simples, no qual se adiciona agua as
sementes até que tenham desenvolvido o eixo embrionario. Nao necessita de adubos, pode
ser realizada em pequenos espacos, até mesmo no ambiente doméstico, e em condig¢des
climaticas ndo controladas (GENG et al., 2022). No entanto, alguns fatores ambientais
influenciam a germinagdo, como a temperatura, salinidade, luz ¢ umidade do solo

(CABRERA-SANTOS et al., 2021).

O broto ¢ o estagio avangado da germinacdo das sementes e, segundo o
Regulamento da Comissdo Europeia, € “o produto obtido da germinagdo das sementes e
seu desenvolvimento em agua ou outro meio, colhido antes do desenvolvimento das
folhas verdadeiras ¢ que se destina a ser comido inteiro, incluindo a semente”

(EUROPEAN COMMISSION, 2013).

Apesar de simples, a germinag¢do requer um acompanhamento cuidadoso para
determinar as condi¢des ideais que resultam em um produto seguro e de qualidade
(IKRAM et al, 2021). Com relagdo a temperatura, autores observaram que a velocidade
de germinacao foi maior em temperaturas entre 25 € 30 °C, tanto na presenga quanto na
auséncia de luminosidade (SORANA et al., 2019; STEFANELLO et al., 2015). Porém,
em relagdo a exposi¢do de luz, ndo hd um consenso definido, pois autores empregaram
protocolos diferentes de claro/escuro em seus estudos (ABDEL-ATY 2021; BELTRAN-
OROZCO; MARTINEZ-OLGUIN; ROBLES-RAMIREZ, 2020; GOMEZ-FAVELA,
2017; PAJAK et al, 2018)

A germinacao estd associada ao desenvolvimento do embrido para originar uma
plantula, e ¢ caracterizado por intensa atividade metabolica e pelo consumo de
macronutrientes para posterior sintese de novos nutrientes usados para a nova planta
(MAIA et al., 2020). Na figura 1, observa-se os estagios de desenvolvimento da semente
ao longo dos dias de germinagdo, até o estagio de microgreen, onde pode-se verificar a

presenca das primeiras folhas verdadeiras (MAIA et al., 2020).
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Figura 1 — Evolugao do desenvolvimento do broto e microgreen
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Fonte: RIGGIO et al., 2019.

Uma ampla gama de brotos tem sido estudada por seu alto valor nutricional e
propriedades terapéuticas, e estao cada vez mais presentes na dieta de pessoas que buscam
uma estreita relacdo entre alimentacdo, sade e meio ambiente (EBERT, 2022). A
germinagdo ¢ uma estratégia eficaz de desenvolvimento de vegetais para aumentar o
conteudo de fitonutrientes nas sementes, porque reativa seu metabolismo, o que leva ao
catabolismo, bem como a degradacdo de macronutrientes e estimula a sintese de
metabolitos secundarios que trazem beneficios a saide (ALOO et al, 2021; GENG et al,
2022). A germinagdo € capaz de induzir enzimas a quebrar carboidratos, lipidios e
proteinas em métodos basicos e estimula proteases envolvidas na digestdo de proteinas,

melhorando assim a bioacessibilidade de nutrientes (IKRAM et al, 2021).

Promover o consumo de brotos pode ser uma excelente estratégia para incluir
alimentos de alto valor nutricional na dieta. Além disso, esta de acordo com as diretrizes
nutricionais atuais de alguns paises que defendem dietas a base de plantas devido a sua
relagdo positiva com a saude e a sustentabilidade (MAGKOS; TETENS; GJIEDSTED
BUGE, 2020).

Com relacdo a chia, seus brotos podem ser incluidos facilmente na alimentagao

em forma de saladas, temperos e farinhas (GOMEZ-FAVELA et al., 2017). Estudos
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mostram que a germinagdo da chia parece ser capaz de melhorar o valor nutricional e
funcional das sementes, gerando o aumento do conteudo proteico, de fibras, de compostos
fenolicos e da capacidade antioxidante (BELTRAN-OROZCO; MARTINEZ-OLGUIN;
ROBLES-RAMIREZ, 2020; GOMEZ-FAVELA et al., 2017).

Um parametro importante a ser considerado nesse processo ¢ o tempo de
germinagdo de cada broto, pois caso ultrapasse o limite considerado ideal, pode haver
redugdo dos compostos bioativos presentes, como ocorrido no estudo de Beltran-Orozco;
Martinez-Olguin & Robles-Ramirez (2020), onde o contetudo proteico aumentou em 13%
durante as 48 horas iniciais € apos esse tempo houve uma diminui¢do a medida que a
germinagdo progrediu. Tal fendmeno pode ser explicado pelo possivel uso de proteina
para a obtencao de energia ou sintese de outros componentes necessarios ao crescimento,
além do aumento paralelo de fibras e compostos fendlicos (BELTRAN-OROZCO;
MARTINEZ-OLGUIN; ROBLES-RAMIREZ, 2020).

J4 o conteudo lipidico das sementes de chia apds a germinacdo, apresentou um
declinio significativo de 55,31%, segundo encontrado por Gémez-Favela et al (2017)
(GOMEZ-FAVELA et al., 2017). Em outro estudo, o declinio foi de 10% nos 2 primeiros
dias de germinagdo e 21% no quarto dia (BELTRAN-OROZCO; MARTINEZ-OLGUIN;
ROBLES-RAMIREZ, 2020). Tal redugdo durante a germinagdo pode ser atribuida a
producdo de energia necessdria para a atividade metabolica, como sintese de enzimas,

DNA, RNA, proteinas estruturais e outras moléculas biologicas (HERCHI et al., 2015).

Autores observaram que os teores totais de compostos fenolicos e atividade
antioxidante também aumentaram apdés a germinagio (BELTRAN-OROZCO;
MARTINEZ-OLGUIN; ROBLES-RAMIREZ, 2020). Para Gomez-Favela et al (2017), o
aumento observado no contetdo fenolico total (CFT) ap6s 6 dias foi de aproximadamente
47,4%, e de 96,7% na atividade antioxidante avaliada pelo método ABTS. Além disso,
um aumento de 11,4 vezes foi visto no conteido de GABA (GOMEZ-FAVELA et al.,
2017).

No estudo de Abdel-Aty et al. (2021) o teor de compostos fendlicos aumentou até
o sétimo dia de germinagdo em 6,4 vezes e, posteriormente, esse conteudo foi reduzido,
possivelmente devido a conversao de fendlicos livres em fendlicos ligados ou consumidos
para sintese de parede celular. A capacidade antioxidante também aumentou até o sétimo

dia de germinacdo (ABDEL-ATY et al., 2021). Resultados semelhantes sdo vistos por
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Pajak et al. (2019), onde os fendlicos aumentaram de 0,92 mg GAE/g na semente para

4,40 mg GAE/g nos brotos de chia (PAJAK et al., 2019).

Dessa forma, observa-se que o consumo de brotos de chia pode promover um
menor risco de desenvolvimento de DCNTs devido ao seu alto teor de fenolicos e

antioxidantes associados (OLIVEIRA-ALVES et al., 2017).

1.3. Papel dos compostos bioativos na saude

Os compostos bioativos sao substancias de origem vegetal que possuem diversas
atividades bioldgicas benéficas a satde, e tais beneficios derivam principalmente de sua
capacidade antioxidante (MINATEL et al., 2017). Os compostos bioativos existentes
podem ser divididos em diversas classes, como: compostos fenolicos, carotendides,
terpendides, compostos nitrogenados (alcaldides, glicosideos, glucosinolatos), dentre

outros (YUAN et al., 2022).

O maior grupo entre os compostos bioativos encontrados nos vegetais sdo 0s
compostos fendlicos, metabolitos secundarios produzidos pelas plantas que estdo
relacionados a respostas de defesa contra agressdes externas. Possuem reconhecida agao

antioxidante promovendo a reducdo do estresse oxidativo (MINATEL et al., 2017).

Os compostos fenodlicos s@o divididos de acordo com sua estrutura molecular, em
dois grandes grupos: flavonoides (flavonois, flavonas, flavan-3-6is, flavanonas,
antocianidinas, isoflavonas); e nao-flavonoides (acidos fendlicos, estilbenos, cumarinas,
lignanas). Quimicamente, os compostos fenolicos sdo constituidos de anéis aromaticos
ligados a uma ou mais hidroxilas (ARNOSO; DA COSTA; SCHMIDT, 2019). O numero
e a posicao do grupo hidroxila em um composto fendlico especifico leva a variacdo em
seu potencial antioxidante. A atividade antioxidante dos compostos fendlicos € atribuida
a capacidade de eliminar os radicais livres, doar &tomos de hidrogénio, elétrons ou cations

metalicos quelatos (MINATEL et al., 2017).

A concentracdo dos compostos fenolicos depende do tipo do vegetal, da estagao
do ano, estagios de desenvolvimento e maturagdo, colheita, condi¢des de cultivo, de solo,
armazenamento depois de colhidos, entre outros fatores (ARNOSO; DA COSTA;
SCHMIDT, 2019; KOTECHA; TAKAMI; ESPINOZA, 2016).
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Os polifendis antioxidantes também podem exercer efeitos de supressdo da
producdo de espécies reativas, reparando e/ou eliminando danos as células. Além da
possibilidade de atuar induzindo a biossintese de antioxidantes enddégenos ou enzimas de
defesa, bem como, inibir enzimas responsaveis pela geragdo endogena de espécies

reativas de oxigénio (YAHFOUFI et al., 2018).

Além disso, alguns polifenéis como as lignanas, isoflavonas, quercetina e
kaempferol sdo considerados fitoestrogenos, pois quando consumidos, sdo convertidos
por enzimas metabodlicas no intestino, a compostos semelhantes ao estrogénio humano

17B-estradiol. e competem pelo receptor de estrogénio.

Os efeitos dos compostos fenolicos na satide dependem de muitos fatores, como
sua estrutura quimica, interacdes com a matriz alimentar e libera¢do durante o processo
digestivo gastrointestinal, bem como fatores genéticos e estado nutricional do hospedeiro.
Assim, métodos de processamento que promovam a liberagdo de fendlicos da matriz
alimentar podem ser uma boa estratégia para melhorar a bioeficacia de alimentos que

contém compostos fenolicos (TOME-SANCHEZ, L; MARTIN-DIANA, 2020).

A bioacessibilidade de compostos fendlicos pode ser afetada por diferentes
concentragdes nos tecidos vegetais, variacdes na estrutura da parede celular e a ligacao
de compostos fenolicos na matriz alimentar. O pH dos fluidos oral, gastrico e intestinal
desempenha um papel na atividade antioxidante dos fenolicos, pois a transicdo de um
meio 4cido para um alcalino pode aumentar a atividade antioxidante desses compostos
devido a desprotonacdo das porcdes hidroxila dos anéis arométicos. Além disso, a
hidrélise enzimatica no estdbmago e intestino pode contribuir para a liberagdo de outros
compostos com atividade antioxidante, como peptideos e aminoacidos livres (TOME-

SANCHEZ et al, 2021).

De acordo com alguns autores, os compostos fenolicos podem ser liberados das
matrizes alimentares durante a digestao sob a a¢do da pepsina, tripsina e do pH ambiente,
e entdo absorvidos no intestino, o que pode explicar o aumento de polifendis durante as
fases gastrica e intestinal. Tal efeito também pode ser observado em processos de digestao
simulada de alimentos, onde as fases gastrica e entérica do processo digestivo sdo

reproduzidas in vitro (ZHANG et al, 2020).

O consumo de alimentos ricos em compostos fenolicos estd associado a inlimeros

beneficios a saude humana, por possuirem reconhecida atividade antioxidante e anti-
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inflamatéria, além de reduzirem o risco de DCNTs, como o cancer (CROWE &

FRANCIS, 2013).

1.4.Cancer

Atualmente, o cancer ¢ uma das principais causas de morte no mundo. Tal
condicdo apresenta-se como um dos maiores problemas de saide publica no cenario
mundial e sua incidéncia e taxas de mortalidade aumentam de forma expressiva (SUNG
et al., 2021). As transi¢coes demografica e epidemiologica pelas quais a populagdo esta
passando refletem diretamente neste aumento. A mudanga nos modos de vida e habitos
alimentares da populacdo, como o excesso de alcool, obesidade e sedentarismo, além da
exposi¢do a poluentes ambientais favorecem o aumento da incidéncia e da mortalidade

por cancer (WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020).

Segundo as estimativas do Global Cancer Observatory (Globocan), elaboradas
pela International Agency for Research on Cancer (larc), em 2020, ocorreram 19,3
milhdes de casos novos de cancer no mundo (FERLAY et al., 2020). O cancer de mama
feminino ¢ o mais incidente, correspondendo a 11,7% do total de novos casos, seguido
pelo cancer de pulmado (FERLAY etal., 2021; SUNG et al., 2021). No Brasil, a estimativa
para o triénio de 2023 a 2025 aponta que ocorrerdo 704 mil casos novos de cancer, com
destaque para o cancer de prostata em individuos do sexo masculino e do cancer de mama

na populacdo feminina (INCA, 2022).

As células tumorais de mama podem ser classificadas em positivas ou negativas
para o receptor de estrogénio (do inglés, ER), o receptor de progesterona (do inglés, PR)
e o fator de crescimento epidérmico humano 2 (do inglés, HER2), e essas proteinas t€ém
relagcdo direta com o prognostico da doenga e resposta a terapia de escolha. As células
conhecidas como triplo-negativas ndo expressam receptores para nenhum dos hormodnios
listados anteriormente, o que dificulta a ligacdo de alvos terapéuticos na pratica clinica e

os tornam tipo de canceres mais agressivos (CAMPOY et al, 2019)

O cancer ¢ uma doenga caracterizada pela prolifera¢ao celular desordenada, com
células que tendem a invadir outros tecidos e orgdos (INCA, 2019). Algumas

caracteristicas sdo adquiridas durante o desenvolvimento tumoral como: autossuficiéncia
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a sinais de crescimento celular; desregulacdo do metabolismo e resisténcia a morte

celular; mutagdes; inflamagdo; metastase, entre outras (Figura 2) (HANAHAN, 2022).

Figura 2 — As principais capacidades biologicas adquiridas durante o desenvolvimento
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Fonte: Adaptado de HANAHAN, 2022.

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo substancias quimicas altamente
reativas formadas por moléculas de oxigénio reduzido que desempenham um papel
importante nas vias de sinalizag¢do celular. Porém, um desequilibrio entre a produ¢ado de
EROS e a defesa antioxidante do organismo ¢ considerado estresse oxidativo, que pode
provocar danos moleculares e injaria tecidual. O estresse oxidativo tem sido relacionado
a iniciacdo e progressao tumoral, induzindo danos e mutagdes ao DNA, inflamacao,

instabilidade do genoma e proliferagao celular (SAHA et al., 2017).

Apesar da origem majoritariamente hormonal do cincer de mama, a produgado de
citocinas e a inflamagdo também estdo sendo reconhecidas como importantes no

desenvolvimento e na progressao desse tipo de cancer (FABIAN et al., 2015).
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Nesse sentido, o consumo de alimentos ricos em compostos anti-inflamatorios e
antioxidantes pode ser benéfico, atuando no controle de espécies reativas de oxigénio e

redugdo do estresse oxidativo (PIOTROWSKI; KULCENTY; SUCHORSKA, 2020).

1.5. Potencial antitumoral de compostos bioativos

Inumeras evidéncias epidemioldgicas, clinicas e experimentais relacionam o
cancer a fatores nutricionais. Esse fenomeno esta atrelado a uma gama de compostos ja
identificados, obtidos através da dieta, que possuem potencial para estimular o
crescimento tumoral. Contudo, ¢ também através da dieta que podemos obter substancias
com ag¢do protetora contra o cancer (KOH; HO; PAN, 2020). Tal efeito ¢ atribuido aos
compostos bioativos ou fitoquimicos, presentes naturalmente nos alimentos de origem
vegetal, e possuem inimeras atividades biologicas com beneficios a saude, como a
capacidade ativa de bloqueio e supressao de varias etapas do desenvolvimento tumoral

(SHIRAHIGUE; CECCATO-ANTONINI, 2020).

Estudos mostram que o efeito antitumoral dos fitoquimicos resulta da capacidade
destes compostos em: atuar modulando o estresse oxidativo e alteracdes epigenéticas,
como metilagdo do DNA e acetilagdo de histonas; favorecer o reparo do DNA; regular a
transcricdo dos fatores NF-kB e¢ STAT3; modular a microbiota intestinal; induzir a
supressao tumoral por meio da supressao da angiogénese e indu¢do de apoptose; inibir ou
reduzir a proliferacdo celular; participar das vias de sinaliza¢do, por meio da interrupgao
da iniciagdo tumoral e proliferacdo; e atuar no estigio pré-maligno, inibindo ou
retardando a progressdo e a invasao tumoral (Figura 3) (KOH; HO; PAN, 2020; BOSS
et al., 2016; GEORGE; CHANDRAN; ABRAHAMSE, 2021).

Os fitoquimicos podem atuar em trés abordagens existentes envolvidas na
quimioprevencdo do cancer: quimioprevencao primdria, secundaria e terciaria. A
primdria envolve intervengdes destinadas a evitar que individuos saudaveis apresentem
caracteristicas de alto risco, como predisposi¢do genética para prevenir o
desenvolvimento de determinados tipos de cancer. A secundaria ¢ desenvolvida
principalmente para o tratamento de tumores pré-malignos, para prevenir a progressao do
cancer. A terciaria visa apoiar os pacientes com historico de cancer para prevenir novas
recaidas do cancer ou o desenvolvimento de novos tumores primarios (GEORGE;

CHANDRAN; ABRAHAMSE, 2021).
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Figura 3 — Efeitos celulares dos fitoquimicos no processo de carcinogénese
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Os fitoquimicos possuem potencial para atuar com efeito protetor, bem como para
aumentar a eficdcia da quimioterapia e, em alguns casos, melhorar alguns dos efeitos
colaterais dos agentes quimioterapicos. Ja foi relatado para alguns fitoquimicos
especificos, oriundos de alimentos (resveratrol, quercetina, epigalocatequina-3-galato,
curcumina, acido galico e acido tanico), a atuacao eficiente junto a farmacos, resultando
na diminui¢do da proliferagdo, da sobrevivéncia celular e indugdo de apoptose das células

de cancer (KOH; HO; PAN, 2020).

Além disso, alguns compostos bioativos como as lignanas, isoflavonas, quercetina
e kaempferol s3o considerados fitoestrogenos, polifenois derivados de plantas, que
quando consumidos, sdo convertidos por enzimas metabolicas no intestino, a compostos
com estrutura quimica semelhantes ao estrogénio humano 17f-estradiol, e por isso sdao
capazes de reconhecer e interagir com os receptores de estrogénio. A microbiota intestinal
modifica a estrutura quimica dos fitoestrogenos antes de sua absor¢@o e faz com que tais
compostos apresentem fraca atividade estrogénica e, as vezes, antiestrogénica. A agdo
antiestrogénica dos fitoestrogenos tem um efeito inibitdrio sobre a ligacdo do estrogénio
com seu receptor (ER), que pode ser considerada um mecanismo primario pelo qual estes

compostos previnem o cancer de mama (TANWAR et al., 2020).
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Com relacao a chia, diversos compostos bioativos podem estar relacionados ao
possivel potencial antitumoral associado, entre eles os compostos fenolicos, como o acido
rosmarinico; aminoacidos essenciais, como o acido y-aminobutirico (GABA); e acidos
graxos poliinsaturados, como o acido linolénico (6mega 3) (NIKMARAM et al., 2017,
MOTYKA et al., 2023).

O é4cido graxo linolénico (6mega 3), além de sua reconhecida capacidade
antiinflamatodria, também pode contribuir para efeitos antitumorais em células de cancer
de mama. Apesar de promover efeitos antioxidantes no corpo ao neutralizar a acao de
radicais livres, em células tumorais, o 6mega 3 parece estar associado a efeitos pro-
oxidantes e apoptoticos (MANNI et al, 2015). No estudo conduzido por Fabian et al.
(2015), a ingestao de dmega 3 foi inversamente proporcional ao risco de desenvolvimento

e progressao da doenga (FABIAN et al., 2015).

O 4acido rosmarinico ¢ um composto fenolico encontrado, entre outros alimentos,
na semente de chia, que possui reconhecido potencial antitumoral com efeito apoptdtico
em varias linhagens celulares, incluindo as de cancer de mama (LI et al., 2018). Segundo
alguns autores, suas concentragdes aumentam durante a germinagao, resultando em um
potencial antioxidante ainda maior nos brotos (SALGADO et al, 2023; MOTYKA et al.,
2023).

Outro composto com potencial antitumoral presente na semente de chia ¢ o acido
Yy-aminobutirico (GABA), um aminoécido ndo proteico de quatro carbonos, produzido
pela descarboxilagio de Acido L-glutdmico, e considerado um dos principais
neurotransmissores inibitorios no sistema nervoso central. Tem sido associado a diversos
efeitos benéficos a saude como efeitos antidiabéticos, antiinflamatorios,
hipocolesterolémicos, acao antiproliferativa e antimetastatica contra células cancerigenas
(NIKMARAM et al., 2017). Em um estudo avaliando os efeitos da germinacao, foi
observado que as concentracdes de GABA também aumentaram em 11,4 vezes nos brotos
de chia em comparagdo com as sementes, o que pode ser explicado pela catalisagdo da
producao de GABA pela glutamato descarboxilase (GAD) durante a germinagao
(GOMEZ-FAVELA et al., 2017).

Nesse sentido, autores tém realizado estudos com extratos de sementes ¢ 6leo de

chia para avaliacao da viabilidade celular em células tumorais. Os resultados apresentam
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diferencas nas conclusdes obtidas dependendo da forma em que sdo expostas as células,
com reducdo significativa da viabilidade por extratos de sementes a partir da concentragdo
de 10 pg/mL, enquanto no dleo de chia, apenas a menor concentragdo (12,5 pg/mL)

obteve redu¢do (MUTAR & ALSADOONI, 2019; ORTEGA & CAMPOS, 2020).

Outro aspecto que parece influenciar o potencial antitumoral de compostos
bioativos ¢ a liberagdo desses compostos da matriz alimentar no processo de digestao.
Segundo autores, nos brotos de chia, a protedlise completa durante a digestdo parece ser
alcancada no final da fase gastrica. Este resultado ¢ plausivel, considerando que durante
a germinacdo, as proteinas de armazenamento sdo hidrolisadas em peptideos e
aminodcidos por enzimas proteoliticas, levando ao aumento da bioacessibilidade deste
composto ¢ a atividade antioxidante associada. Tal aumento pode também apresentar

efeito citotoxico em células tumorais (CALVO-LERMA et al., 2020).

Nesse sentido, ressalta-se a importancia da realizagdo de estudos in vitro para
ampliar a compreensdo dos mecanismos envolvidos na progressdo e controle do cancer,

principalmente nos casos mais incidentes, como o cancer de mama.
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2. JUSTIFICATIVA

O consumo de alimentos ricos em compostos bioativos, como a chia (Salvia
hispanica L.), oferece beneficios a saide devido aos componentes presentes,
principalmente os compostos fenolicos, com reconhecida capacidade antioxidante e
possivel controle do desenvolvimento tumoral. Tal capacidade sofre influéncia de fatores
como liberagdo da matriz alimentar, enzimas e reagdes que ocorrem no corpo durante a
digestdo. Além disso, técnicas que promovem o melhoramento de sementes, como a
germinagdo, tém se apresentado como uma boa opgao para a potencializacao do efeito
antioxidante destes alimentos.

O cancer de mama ¢ uma doenca com alta taxa de incidéncia na populagdo.
Independentemente da condi¢do socioecondmica do pais, a incidéncia desse cancer se
configura entre as primeiras posi¢des das neoplasias malignas femininas e merece atencao
especial por parte de profissionais de saude e pesquisadores.

Devido a escassez de artigos que avaliem a correlagdo do efeito antioxidante de
sementes e brotos de chia com o cancer de mama, e a atividade bioldgica dos compostos
bioativos presentes em tais alimentos apos digestdo simulada, torna-se necessaria a
elaboracdo de mais estudos para a investigacdo do possivel potencial antitumoral destes

alimentos apds o processo de digestao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:
Investigar a capacidade antioxidante, o teor de compostos fenolicos € o potencial
citotoxico de sementes e brotos de chia sobre células de cancer de mama (MCF-7 e MDA -

MB-231), antes e ap0s o processo de digestdo gastrointestinal in vitro.

3.2. Objetivos especificos:
e Determinar o teor de compostos fenolicos totais e a capacidade antioxidante de
sementes e brotos de chia, antes e ap6s o processo de digestdo gastrointestinal in
Vitro;
e Avaliar o efeito do extrato bruto e da fracdo digerida das sementes e brotos de
chia, sobre a viabilidade celular nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231;
e Comparar os resultados obtidos entre sementes e brotos de chia, antes e apos o

processo de digestao gastrointestinal in vitro.
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RESUMO

A chia (Salvia hispanica L.) ¢ uma planta herbacea cujos beneficios para a saude
sdo atribuidos principalmente as suas propriedades nutricionais, visto que ¢ composta por
uma quantidade consideravel de proteinas, acidos graxos poliinsaturados (principalmente
omega 3), fibras, minerais e diferentes compostos bioativos com ac¢ao antioxidante, como
os compostos fendlicos. Os compostos fenolicos sao substancias que apresentam
reconhecida capacidade antioxidante, anti-inflamatoria e antitumoral, ¢ podem ter sua
atividade e bioacessibilidade alteradas ao passar pelas etapas do processo de digestdo.
Além disso, sua capacidade antioxidante também pode ser potencializada através de
métodos como a germinagdo. O objetivo deste estudo foi investigar a capacidade
antioxidante, o teor de compostos fenolicos e o potencial citotdoxico de sementes e brotos
de chia em células de cancer de mama, antes e ap6s o processo de digestdo gastrointestinal
in vitro. As amostras de brotos e sementes de chia foram submetidas ao processo de
digestao simulada segundo o protocolo INFOGEST 2.0. O teor de compostos fenolicos
foi determinado através do método de Folin-Ciocalteau, a atividade antioxidante através
dos métodos FRAP, ABTS e DPPH, ¢ a viabilidade celular através do método de Alamar
Blue®. Os resultados demonstraram maior teor de compostos fenolicos e atividade
antioxidante dos brotos de chia em relacdo as sementes antes da digestdo, confirmando o
papel importante da germinacdo neste processo. Observou-se que apoOs a digestdo
simulada, os conteudos fenolicos totais dos extratos de sementes e brotos de chia
aumentaram durante a fase intestinal em cerca de 2,6 e 14 vezes, respectivamente, em
comparagado aos extratos antes da digestdo. Com relagdo capacidade antioxidante, houve
reducdo apos a fase intestinal acima de 50% em todos os métodos analisados para as
sementes de chia, com exce¢ao do método ABTS, enquanto o broto apresentou aumento
da capacidade antioxidante em todos os métodos analisados. A viabilidade celular das
linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-231 apresentou redugdo apenas ao serem
expostas aos brotos de chia digeridos, em 38% e 10%, respectivamente. Dessa forma, os
brotos de chia parecem ser opgdes benéficas a saude, principalmente devido ao teor de

fendlicos e antioxidantes associados.

Palavras-chave: Graos germinados. Compostos fendlicos. Cancer. Semente. Digestdo

Simulada.
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1. Introducao

A semente de chia (Salvia hispanica L.) é um alimento rico em compostos
bioativos, proteinas, fibra alimentar e 4acidos graxos poli-insaturados (AGPI),
particularmente acido graxo a-linolénico, pertencente & familia dos 4cidos graxos Omega-
3. Também ¢ considerada uma boa fonte de antioxidantes devido a presenca de polifendis

como os acidos fendlicos, flavonois e isoflavonas [1, 2]

Os compostos fenolicos presentes nas sementes de chia apresentam propriedades
antialérgica, anti-inflamatoria, antiproliferativa, antimutagénica, anticarcinogénica e
antioxidante, além de atuarem na regulacdo da parada do ciclo celular e apoptose, etapas

importantes no controle da progressao do cancer [3, 1].

O cancer ¢ uma condi¢do cada vez mais prevalente na populacdo e a segunda
maior causa de mortes em nivel global. No mundo, o cancer de mama ¢ o mais incidente
entre as mulheres, e os nimeros aumentam de forma alarmante. Dentre 0s mecanismos
que podem desencadear o cancer esta a interrupgdo do equilibrio redox tecidual, que

produz estresse oxidativo e ocasiona danos celulares [4-6].

Um estilo de vida mais saudavel esta intimamente ligado a melhoria dos habitos
alimentares. Atualmente, um dos meios adotados para se obter essa melhoria € o consumo
de alimentos funcionais, presentes de forma cada vez mais frequente na dieta da
populagdo. Estes caracterizam-se por oferecer varios beneficios a satude, além do valor
nutritivo inerente a sua composicdo quimica, podendo desempenhar um papel
potencialmente benéfico na reducdo do risco de doengas cronicas ndo transmissiveis,
incluindo o cancer. Tais alimentos, como a chia, sdo ricos em compostos bioativos, como
fibras, fitoquimicos e antioxidantes, que previnem a oxidacao lipidica nos alimentos e

protegem as células contra a acdo dos radicais livres [7,8].

Devido ao teor significativo de compostos bioativos, como 0s compostos
fendlicos, e acido graxos essenciais, como o Omega-3, a semente de chia pode apresentar
potenciais efeitos antioxidantes e citotoxicos em linhagens celulares tumorais. No estudo
de El Makawy et al. [9], o 6leo de chia encapsulado demonstrou efeitos positivos na
redugdo do estresse oxidativo, modulagdo da expressao de genes supressores de tumor e
melhoria da arquitetura tecidual em animais com tumor de mama induzidos por DMBA
(7, 12 - dimetilbenzantraceno). Os autores relatam também que o encapsulamento do dleo

ajudou a aumentar a solubilidade e estabilidade dos compostos [9].
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Em outro estudo que avaliou o efeito antioxidante e antitumoral de extratos de
semente de chia em células tumorais de mama MCF-7, foi observado que houve reducao
significativa da viabilidade celular ap6s exposi¢do por 24h, a partir da concentragdo de
10 pg/mL, e que o efeito inibitério foi dose-dependente até a concentragdo testada de
1000 pg/mL. Ja no estudo de Ortega & Campos com a mesma linhagem celular, s6 houve
reducdo significativa da viabilidade celular com a exposicdo das células a uma

concentragdo de 12,5 ug/mL de 6leo de chia [10, 11].

Atualmente, uma forma de melhoramento da funcionalidade das sementes ¢é a
germinagdo. Consiste em um bioprocesso simples e de baixo custo que causa alteragdes
desejaveis na composi¢ao quimica e acessibilidade de vitaminas e minerais. Desta forma,
aumentam-se os niveis de aminoacidos livres, fibra alimentar e outros componentes,
visando melhorar o valor nutricional desses alimentos. Tal resultado ocorre devido ao
aumento dos compostos bioativos e da atividade antioxidante associada a esses
compostos [12, 13]. Além disso, a bioacessibilidade dos fendlicos pode ser afetada por
diferentes fatores, como a acdo de enzimas e pH durante a digestdo, fazendo com que os

compostos estejam mais ou menos biodisponiveis durante o processo [14].

No estudo de Gomez-Favela et al. [3], a germinagdo das sementes de chia por 6
dias gerou um aumento no teor de proteinas, compostos fendlicos, atividade antioxidante
e GABA (4cido y-aminobutirico), um aminoécido relacionado a agdo antiproliferativa
contra cé€lulas cancerigenas e metéstase, demonstrando o possivel potencial benéfico de

sementes germinadas no cancer [3].

Ja no estudo de Calvo-Lerma et al. [15], os autores observaram que a digestdao
gastrointestinal in vitro provoca mudangas na bioacessibilidade dos compostos bioativos
de sementes e brotos de chia, levando em consideracdo o tamanho da particula a ser
digerida, o conteudo lipidico associado e a rigidez da matriz alimentar. Como resultado,
foi observado um aumento na composi¢do fendlica de sementes e brotos de chia apds a
digestdo gastrointestinal in vitro, com maior digestibilidade destes compostos nos brotos
em relacdo as sementes. Além disso, houve diminuicao da atividade antioxidante apds a

digestdo nas duas estruturas analisadas [15].

Apesar de existirem estudos avaliando os efeitos da digestao gastrointestinal in
vitro em sementes e brotos de chia, ainda ndo hé investigacdes publicadas sobre os efeitos

citotoxicos destas fragdes digeridas em células tumorais. Assim, o presente trabalho tem
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como objetivo investigar a capacidade antioxidante, teor de compostos fenolicos e
potencial citotoxico de sementes e brotos de chia (Salvia hispanica L.) sobre células de
cancer de mama humana (MCF-7 e MDA-MB-231), antes e apds o processo de digestao

gastrointestinal in vitro.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Aquisicao e germinacio das sementes de chia (Salvia hispanica L.)

As sementes de chia foram adquiridas em comércio local e os experimentos
realizados em triplicata. Antes do processo de germinagdo, 10 g de sementes de chia
foram sanitizadas em solug¢ao de hipoclorito de sédio em temperatura ambiente por 10
minutos e depois lavadas com agua filtrada. As sementes foram entdo colocadas dentro
de uma bandeja plastica, contendo papel proprio para germinacdo de sementes. A
germinagdo da semente de chia foi realizada a temperatura ambiente (25°-30° C), durante
12 horas no escuro e 12 horas na presenca de luz. Foi borrifada dgua filtrada no periodo
da manha e da noite, de forma a manter a umidade constante. No sexto dia de germinacao,
as amostras foram coletadas e congeladas a — 80°C [16]. As sementes e brotos de chia
foram liofilizados (Liofilizador modelo L-101, marca Liotop) € moidos até a obtengdo de
um po fino que foi utilizado nas andlises posteriores. Todos os resultados foram expressos

em base seca.

2.2 Digestao simulada das sementes e brotos de chia

A digestao simulada foi realizada conforme o protocolo INFOGEST 2.0, que
contempla trés fases de digestdo gastrointestinal in vitro: oral, gastrica e intestinal [17].
Para a execugdo do protocolo INFOGEST 2.0, inicialmente foram determinadas as
atividades das enzimas digestivas e de concentracdo de sais biliares e preparadas as
solucdes de estoque de eletrolitos dos fluidos simulados salivar (FSS), gastrico (FSG) e
intestinal (FSI) na concentragdo de 1,25x. Ambos os processos foram realizados
conforme descrito por Minekus et al. [18]. Posteriormente foi iniciado o procedimento de
digestdo gastrointestinal in vitro). A primeira etapa realizada foi a fase oral, com duragao
de 30 minutos, na qual foram diluidos 5 g das amostras (semente ou broto de chia) no
FSS na propor¢ao de 1:1 (peso/peso) para obten¢ao de um produto pastoso deglutivel. A
amilase salivar foi adicionada na forma de saliva. O processo de mastigagdo foi simulado
através de maceracdo com bastdo de vidro. Apds essa etapa, foi adicionado CaCI2(H20)2
para atingir a concentragdo total de 1,5 mM. Por fim, a solu¢do foi incubada a 37°C, em
incubadora com agitagdo, por 2 minutos. Em seguida, foi realizada a fase géstrica (2-3
horas), na qual foi aquecida a solug¢do de estoque de FSG a 37°C e depois adicionada ao

bolo oral na propor¢ao de 1:1 (vol/vol). A partir de entdo, foi adicionado HCI 1M para
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atingir o pH de 3,0 e, em seguida, a solucao de CaCl2(H20)2 para atingir a concentragao
final de 0,15 mM em FSG. Posteriormente, foram adicionadas a solugdo de pepsina, para
atingir, a atividade de 2000 U/mL na mistura de digestao final. Por fim, as amostras foram
incubadas a 37°C, em incubadora com agitacao, por 2h. Ap0s, foi iniciada a fase intestinal
com o aquecimento da solu¢do de estoque de FSI em banho-maria a 37°C que foi
adicionada ao quimo gastrico para atingir a propor¢ao de 1/1 (vol/vol). Posteriormente, o
pH foi ajustado para 7,0 a partir da adicdo de NaOH 1M e a solugao biliar foi adicionada
ao FSI/quimo géstrico para atingir a concentracao final de 10 mM. Em seguida, essa
solucao foi para um misturador a 37°C por pelo menos 30 minutos para atingir a
solubilizagdo completa da bile. Apos esse periodo, foi adicionada a solu¢do de
CaCl2(H20)2 para atingir a concentragdo de 0,6 mM em FSI. Em seguida, também foi
adicionada pancreatina na solu¢do FSI em quantidade necessaria para atingir a atividade
de tripsina de 100 U/mL na mistura final. As amostras foram entdo incubadas a 37°C, em
incubadora com agitagdo, por 2h, a partir do ponto em que a pancreatina foi adicionada.
Posteriormente, as amostras digeridas foram resfriadas em banho de gelo e centrifugadas
a 4000 rpm, a 4°C, por 30 minutos, para obtencdo da fracdo soluvel (FS). As analises de
compostos fenodlicos, atividade antioxidante e atividade antitumoral foram realizadas a

partir da amostra resultante da fase intestinal da digestao.

2.3. Extracao dos compostos fenolicos

Os compostos fendlicos foram extraidos da semente e do broto de chia antes da
digestdo gastrointestinal in vitro utilizando solu¢ao de metanol/agua (80/20) na propor¢ao
de 1/10 (p/v) overnight sob agitacdo constante e em temperatura ambiente. Em seguida,
as amostras foram colocadas em uma centrifuga refrigerada (4000 rpm a 4°C) por 30
minutos. Os sobrenadantes foram evaporados completamente usando um evaporador
rotativo a vacuo. As andlises de teor de fenolicos totais e de atividades antioxidantes

foram realizadas nos laboratorios do Instituto de Nutri¢do da UERIJ.

2.4. Teor de fendlicos totais

Para determinagao do teor de fenolicos totais nas amostras, foi utilizado o método
Folin-Ciocalteau, descrito no trabalho de Singleton et al. [19]. com adaptacdo para
microvolumes. Em uma microplaca de 96 pogos foram adicionados 20uL da amostra
diluida em curva padrao acido gélico e 100uL de Folin-Ciocalteau a 10%. Apds cinco

minutos, foram adicionados 75uL de carbonato de sodio a 7,5% e o conteudo da placa foi
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levemente agitado para homogeneizagdo. A leitura da placa foi realizada a 740nm
(Biochrom Asys UVM 340). Os resultados foram expressos em equivalentes de acido

galico/g de amostra em base seca.

2.5. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada através de trés métodos distintos: FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power), ABTS (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) e
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil). O método FRAP foi realizado de acordo com o
descrito por Miiller et al. [20], com leitura a 595nm, e os resultados foram expressos em
equivalente a sulfato ferroso (uM) por grama de amostra. Os métodos ABTS ¢ DPPH
foram determinados de acordo com Al-Duais et al. [21], com leitura de 730nm e 517nm,
respectivamente. Os resultados foram expressos em atividade antioxidante equivalente de

trolox para o método ABTS e percentual de atividade antioxidante para o método DPPH.

2.6. Preparo das amostras para ensaios de viabilidade celular

2.6.1. Amostra nao digerida

Apoés a extragdo de compostos fendlicos das sementes e dos brotos de chia, o
sobrenadante foi separado por filtragdo com funil de separagdo. O liquido filtrado foi
submetido a um evaporador rotativo a vacuo e o produto obtido foi ressuspendido e
diluido em meio de cultura DMEM. Foram feitas diluigdes seriadas do estoque com o

meio de cultura, que foram preparadas imediatamente antes do uso.

2.6.2. Amostra digerida
Apos a digestdo simulada, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi
separado da parte solida por filtragdo com funil de separacdo e posteriormente passado
através de um filtro de seringa de membrana de ndilon com poro de 0,22 mm. Foram
feitas diluicdes com 25%, 50% e 75% da fracdo digerida e seus respectivos brancos no

meio de cultura DMEM.

2.7. Cultura de células
As linhagens tumorais de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) utilizadas foram
cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco® contendo 4,5
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g/L de glicose, suplementado com 2,0 g/LL de HEPES, 3,7 g/L de bicarbonato de sodio,
10% de soro fetal bovino (SFB) Gibco® e 1% de antibioticos (penicilina/estreptomicina)
Gibco®, sendo submetidas a no maximo 20 passagens. As culturas foram mantidas a 37°C

em uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO2.

2.8. Tratamento das células

As células MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas em placas de 96 pocos até a
confluéncia de 60-70% e incubadas a 37°C em uma atmosfera umidificada contendo 5%
de CO2. Apos 24h, foram expostas a diferentes concentragdes dos extratos de sementes
e brotos de chia ou as fragdes digeridas das respectivas amostras, diluidos em meio de
cultura, por 24h e 48h. As condigdes de controle foram mantidas apenas em meio de

cultura.

2.9. Viabilidade celular por reducio de Alamar Blue®

Apbs o tratamento, as células foram expostas a 10% do reagente de Alamar Blue®
diluido em meio de cultura por 3 horas e mantidas a 37°C em estufa, na presenca de 5%
de CO2. A leitura da placa foi realizada em espectrofotometro, a absorbancia foi avaliada
nos comprimentos de onda de 570 nm e 600 nm, e os dados foram expressos em

percentual de viabilidade em relacdo ao controle.

2.10. Analise estatistica

A analise foi realizada em triplicata para todas as determinacdes. Os resultados
foram apresentados como média e desvio-padrdao. Os dados foram analisados
estatisticamente por meio do teste ¢ de student para verificagdo das diferencas

significativas. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).
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3. Resultados e Discussiao
3.1. Avaliacao do teor de compostos fenolicos total e capacidade antioxidante

Os resultados referentes as andlises de compostos fenolicos e capacidade

antioxidante de sementes e brotos de chia estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1 —Teor de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante de sementes e

brotos de chia, antes e ap6s o processo de digestdo gastrointestinal in vitro

Teor fendlico total ABTS FRAP DPPH
(mg GAE/g) (.M Trolox/g) (.M Sulfato ferroso /g) (%AA)
Amostras Pré-digestao
Média £ DP
Semente 2.30 £ 0.03dD 31.55+£0.33dD 29.02 £ 0.34cC 31.95£0.32cC
Broto 3.22£0.02¢cC 58.89 £ 0.85cC 54.06 £ 0.48bB 69.20 £ 0.83bB
Pés-digestao
Média £ DP
Semente 5.98 £ 0.08bB 111.60 £ 1.98bB 7.87 £0.17dD 19.50 £ 2.17dD
Broto 4495+ 0.34aA  1107.00 £ 11.93aA 62.72 £ 0.82aA 145.50 £ 8.04aA

Legenda: Teor fendlico total: GAE/g equivalentes de acido galico por grama. FRAP: Método de potencial
antioxidante redutor férrico, capacidade antioxidante equivalente; ABTS: Trolox, radical livre; DPPH: 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil, capacidade de absor¢do de radical oxigénio. DP - Desvio padrio. Letras minusculas
na mesma coluna representam diferenca estatistica entre sementes e brotos antes da digestdo e sementes e
brotos ap6s a digestdo. Letras maiusculas na mesma coluna representam diferenca estatistica entre sementes
antes e semente apos a digestdo e entre broto antes e broto apos a digestdo. Nivel de significancia p<0,05.

Ao comparar os valores de sementes e brotos de chia antes da digestdo,
observando a influéncia da germinacdo, pode-se observar que ocorreu um aumento de
40% no teor de compostos fendlicos dos brotos comparado a semente. J& com relagdo a
capacidade antioxidante (CA), houve aumento de pelo menos 86% pelos trés métodos
analisados, sugerindo que a germinagdo ¢ capaz de gerar compostos fenolicos com
capacidade antioxidante. Além disso, outros compostos podem ser formados durante a
germinagdo da semente de chia além dos polifenois, incluindo vitaminas e a ativacdo da
clorofila, que possui alta CA [3, 22]. Resultados semelhantes foram encontrados em outro
estudo conduzido por PAJAK et al [23], que observaram maior teor de polifendis

bioacessiveis em brotos do que em sementes de chia [23].
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Beltran-Orozco; Martinez-Olguin & Robles-Ramirez [12], observaram um
aumento de 3 vezes no teor de fenodlicos totais e aumento também na capacidade
antioxidante de mais de 100% pelos métodos ABTS e DPPH, apo6s 4 dias de germinagao
[12].

Resultados diferentes ao do presente estudo, com relagdao ao teor de compostos
fenolicos totais foram encontrados por Salgado et al. [24], no qual o CFT foi reduzido
nos brotos de chia cultivados por 3 e 6 dias em comparacao as sementes nao germinadas.
Porém, em tal estudo, a germinag¢do ocorreu com auséncia de luz, o que pode ter
impactado no teor de fendlicos final. J4 a capacidade antioxidante aumentou na avaliagao
pelos métodos FRAP, ABTS e DPPH [24], semelhante ao presente estudo. Cabe ressaltar,
que os valores da CA dos vegetais podem variar de acordo com a estagdo do ano, a regido
de cultivo e a variedade da semente, além de dependerem também do processo de
germinagdo e do método de extracdo dos compostos [25].

Ao avaliar a influéncia da digestdo, no presente estudo, observou-se que os
conteudos fendlicos totais de sementes e brotos de chia aumentaram apos a fase intestinal
da digestdo gastrointestinal in vifro em cerca de 2,6 e 14 vezes, respectivamente, em
comparagao aos extratos antes da digestdo. Calvo-Lerma et al [15] observaram que o CFT
de brotos de chia também aumentaram apds a fase entérica da digestdo em
aproximadamente 1,4 vezes e que seus polifendis eram mais bioacessiveis que a semente
inteira [15].

Em estudo avaliando brotos de outras matrizes alimentares, foi visto que o teor de
compostos fenolicos de brotos de lentilha aumentou apos a fase entérica da digestdo,
enquanto nos brotos de brocolis foi observada redugdo de CFT apds a fase intestinal [26].

Com relagdo a capacidade antioxidante, houve reducdo apds a fase intestinal em
todos os métodos analisados para as sementes de chia, com exce¢do do método ABTS,
que apresentou aumento na fase entérica quando comparada a semente antes da digestao.
Os fluidos géstrico e intestinal interferem na capacidade antioxidante dos fendlicos
devido a desprotonagdo das porcdes hidroxila dos anéis aromaticos. Uma possivel
explicagdo para a diminui¢do da CA nas sementes de chia apds a digestdo gastrointestinal
in vitro, aponta para a degrada¢do de outros componentes bioativos com capacidade
antioxidante, apesar do aumento dos fenolicos totais. A reducdo na capacidade
antioxidante também pode estar relacionada as moléculas bioativas liberadas interagindo

entre si de forma antagbnica [15].
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Um estudo comparou a capacidade antioxidante de diferentes polifenois e suas
combinagdes. Os resultados mostraram que a maioria das atividades de eliminacdo de
DPPH nessas combinagdes levou a reducao da CA total quando diferentes compostos
fendlicos sao digeridos simultaneamente [27].

Os brotos de chia apds a digestdo apresentaram aumento significativo da CA em
todos os métodos analisados, com destaque para o método ABTS, que resultou em um
aumento de 18 vezes na capacidade antioxidante do broto apds a digestdo, em comparagao
ao extrato nao digerido.

As diferengas entre os resultados de capacidade antioxidante podem estar
relacionadas aos compostos formados apos a digestdo, suscetiveis a reagdes e radicais
livres de acordo com cada método de avaliacdo antioxidante. Dessa forma, o maior
resultado na avaliacdo da CA pelo método ABTS em todas as condi¢des analisadas, pode
ser explicado devido: a maior sensibilidade e reatividade deste método aos antioxidantes
dos compostos fenolicos, a possibilidade de avaliagdo em amplas faixas de pH ¢ a
solubilidade do radical ABTS em agua e solventes organicos, permitindo a determinacao
da capacidade antioxidante de compostos hidrofilicos e lipofilicos sem ser afetado pela
for¢a i6nica. Além disso, o comprimento de onda utilizado em sua avaliagdo ¢ maior, o
que o torna menos sujeito a interferéncia de amostras coloridas [28].

No estudo de Miyahira et al. [26], a capacidade antioxidante de brotos de trigo
avaliada pelos métodos ABTS e DPPH também aumentou apds a digestao gastrointestinal
in vitro. Entretanto, a avaliagdo pelo método FRAP apresentou reducdo na amostra
digerida. Ja os brotos de brocolis e lentilha apresentaram reducao da CA pelos métodos
FRAP e ABTS, demonstrando que os resultados podem variar de acordo com a matriz
alimentar analisada [26].

E importante ressaltar que condig¢des como cinética de transporte, competicdo no
local de absor¢ao in vivo ou hidrdlise da microbiota ndo sdo considerados no processo de
digestdo gastrointestinal in vitro, configurando uma limitacdo do estudo. Porém, os
estudos que avaliam o efeito da digestdo sobre a capacidade antioxidante em fragdes

digeridas de alimentos ainda sdo reduzidos [29].
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3.2. Avaliacao do potencial citotéxico

Com o objetivo de avaliar o efeito citotoxico dos extratos ndo digeridos de
sementes e brotos de chia, sobre células tumorais de mama, as linhagens MCF-7 e MDA-
MB-231 foram expostas a diferentes concentracdes dos extratos, por 24h e 48h, e
submetidas ao ensaio de viabilidade celular por reducao do reagente de Alamar Blue®.
Como ndo houve diferenca nos ensaios de viabilidade entre os dois tempos, serdo
apresentados apenas os dados obtidos apds 24h de exposic¢ao. Tais resultados estdo

apresentados na Figura 1.

Figura 1 — Efeitos do extrato de sementes e brotos de chia ndo digeridos sobre a

viabilidade celular da linhagem MCF-7
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Legenda: As células foram cultivadas em meio DMEM enriquecido com 10% SFB e 1% de ATB até
atingirem a confluéncia de 70%. Depois, foram expostas a diferentes concentragdes dos extratos de
semente e brotos de chia diluidos no meio de cultura por 24 h. A viabilidade celular foi mensurada por
Alamar Blue® apds 24 h de exposicdo (A) e as imagens do tratamento foram obtidas em microscopio
optico com aumento de 20 x (B). Os valores foram expressos em média + desvio padrdo, comparando
os tratamentos em relagdo ao controle (n=3). Foram considerados estatisticamente diferentes (*)
aqueles em que p< 0,05.

A figura 1B mostra o efeito da exposicdo dos extratos de sementes e brotos de
chia as células MCF-7 nas concentragdes iniciais testadas. Comparando as imagens
aos resultados da figura 1A, nota-se que ndo houve reducio significativa com relagao
ao controle - € nas concentragdes de 250 e 1250 pg/mL do extrato de semente de chia,
a atividade mitocondrial aumentou. Pode-se inferir que, nessas condigdes, os extratos
analisados nao foram toéxicos para as células tumorais, pois nao reduziram sua

viabilidade.

No estudo de Ortega & Campos [11], no qual foram realizados tratamentos com
oleo de semente de chia em células de cancer de mama MCF-7, houve aumento da
viabilidade celular nas condigdes testadas entre 50 e 400 pg/mL, apresentando
reducdo significativa apenas na menor concentracdo testada, de 12,5 pg/mL. Isso
pode ter ocorrido pois na presenca de altas concentragdes do 6leo, as concentragdes
de 4cido linoléico (6mega 6) aumentam, o que demonstrou aumentar a proliferagdo
de células de cancer de mama. Ja em concentragdes menores do oleo, parece haver
predominancia de 4cido linolénico (6mega 3) e consequente reducao da viabilidade
celular [11]. No estudo de Manni et al., foi visto que uma dieta com maior propor¢ao
n-3:n-6 ¢ inversamente proporcional ao risco de desenvolvimento e progressao do

cancer de mama [30].

Em outro estudo, foi avaliado o efeito do 6leo de semente de chia na viabilidade
de células de cancer de colon (Caco2) e de cancer de mama (MCF-7) tratadas com
diferentes concentragdes de oleo hidrolisado (12,5400 ug/mL) por 48 h, e observou-
se que todas as concentracoes de oOleo de semente de chia reduziram
significativamente a viabilidade de células de cancer de cdlon (Caco2), cuja melhor
reducdo foi de 23,88%, com a concentracao de 25 pg/mL. Porém, em células MCF-
7, as maiores concentracoes (200 e 400 pg/mL) também aumentaram a viabilidade
das células tumorais. Tal diferenga pode estar relacionada ao tipo celular, visto que
células tumorais intestinais parecem ser mais afetadas pela exposi¢do aos compostos

bioativos da chia do que células do tecido mamario [31].
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No caso do presente estudo, foi utilizado o extrato das sementes para o tratamento
nas células, e ndo o 6leo, porém, ¢ possivel que o teor de 4cido linoléico presente nas
sementes de chia também tenha sido o principal contribuinte para o aumento da

viabilidade celular em concentragdes mais elevadas [11].

Em outro estudo, Mutar & Alsadooni [10] avaliaram o efeito antioxidante ¢
antitumoral de extratos metanolicos de semente de chia em células tumorais de mama
MCF-7, foi observado que houve reducao significativa da viabilidade celular apos
exposicao por 24h, a partir da concentracao de 10 pg/mL, e que o efeito inibitorio foi

dose-dependente até a concentragao testada de 1000 pg/mL [10].

Apos exposigao das células MDA-MB-231 aos extratos brutos analisados,
nenhuma das concentragdes testadas apresentou redugdo significativa da viabilidade
celular, e nas concentragdes de 500, 750, 1250 e 2500 pg/mL do extrato de broto de

chia, a atividade mitocondrial aumentou (Figura 2).

Figura 2 - Efeitos do extrato de sementes e brotos de chia ndo digeridos sobre a

viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231
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MDA-MB-231
Controle 50 pg/mL, 100 pg/mI, 250 pg/mL 500 pg/mL,

Broto

Legenda: As células foram cultivadas em meio DMEM enriquecido com 10% SFB e 1% de ATB até
atingirem a confluéncia de 70%. Depois, foram expostas a diferentes concentragdes dos extratos de semente
e brotos de chia diluidos no meio de cultura por 24 h. A viabilidade celular foi mensurada por Alamar
Blue® apos 24 h de exposigdo (A) e as imagens do tratamento foram obtidas em microscopio optico com
aumento de 20 x (B). Os valores foram expressos em média + desvio padrdo, comparando os tratamentos
em relag@o ao controle (n=3). Foram considerados estatisticamente diferentes (*) aqueles em que p< 0,05.

No estudo de Gonzalez-Montoya et al. [32], que avaliou o potencial citotéxico de
fragdes peptidicas de brotos de soja apos 6 dias de germinagdo em células de cancer de
mama, verificou-se que as células MDA-MB-231 foram mais sensiveis as fragdes

peptidicas dos brotos que as células MCF-7 [32].

As fracdes digeridas das sementes e brotos de chia foram analisadas considerando
como controle o valor do branco da digestao simulada, composto pela mesma quantidade
em mililitros de 4gua e enzimas, sem as amostras. Foram feitas dilui¢des com 25% a 75%
das fragoes digeridas e seus respectivos brancos, acrescentadas ao meio de cultura celular.
Nestas condigdes, apenas a concentracao a 25% do branco nao foi toxica para as células,
e desta forma, serdo apresentados apenas os resultados referentes ao tratamento nas

concentragdes de 25% das fracdes digeridas e seus respectivos brancos.

Os resultados da exposicdo das amostras digeridas as linhagens MCF-7 e MDA-MB-

231 estdo demonstrados na Figura 3.
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Figura 3 - Efeitos da fragdo digerida de sementes e brotos de chia sobre a viabilidade

celular da linhagem MCF-7
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Legenda: As células foram cultivadas em meio DMEM enriquecido com 10% SFB e 1% de ATB até
atingirem a confluéncia de 70%. Depois, foram expostas a diferentes concentragdes das fragdes digeridas
de semente e brotos de chia diluidos no meio de cultura por 24 h. A viabilidade celular foi mensurada por
Alamar Blue® apos 24 h de exposigao (A) e as imagens do tratamento foram obtidas em microscopio optico
com aumento de 20 x (B). Os valores foram expressos em média + desvio padrdo, comparando os
tratamentos em relacdo ao controle (n=3). Foram considerados estatisticamente diferentes (*) aqueles em

que p< 0,05.

Nas células MCF-7, a exposi¢ao a concentragao de 25% da fragdo digerida de
brotos de chia resultou em reducao significativa da viabilidade celular (aproximadamente
38%), quando comparadas ao controle (branco), enquanto a exposi¢do a fragdo digerida
das sementes ndo promoveu reducgdo significativa (Figura 3). Percebe-se que, neste caso,
o broto de chia foi mais toxico as células do que a semente. Tal fato pode ser explicado,

entre outros fatores, devido a semente possuir uma matriz alimentar mais rigida e,
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portanto, mais dificil de ser hidrolisada durante a digestdo, tornando seus compostos

antioxidantes menos bioacessiveis [15].

Resultado semelhante foi encontrado em células MDA-MB-231, nas quais apenas

o broto digerido promoveu reducdo significativa da viabilidade celular, em cerca de 10%

(Figura 4).

Figura 4 - Efeitos da fra¢do digerida de sementes e brotos de chia sobre a viabilidade

celular da linhagem MDA-MB-231
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Legenda: As células foram cultivadas em meio DMEM enriquecido com 10% SFB e 1% de ATB até
atingirem a confluéncia de 70%. Depois, foram expostas a diferentes concentragdes das fragdes digeridas
de semente e brotos de chia diluidos no meio de cultura por 24 h. A viabilidade celular foi mensurada por
Alamar Blue® apods 24 h de exposigdo (A) e as imagens do tratamento foram obtidas em microscopio optico
com aumento de 20 x (B). Os valores foram expressos em média = desvio padrdo, comparando os
tratamentos em relagdo ao controle (n=3). Foram considerados estatisticamente diferentes (*) aqueles em

que p<0,05.
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Sabe-se que a germinacao produz aumento de fitoquimicos como acido
rosmarinico ¢ GABA, ambos com reconhecido potencial antitumoral. E possivel que a
acao de enzimas, pH e reagdes durante a digestdo possam ter aumentado a concentracao

destes compostos tornando-os mais bioacessiveis [24, 33, 34].

Além disso, ¢ importante lembrar que linhagens celulares tumorais positivas para
receptores de estrogénio, como as células de mama MCF-7, podem sofrer efeito de
fitoestrogenos presentes na chia, como a quercetina, kaempferol e daidzeina. Tais
compostos podem ter seus teores aumentados com a germinagdo € se tornarem mais
boiacessiveis apds passarem pelo processo de digestdo, o que explicaria o maior efeito

citotoxico na linhagem MCF-7 apds exposi¢do aos brotos digeridos [10, 15, 35].

E importante ressaltar que nio existem ainda estudos avaliando a fragdo digerida
da chia e o efeito de seus compostos bioativos em células tumorais. Logo, a metodologia
utilizada para a definicdo dos percentuais de fragdes digeridas e a forma de tratamento

nas células precisam ser mais exploradas e aperfeigoadas.
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4. Conclusoes

A germinacdo de sementes de chia pode resultar em mudancas significativas na
composi¢ao nutricional dos brotos. Durante o processo de germinagdo, houve um
aumento no teor de compostos fenolicos e na atividade antioxidante em comparagao as
sementes. Além disso, a digestdo mostrou ter influéncia na bioacessibilidade dos
compostos, aumentando ainda mais o teor de compostos fenolicos de sementes e brotos
de chia, e a atividade antioxidante em brotos. Os resultados também sugerem que os
brotos de chia, ap6s submetidos a digestao gastrointestinal in vitro, apresentam potencial
citotoxico sobre células de cancer de mama. No entanto, mais estudos sdo necessarios
para avaliar o potencial antitumoral de sementes e brotos de chia apos a digestdo.
Portanto, os brotos de chia oferecem beneficios nutricionais, especialmente com relagao
aos compostos fenolicos e atividade antioxidante, o que os torna uma boa escolha para

inclusdo na dieta.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho apresenta um carater original, ao avaliar o efeito citotoxico de
fragdes digeridas de sementes e brotos de chia em células tumorais. No entanto, a fim de
compreender melhor o possivel potencial antitumoral destas fragdes digeridas, mais
analises sdo necessarias.

Ensaios de proliferacdo, migracdo e morte celular nas linhagens celulares MCF-7
e MDA-MB-231 podem apresentar um novo ponto de vista sobre o possivel potencial
tumoral da fracdo digerida de sementes e brotos de chia, e novas concentracdes dos
extratos e fracdes digeridas podem ser testadas. Além disso, a investigagdo dos efeitos
citotoxicos das fragdes digeridas as células nao tumorais de mama, e em outras linhagens
celulares tumorais, como as intestinais ou hepaticas, também parece 1til.

Com relacao ao contetido fenodlico e atividade antioxidante, a identificacdo e
quantificagdo dos compostos bioativos presentes nos extratos e fragdes digeridas de
sementes e brotos, principalmente os com reconhecido potencial antitumoral, dardo uma
visdo mais ampla sobre quais compostos sdo responsaveis pelas atividades bioldgicas em

cada matriz vegetal.
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