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Resumo

O &cido linoleico conjugado (CLA), um grupo de isébmeros do acido linoleico, &
encontrado no leite e na carne de animais ruminantes, e apresenta propriedades
anticarcinogénica, antidiabética, antiadipogénica e antiaterogénica. Neste trabalho de
doutorado estudou-se o efeito do CLA (cis-9, trans-11) em duas linhagens de células
de cancer de mama, MCF-7 e MDA-MB-231, com a técnica de RMN denominada HR-
MAS (High Resolution Magic Angle Spinning). O HR-MAS foi usado para identificar e
quantificar os principais metabdlitos das linhagens e também foi eficiente para
observar mudancas significativas na variacdo dos metabdlitos em funcdo da adicao
de CLA ao meio de cultura. As células de cancer de mama, MCF-7 submetidas a 100
UM CLA tiveram aumento significativo do sinal de acetona. Esse padrdo néo foi
observado para a MDA-MB-231. Também se observou que o teor de fosfocolina
decresceu em ambas as linhagens celulares quando tratadas com 100 uM CLA.
Mediante esses resultados e simulacdo por modelagem molecular prop6s-se que o
CLA pode atuar inibindo a agdo da enzima HMG-CoA redutase (HMGR), de maneira
similar as estatinas. Ao se ligar a HMGR, o CLA impede a ligagdo do HMG-CoA
(substrato), impedindo a sua conversdo para mevalonato e consequentemente a
biossintese do colesterol. O HMG-CoA é entdo convertido para acetoacetato e
posteriormente a acetona. Esse mecanismo pode explicar tanto o aumento da
acetona quanto a reducdo da fosfocolina, uma vez que ha controle positivo mutuo
entre o colesterol e os fosfolipidios. Desta forma, pode-se concluir que a inibicdo da
HMGR pelo CLA pode ser uma demonstra¢do do mecanismo bioquimico tanto de sua
acdo anticarcinogénica quando das atividades antidiabética, antiadipogénica e
antiaterogénica, relatadas na literatura. Neste trabalho também foi demonstrada a
potencialidade do processamento dos sinais de HR-MAS no dominio do tempo pelo
método de diagonalizacao filtrada. Essa técnica foi capaz de obter espectros de alta
resolucdo, sem necessidade de supressao do sinal da agua e filtro de T2, para suprimir

linhas largas.

Palavras-chave: Ressonancia Magnética Nuclear, HR-MAS, células de céancer de

mama, CLA, Metabolismo.



Abstract

Conjugated linoleic acid (CLA), a group of isomers of linoleic acid,is found in
milk and meat of ruminant animals, which have anticarcinogenic, antidiabetic,
antiatherogenic and anthiadipogenic properties. In this thesis the effect of CLA (cis-9,
trans-11) in two cell lines of breast cancer, MCF-7 and MDA-MB-231 was studied High
Resolution Magic Angle Spinning (HR-MAS) NMR technique. HR-MAS was used to
identify and quantify the metabolites of the two cells and was effective to observe
significant changes in metabolites due to the addition of CLA to the culture medium.
The breast cancer cells, MCF-7 subjected to 100 uM CLA had a significantly higher
acetone signal. This pattern was not observed for MDA-MB-231. It was noted that the
content of phosphocholine decreased in both cell lines treated with 100 uM CLA. Given
these results and simulation with molecular modeling we are suggesting that CLA
inhibits the enzyme HMG-CoA reductase (HMGR), similar to statins. By binding to
HMGR, CLA prevents binding of the HMG-CoA (substrate), preventing their conversion
to mevalonate, and consequently the cholesterol biosynthesis. The HMG-CoA is then
converted to acetoacetate and then acetone. This mechanism explains the increase of
acetone and decreased of phosphocholine, since there is mutual positive control with
cholesterol and phospholipids. Therefore, the inhibition of HMGR by CLA may be the
biochemical explanation for its anticarcinogenic activities as well as antidiabetic,
antiatherogenic and antiadipogenic properties reported in the literature. It was also
demonstrated the capability of Filter Diagonalization Method (FDM) to process time
domain HR-MAS signals. FDM was able to obtain high-resolution spectra without the

water suppression and T2 filter.

Keywords: Nuclear Magnetic Resonance, HR-MAS, Breast cancer cell, CLA,

Metabolism.
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1 INTRODUCAO

Apesar do grande progresso no diagnostico precoce do cancer e do
aprimoramento nas terapéuticas utilizadas, esta doenca ainda € considerada
devastadora com alto indice de mortalidade. A estimativa para o ano de 2012, valida
também para o ano de 2013, apontava a ocorréncia de aproximadamente 518.510
novos casos de cancer no Brasill. Os tipos mais incidentes sdo os canceres de
préstata e de pulmao, nos individuos do sexo masculino, e os canceres de mama e
do colo do utero, nos individuos do sexo feminino. Dessa forma, a abordagem sobre
essa questdo e ferramentas para diagnosticos tornam-se cada vez mais
imprescindiveis.

A grande dificuldade encontrada no tratamento do cancer € o fato de que as células
doentes podem se adaptar e sobreviver as terapias utilizadas, levando a resisténcia
ao tratamento. Desta forma, a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) é uma importante técnica que fornece informacdes das condi¢des fisioldgicas
e bioquimicas em ambas as condig¢des in vitro e in vivo. O metabolismo de células
intactas e tecidos pode ser analisado de forma continua, sendo a técnica de RMN uma
ferramenta para analise de forma n&o-destrutiva, permitindo a detec¢do de mudancgas
desses metabdlitos de forma quase instantanea.

A andlise metabdlica de culturas celulares possui muitas aplicacdes potenciais e
vantagens em relacdo aos métodos que atualmente sdo utilizados para testes em
linhagem celulares. As concentracdes dos metabdlitos representam marcadores
sensiveis tanto de mudancas genéticas quanto as fenotipicas. Dessa forma, com base
em plataformas metabdlicas, h4 varias aplicacbes da andlise de cultura celulares,
incluindo a compreensao das ac¢des de drogas tanto in vitro quanto in vivo e também
sua rapida incorporacéo aos novos ajustes terapéuticos?.

A metabol6mica também pode ser usada em pesquisas da biologia tumoral pela
determinacdo molecular ou etiologia metabdlica, identificando, por exemplo, as
mudancas metabolicas que sejam a base para a metastase, contribuindo assim para
melhoria do progndstico e diagnostico realizado. A compreensdo das mudancas
metabodlicas que acompanham o crescimento tumoral, reducdo de apoptose e
aumento na proliferacdo sdo também aspectos importantes. Adicionalmente, a

caracterizacdo da resposta do perfil metabdlico do paciente aos agentes
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quimioterapicos pode conduzir a estratégias mais efetivas e personalizadas para
conter o crescimento do tumor3.

A metabolémica possui varias aplicacbes na area farmacéutica, tendo como
principal destaque as pesquisas para selecdo de compostos (farmacos) efetivos e
seguros, bem como a identificacdo de marcadores biolégicos de toxicidade®. Na
selecdo de compostos efetivos e seguros, utiliza-se na maioria dos casos 0 ensaio in
vitro. Esta aplicacdo pode ser elucidada, por exemplo, na andlise de um composto que
vem sido estudado exaustivamente quanto as suas propriedades benéficas a saude

humana, o acido linoleico conjugado (CLA), estudado neste trabalho.

1.1 Acido linoleico conjugado (CLA)

O acido linoleico conjugado ou CLA (do inglés, conjugated linoleic acid) é uma
mistura de isbmeros posicionais e geométricos do acido linoleico, C 18:2, cis-9, cis-12
(Fig.1A). O CLA tem o0 mesmo comprimento de cadeia que o acido linoleico (C18), no
entanto, no CLA as duplas ligacdes sdo conjugadas, sem a separacao pelo grupo
metileno, como ocorre no acido linoleico.

O CLA é encontrado na natureza na carne de animais ruminantes, bem como no
leite e seus derivados e tem potenciais efeitos benéficos na saide humana, entre eles,
a possivel acdo contra alguns tipos de canceres.

A gordura de ruminantes (bovinos, ovinos, caprinos) contém muitos isbmeros de
CLA, correspondendo a cerca de 1% do total dos acidos graxos. O isébmero cis-9,
trans-11 CLA (Fig. 1B) é o isbmero predominante, representando 75 a 90% do total
de CLA na gordura de ruminantes, seguido pelo trans-10, cis-12 CLA (Fig. 1C) que
corresponde de 3 a 5% do total de CLA®. Portanto, a carne de ruminantes e produtos
laticinios (leite, manteiga, iogurte e queijo) sdo as principais fontes naturais de CLA

da dieta humanab®.
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Figura 1 - Estruturas do acido linoleico (A) e de seus isbmeros cis-9, trans-11(B) e trans-10, cis-12 CLA
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1.1.1 Sintese do CLA no rumen

O CLA pode ser produzido sinteticamente ou no organismo de animais
ruminantes. Origina-se especialmente da isomerizacdo e/ou biohidrogenagéo dos
acidos graxos poliinsaturados pelas bactérias presentes no rimen e da dessaturacao
do &acido graxo trans vacénico no tecido adiposo e glandula mamaria (Fig. 2)’.

A primeira transformacao que ocorre no rimen apos o animal ingerir o alimento é
a hidrélise das ligactes ésteres das moléculas de triglicerideos (Fig. 2A) pelas lipases
microbianas ruminais para a producdo dos &cidos graxos livres e a molécula de
glicerol. A segunda transformacdo € a biohidrogenacdo dos &cidos graxos
poliinsaturados (Fig. 2B). Como se pode observar na Figura 2 o isbmero cis-9, trans-
11 CLA (Fig. 2C) é um intermediario da biohidrogenagéo do &cido linoleico a &cido
trans-vacénico (C 18:1 trans-11) e, eventualmente, a acido estearico (C 18:0)8.

A reducédo do &cido trans-vacénico (C 18:1 trans-11) para o &cido esteérico (C
18:0) parece ser o passo limitante da biohidrogenacéo (Fig. 2D), tendendo a se
acumular no ramen. O composto C 18:1 trans-11 é absorvido pelo trato digestivo e
transportado pela circulacéo para os tecidos (inclusive glandulas mamarias), onde é
originada a forma cis-9, trans-11 CLA pela acdo da enzima A9 dessaturase?® (Fig. 2E).

Dessa forma, a presenca de CLA no leite e na carne de animais ruminantes se
deve ao desvio da molécula cis-9, trans-11 CLA da completa biohidrogenacao ruminal

e a absorcdo do acido graxo C 18:1 trans-11 nos tecidos com posterior sintese de
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CLA pela acdo da enzima A9-dessaturase (via 1 e 2 no esquema da Figura 2),

respectivamente.

Figura 2 - Metabolismo lipidico no rimen e a origem do CLA na carne de ruminantes.
Lipidios da dieta {espe?ialmente triglicerideos)

[ *Hidrﬁlis& (A) \
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Leite e Carne
Fonte: TANAKA, K. Occurrence of conjugated linoleic acid in ruminant products and its physiological
functions. Animal Science Journal. v.76. p. 301 ,2005°.

1.1.2 Técnicas de analise do CLA

O método padréo para analise de CLA é a analise dos ésteres metilicos dos acidos
graxos por cromatografia gasosa (CG)°. Este método envolve varias etapas, sendo
um método laborioso e demorado, considerando que o tempo para analise

cromatografica pode chegar até a uma hora. Para isso desenvolveu-se um método
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rapido para a determinacgdo do teor do CLA na gordura de carne bovina, baseado na
técnica de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de H) (Fig. 3)*.

Na Figura 3, pode-se observar o espectro de RMN de uma amostra de gordura
bovina contendo cerca de 1% de CLA (Fig. 3A) e do isdbmero cis-9, trans-11 CLA
padrao (Sigma-Aldrich) (Fig. 3B). Os sinais dos hidrogénios das duplas ligagoes
conjugadas do CLA podem ser observadas na regido de 5,00 a 6,50 ppm (Fig. 3). No
espectro B da Figura 3, pode-se perceber os quatro sinais dos hidrogénios insaturados
da amostra pura do isdbmero cis-9, trans-11 CLA. O CLA foi quantificado pela
integracdo das areas dos sinais de 6,30 a 5,90 ppm, usando o sinal do glicerol em
4,20 ppm como padrdo interno com a area relativa igual a 100.

Figura 3 - Espectro de RMN de 'H da gordura extraida do contra-filé (A) e a expanséo da regido de 5,0
a 6,5 ppm, na qual é possivel observar os sinais caracteristicos do CLA (B): na amostra
analisada (acima) e na amostra padrao (abaixo).

(A)

I ! | ! | ! | ' | ! 1 ! |

6,4 6,2 6,0 5,8 5,6 54 5,2
o (ppm)

Fonte: MARIA,R.M.;COLNAGO,L.A.;FORATO,L.A.;BOUCHARD,D. Fast and Simple Nuclear Magnetic
Resonance Method To Measure Conjugated Linoleic Acid in Beef. Journal of Agricultural and
Food Chemistry.p.6563, 2010,

A Figura 4 mostra a correlacao obtida entre as areas médias dos sinais de CLA
de 6,30 a 5,90 ppm, normalizado pelo sinal do glicerol em 4,20 ppm (100) por RMN e

o valor medido por CG. O coeficiente de correlagéo foi de 0,97, para 12 amostras,



21

indicando a capacidade da RMN de quantificar o CLA presente em amostras

bovinas?!.

Figura 4 - Correlacao entre a quantidade de CLA em cortes carneos analisado pelos métodos de CG e
por 'H RMN.
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Fonte: MARIA,R.M.;COLNAGO,L.A.;FORATO,L.A.;BOUCHARD,D. Fast and Simple Nuclear Magnetic
Resonance Method To Measure Conjugated Linoleic Acid in Beef. Journal of Agricultural and
Food Chemistry.p.6563, 2010,

Os resultados mostraram que a utilizacdo da RMN para a determinacdo do teor
de CLA em carne bovina, além de ser coerente com os dados obtidos por
cromatografia gasosa, representa uma abordagem mais rapida (minutos) e simples
para a determinagcéo do teor de CLA em carne bovina, uma vez que pode ser feita

diretamente na gordura extraida com cloroférmio deuterado (CDCls)!L.

1.1.3 Efeitos fisioldégicos do CLA

O CLA tem sido relatado como substancia nutracéutica que atua sobre o cancer,

doencas cardiovasculares, diabetes entre outras!?. Embora esses resultados derivem
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de experimentos com animais, esta é uma area de grande interesse de pesquisa, pois
os resultados com humanos ainda néo sdo conclusivos??.

Foi observado que o acido linoleico conjugado diminui a génese de tumores em
animais. Estudos mostram que o CLA inibe o desenvolvimento de tumores na
epiderme e estdbmago de ratos, bem como cancer de mama em ratazanas'®. Ndo ha
estudos suficientes contendo dados epidemiolégicos em humanos, porém muitos
estudos em animais tém mostrado a relacdo dose-resposta com a quantidade de CLA
na ragdo e a extensdo do crescimento tumoral®s.

O acumulo preferencial do CLA em lipidios neutros de adipécitos, células
caracteristicas do tecido mamario, explica, em parte, a sensibilidade dos tumores da
glandula mamaria ao efeito do CLA. Segundo o autor, um “efeito paracrino” em relagao
ao crescimento das células epiteliais ocorre com o depdsito do CLA nos adipdcitos,
sendo os dois isébmeros (cis-9, trans-11 e o trans-10, cis- 12) envolvidos nesse
processo4,

A quantidade 6tima de CLA ingerida precisa ser estabelecida. Foi sugerido que
95 mg de CLA por dia sdo suficientes para mostrar efeitos positivos na reducéo de
cancer de mama em mulheres. Por outro lado, a partir de estudos com ratos'®, a
quantidade de 350 mg de CLA diarios seriam necessarios para promover beneficios
na salde humana. Todos esses valores representam estimativas aproximadas e sdo
baseados principalmente em estudos com animais. Deste modo, eles devem ser
interpretados cautelosamente até que informacdes de analise em humanos estejam
disponiveis?®.

Estudos com tumores de animais mostraram que o consumo de CLA alcanga
consideravel beneficio no cancer de prostata e de mama. Em estudos com células
cancerosas, estes acidos graxos puderam inibir a proliferacdo celular e induzir a célula
a morte. Neste caso, o CLA aumentou a regulacdo dos sinais celulares na expressao
dos genes responsaveis pela inducdo da apoptose (morte celular programada) em
células cancerigenas de mama e de prostata em humanos. Os dados encontrados
sustentam os efeitos anticancerigenos do CLA encontrado em animais modelos e
indicam efeitos similares que podem ocorrer em humanos?’.

A partir da presenga da mistura de isomeros do CLA na alimentagdo de animais
experimentais, observou-se que a inducdo da tumorigénese nas mamas, pele e célon
foi quimicamente reduzida. Muitos isbmeros do CLA sdo metabolizados, sugerindo

que esses compostos devem ser importantes agentes anticancerigenos. O



23

mecanismo de inibicdo da carcinogénese parece incluir reducdo da proliferacao
celular, alteragcdes nos componentes do ciclo celular e inducédo da apoptose®®.

O CLA inibiu a tumorigénese mamaria em animais e atenuou, tanto em animais
guanto em humanos, a proliferacdo celular do cancer. Foi observada a determinacéo
da modulag&o do efeito do CLA na expressao do maior proto-oncogene que regula a
proliferacéo celular e a apoptose em células tumorais de mama °.

A apoptose oferece protecdo contra a carcinogénese via morte programada das
células. A dieta com CLA induziu a apoptose em numerosos tecidos e em cultura de
células mamarias epiteliais. Isto devido a indugcdo da apoptose associada com a
reducdo do bcl-2, uma proteina relacionada com a sinalizagdo para a morte celular
programada®.

A linhagem de células do cancer de mama, MCF-7, tratadas com isdbmeros do CLA
foi analisada e a ocorréncia de mudancas nas caracteristicas morfolégicas e a
fragmentacao no DNA confirmaram a apoptose. Os dados encontrados sugerem que
a incorporacdo do CLA na membrana mitocondrial induz a mediacéo da apoptose na
célula e pode realcar o efeito anti-proliferativo do CLA em células MCF-720.

O CLA é um poderoso agente anticancer em inumeros sistemas de modelos
tumorais, embora, 0 mecanismo de ac¢do permaneca indescritivel. O isbmero trans-
10, cis-12 CLA dispara a apoptose via p53 modificado nas células tumorais da mama
através do caminho mitocondrial, tendo como alvo o bcl-2 (genes que inibem a
apoptose atuando no bloqueio de liberacéo do citocromo ¢ pela mitocondria)?*.

Relatos do efeito do CLA sobre a angiogénese também tém sido abordados. A
angiogénese, que normalmente acompanha a proliferacao celular, € a formacao de
novos capilares a partir de pequenos vasos sanguineos preexistentes que promovem
o crescimento do tumor??,

Os isbmeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 CLA foram efetivos na inibicdo da
angiogénese in vitro de forma dose-dependente. A capacidade do CLA na inibicdo da
angiogénese deve contribuir com eficaAcia como um agente preventivo?3.

Além disso, resultados indicam que a administracdo de CLA reduziu
significativamente a angiogénese no cerebelo. Os autores relataram o primeiro estudo
sobre o efeito anti-angiogénico do CLA no cérebro, e sugerem que o CLA deve ser
explorado no tratamento terapéutico para cancer e tumores no cérebro?-,

Fica claro que varias mutacoes, translocacdes, amplificacdes e dele¢cbes podem

contribuir para o desenvolvimento do cancer, e que esta variedade mutacional pode
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diferir entre tumores idénticos histopatologicamente. No entanto, atualmente torna-se
claro que muitas vias importantes de sinalizagdo oncogénicas convergem para a
adaptacao do metabolismo celular para suportar o crescimento celular, bem como sua
sobrevivéncia®®. A partir disto, este trabalho de doutorado enfatiza que é necessario
que as alteragcbes do metabolismo celular sejam também consideradas como

marcadores cruciais do cancer.

1.2 Metabolismo de células sadias e tumorais

Todas as células do corpo humano precisam constantemente de suprimento
externo de oxigénio e nutrientes. A energia é necessaria para todas as funcdes
celulares, como a contragdo muscular e comunicagdo neural®®. No entanto, os
nutrientes externos nao sao a Unica fonte para a producéo desta energia necessaria.
Ha também um processo constante de reciclagem de componentes de proteinas e
membranas, principalmente para adaptacdo a novas situacfes. Para compreender as
mudancas metabdlicas que serdo apresentadas a seguir, € necessario descrever

resumidamente as principais rotas metabdlicas celulares.

1.2.1 Metabolismo da glicose

A D-glicose € o principal combustivel da maioria dos organismos e ocupa uma
posicdo central no metabolismo. Quando as demandas energéticas aumentam
subitamente, a glicose pode ser liberada rapidamente do armazenamento intracelular
e ser empregada para produzir ATP de maneira aerdbica ou anaerébica. Na glicélise,
uma molécula de glicose € degradada em uma série de reacOes catalisadas por
enzimas para liberar duas moléculas do composto piruvato?6.Durante as reacdes da
glicdlise, parte da energia liberada da glicose é conservada na forma de ATP e NADH.
O piruvato formado pela glicélise pode tomar trés rotas catabolicas alternativas:

- em organismos ou tecidos em condi¢cdes aerodbicas, a glicolise constitui o primeiro

estagio da degradacdo completa da glicose. O piruvato é oxidado, com perda de seu
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grupo carboxila como COz, para liberar o grupo acetila da acetilcoenzima A, a qual é
entdo totalmente oxidada a CO: pelo ciclo do acido citrico. Os elétrons originados
dessas oxidacGes sdo passados para 0 oxigénio por meio de uma cadeia de
transportadores na mitocondria, formando a agua. A energia liberada nas reacfes de
transferéncia de elétrons permite a sintese de ATP nas mitocdndrias?6?’.

- em condi¢cBes anaerdbicas, o piruvato é reduzido a lactato através da fermentacao
do &cido lactico. Em condi¢cdes de hipoxia (baixa pressao de oxigénio) o NADH néo
pode ser reoxidado a NAD™, e este € necessario como receptor de elétrons para que
0 piruvato continue ser oxidado. Assim, o piruvato é reduzido a lactato por recepgéo
dos elétrons do NADH e consequente regeneracao do NAD* necessario para que o
fluxo glicolitico prossiga.

- 0 piruvato pode ser convertido anaerobicamente em etanol e CO2, em um processo
chamado fermentacéao alcodlica.

O fluxo de glicose através da via glicolitica é regulado para manter constante a
concentracdo de ATP. Para isso, este ajuste € obtido através da regulacdo das
enzimas fosfofrutoquinase, hexoquinase e piruvato quinase. Estas enzimas sao
reguladas alostericamente o que reflete o equilibrio celular entre a producédo e o
consumo de ATP.

Vale ressaltar que o piruvato também pode ter destinos anabdlicos, podendo, por

exemplo, fornecer esqueleto carbonico para a sintese do aminoacido alanina?’.

1.2.1.1 Efeito Pasteur

A velocidade da fermentacdo e a quantidade total de glicose consumida séo
maiores em condi¢cdes anaerdbicas do que em condi¢cdes aerdbicas, fendmeno
conhecido como Efeito Pasteur. Isto porque, o rendimento em ATP da glicélise em
condicao anaerodbica (2 ATP por molécula de glicose) é muito menor que o obtido na
oxidagdo completa da glicose até CO2 e H20 em condigéo aerobica (30 a 36 ATP por
molécula de glicose). Portanto, para produzir a mesma quantidade de ATP é
necessario consumir perto de 18 vezes mais glicose em condi¢cdes anaerobicas do

que nas condicdes aerdbicas?’.
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1.2.1.2 Efeito Warburg

De uma maneira peculiar, mesmo em concentracdes adequadas de oxigénio, as
células cancerosas produzem energia preferencialmente pela glicélise anaerébica®®
em detrimento a fosforilacdo oxidativa mitocondrial. A primeira identificacdo de
anormalidade bioguimica em oncogenes foi identificada em 1920 por Otto Warburg?2.
Conhecido desde entdo como Efeito Warburg, este fendmeno consiste no
deslocamento da glicose da fosforilagdo oxidativa para a glicolise “aerdbica”,
indicando que os tumores exibem metabolismo anaerdbico (producdo do lactato
através da glicolise) mesmo na presenca adequada de oxigénio.

Em células tumorais, o transporte de glicose para dentro da célula € aumentado
através de transportadores de glicose na membrana celular?®.

O piruvato pode ser entdo metabolizado diretamente para lactato pela acdo da
lactato desidrogenase (LDH). Como dito anteriormente, o fluxo da glicdlise é regulado
alostericamente para manter constante a concentracdo de ATP. No caso de células
tumorais, as mudancas metabdlicas séo relatadas por alteracdes das atividades
cinéticas das enzimas. Por exemplo, o aumento da producdo do lactato é
acompanhado pelo aumento da atividade das enzimas chaves da glicélise, como a
hexoquinase 1 e 2, fosfofrutoquinase, aldolase, piruvato quinase e a LDH. Em adi¢éo
a super atividade de enzimas da glicélise, a baixa atividade de enzimas relacionadas
ao ciclo do acido citrico é reportada, como por exemplo, a inibicdo da piruvato

dehydrogenase?®.

1.2.2 Metabolismo dos fosfolipidios de membrana

A caracteristica central na arquitetura das membranas bioldgicas € uma dupla
camada de lipidios que atua como uma barreira a passagem de moléculas polares e
ions. Os glicerofosfolipidios, o principal componente lipidico das membranas
bioldgicas, possuem regides hidrofébicas que sdo compostas por dois acidos graxos
ligados ao fosfoglicerol. A fosfatidilcolina, um tipo de glicerofosfolipidio, tem a colina

como grupo polar da cabeca da estrutura?®.
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1.2.2.1 Via Kennedy

Como dito anteriormente, a fosfatidilcolina € um dos principais constituintes dos
glicerofosfolipidios da membrana celular. No cancer, o metabolismo da fosfatidilcolina
€ caracterizado pela elevacao da fosfocolina e dos componentes contendo colina.
Este aumento da fosfocolina, observado em células tumorais, ndo indica apenas uma
producdo de fosfolipidios aumentada, necessaria para a proliferacdo celular, mas
também representa o resultado da ativacdo de enzimas no ciclo da fosfatidilcolina,
resultado das alteracbes genéticas mediada pelas vias de sinalizagdo celular. A
biossintese de novo da fosfatidilcolina ocorre através das etapas da via Kennedy, em
gue a colina é fosforilada para fosfocolina pela acdo da colina quinase. A fosfocolina
é convertida em CDP-colina e esta é entdo incorporada para fosfatidilcolina?® (Fig. 5).

Moléculas chaves séo alteradas no metabolismo da colina no cancer. A principal
causa molecular do aumento da fosfocolina e dos componentes contendo colina em
células tumorais inclui 0 aumento da expresséo da atividade da colina quinase (Fig.
5A), a alta taxa do transporte de colina e aumento da atividade da fosfolipase C e D
(Fig. 5B), e vérias fosfolipases Az (Fig. 5C). Estas alterac6es fazem com que ocorram
significativas diferencas no metabolismo da colina em células tumorais, diferenciando-
as das células normais. Como exemplo, a glicerofosfocolina € predominante em
células ndo malignas de mama e ovario, enquanto que a significativa presenca da
fosfocolina é observada em células de cancer de mama e ovario30:32,

As analises de RMN de células tumorais revelaram que a concentracdo de
fosfocolina em tecidos tumorais de mama é maior quando comparado a tecido normais
deste mesmo tecido, demonstrando que este metabdlito representa um biomarcador

de transformacéo malignas em cancer de mama®.
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Figura 5 - Via bioquimica do metabolismo dos fosfolipidios de colina (Via Kennedy).
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Fonte: MERZ,A.L.;SERKOVA/N.J. Use of nuclear magnetic resonance-based metabolomics in
detecting drug resistance in cancer. Biomark medicine. p.300,2009%°,

1.2.3 Colesterol: Membranas celulares e Hormoénios

O colesterol é um constituinte vital das membranas celulares, elementar para o
crescimento e proliferacdo celular, acompanhando muitos processos de
diferenciacdo®?, sendo também um precursor dos horménios esteroides bem como
dos acidos biliares. Em um organismo sadio, o equilibrio € mantido entre a biossintese,
utilizacéo e o transporte de colesterol?’.

A biossintese de colesterol percorre uma rota extensa, porém basicamente,
moléculas de acetato sdo convertidas em unidades de isopreno, as quais Sao
condensadas para formar uma molécula linear com 27 carbonos, que se cicliza,
formando a estrutura de quatro anéis do colesterol ?’.

No entanto, € fundamental ser abordado que todo o controle do metabolismo do
colesterol, desde a biossintese ao transporte, é regulado por alguns fatores, tais como:
controle da taxa da sintese de receptor de LDL através das proteinas de ligagdo do
elemento regulador de esterol (SREBPS), pela taxa de esterificagéo de colesterol pela
acil-CoA:colesterol-acil-transferase (ACAT) e principalmente pela atividade da
hidroximetilglutaril(HMG) -CoA redutase®.
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A HMG-CoA redutase (HMGR) é a enzima limitante da biossintese de colesterol
e, consequentemente, o principal ponto de regulacdo da rota. A HMG-CoA redutase €
uma enzima de 887 residuos ligada a membrana do reticulo endoplasmatico e o
principal mecanismo de regulacéo € o controle em longo prazo, por retroalimentacao
da quantidade de enzima presente na célula. Quando os niveis de colesterol ou
mevalonato caem, o nivel de HMG-CoA redutase pode subir em até 200 vezes, devido
a um aumento na sintese da enzima associado com uma diminuicdo na sua
degradacao3“.

Como descrito anteriormente, a membrana lipidica requer uma atividade
sincronizada de vérias vias metabdlicas que sdo orquestradas em multiplos niveis. O
principal meio para a coordenacdo global é centralizado na acdo dos fatores de
transcricdo que diretamente expressam multiplos genes necessarios para a sintese
lipidica. Dentro deste cenério, varias enzimas e reguladores da biossintese de lipidios
sao alvos de quinases, cuja atividade auxilia a sinalizagcéo dos fatores de crescimento
para o metabolismo lipidico, controle do ciclo celular e status metabdlico. O
crescimento da membrana é mais observado em resposta a certas formas de estresse
e/ou a capacidade espacial dos compartimentos celulares®3.

Nos mamiferos, o colesterol também € o precursor metabdlico dos hormdnios
esterdides, substancias que regulam uma grande variedade de funcdes fisioldgicas.
Ha cinco classes de horménios esteroides: testosterona (andrégenos), estradiol
(estrégeno); progesterona (progestina); cortisol (glucocorticoide) e aldosterona
(mineralocorticéides). Assim, a disponibilidade adequada de substrato de colesterol é
um requerimento critico para étima producdo de hormdnios esteroidais®®.

Em destaque neste trabalho, esta a classe dos estrogenos, que séo sintetizados
pelo ovario e pela placenta e, em pequena quantidade, pelos testiculos e pelo cortex
da supra-renal. Ha trés estrogenos enddégenos nos humanos: estradiol, estrona e
estriol, sendo o estradiol 0 mais potente e o principal estrégeno secretado pelo ovario.
Destaca-se, em particular, o efeito estrogénico nas acdes vasculares rapidas, iniciado

pela interacdo com receptores de membrana®.
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1.3 Metabolémica e o cancer de mama

Desde o sequenciamento do genoma humano, o principal objetivo da genémica
funcional tem sido determinar a funcdo dos produtos dos genes identificados, bem
como determinar agueles que possam ser alvos terapéuticos®. A estratégia da
gendmica funcional tem centrado esfor¢os principalmente em estudos da expressao
génica (transcriptoma) e do perfil proteico (proteoma). No entanto, a medida da
concentracdo dos metabdlitos de baixa massa molecular, in vivo e in vitro
(metaboloma e/ou metabonoma), tem ganhado destaque recentemente, pois reflete o
estado dinamico do comportamento celular®.

O metaboloma é definido como a analise sisteméatica de todos os metabdlitos de
um organismo ou amostra bioldgica. Ja o termo metabonoma esta relacionado a
andlise da alteracao dos metabdlitos mediante condi¢des de estresse, medicamentos,
intervencéo patofisiolégica ou modificacdo genética®’.

Embora as tecnologias “omas” sejam complementares, a analise dos metabdlitos
€ uma abordagem especialmente util, capaz de identificar as vias bioquimicas
alteradas em determinadas doengas.

A metabolémica/metabondémica pode ser usada para monitorar o0 crescimento e
regressao tumoral e pode auxiliar na compreensao dos mecanismos patolégicos, bem
como no efeito dos tratamentos do metabolismo celular. Esta estratégia apresenta
inUmeras vantagens préticas, incluindo o preco relativamente baixo da andlise por
amostra e a automatizacédo do procedimento, quando comparada ao transcriptoma e
proteoma. Além disso, o metaboloma/metabonoma pode ser facilmente comparado
entre espécies diferentes, ja que muitos metabdlitos permanecem conservados,
enquanto que as sequéncias génicas podem apresentar variagcdes que dificultam
comparacdes®.

O cancer de mama é a segunda causa de morte em mulheres no mundo!. Embora
o tratamento desta doenca em estagio inicial seja eficaz, principalmente com
guimioterapia e radioterapia, ndo existem terapias eficazes para o tratamento do
cancer quando em estagios avancados. Neste estagio ha um tratamento paliativo para
diminuicdo dos sintomas, bem como para a melhoria de qualidade da sobrevida da

mulher.
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Apesar da comprovada eficacia dos medicamentos utilizados atualmente, casos
de intolerancia e insucesso sdo recorrentes!. Isto porque, a grande dificuldade
encontrada no tratamento do cancer € o fato de as células doentes se adaptarem e
sobreviverem as terapias utilizadas, levando a resisténcia a terapéutica. Além disso,
a quimioterapia aplicada no tratamento da doenca utiliza medicamentos para destruir
as células doentes que formam o tumor, no entanto, a farmacodindmica fica
comprometida, pois cada paciente pode responder de maneira diferente a um mesmo

medicamento?.

Tabela 1- Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2012.

Localizagao Casos Localizagao Casos

; ; Percentual S Percentual
primana nowes primaria Mnowvas
F R R R R R T E R E T E R R R N
Nama - o \
= 2 a,
| Prostas 60180 308% coomd 52630 SELI
R R
Sk & 7210 88% CobdolRera  17.540 9.3
Puimzn Homens Mulheres
Céne Refo 14180 73% Cokn e Refo 15960 B4%
FROmE 12670 6.5% . ?}?ggﬁg 10.590 5 5%
F Traauelz
Cavidade Ol 9.990 51% Brgune 10110 53%
Pulmao
Esifaqm 7770 L0% Esimag 7430 3%
Seiiga 6210 2% vk E190 3%
L aringe 6110 1% Copodo(len 4520 2 4%
| SEwEmE
"fﬂ; I'f':' 5.190 27% - PO 4450 2 4%
Certral
SEEma
P — 4 &2 25% ""_'E'.;T; ;'1‘;':' 4450 2 4%
Centml

Fonte:INCA .Estatisticas do cancer. <http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/>Acesso em :20 jun.2013.

Uma area de grande interesse na pesquisa médica e bioquimica tem sido a
analise dos metabdlitos envolvidos no processo tumoral, jA que consiste em uma
forma de andlise dos processos celulares em geral. Esta area de pesquisa tem como
objetivo o desenvolvimento de novos métodos de andlise laboratorial, contribuindo
tanto para o progndstico precoce quanto o0 monitoramento preciso da terapéutica, pois
a regulacdo metabodlica estd altamente intricada com a progressdo tumoral.
Consequentemente, o metabolismo das células influencia na morte ou vida celular.

Dentre estas ferramentas de analise de metabdlitos, a espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) vem se tornando uma técnica de grande
destaque, pois fornece informagdes das condicdes fisiologicas e bioquimicas tanto in

vitro quanto in vivo. Assim, a RMN foi utilizada neste trabalho para estudar


http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/%3eAcesso
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principalmente o metabolismo de células intactas de cancer de mama submetidas ao
CLA.

1.4 RMN e metabdlitos

Técnicas de RMN tém sido empregadas para diferenciar linhagens tumorais e
monitorar processos metabdlicos que ocorrem nas células®® 3¢, permitindo a analise
simultdnea de uma classe especifica de componentes e dos principais metabdlitos
presentes dentro da célula. Com o uso da técnica da RMN, a analise pode ser
realizada com o custo aproximado de um délar por amostra, apresentando um tempo
de aquisicdo analitica de aproximadamente 10 minutos®®,

A anadlise de extratos obtidos de tecidos por RMN em alta resolucao tem sido
largamente utilizada para distinguir diferentes linhagens celulares e tipos tumorais. A
andlise do perfil metabdlico por RMN permite o monitoramento da atividade de
inUmeros processos celulares, pois muitas vias metabdlicas estdo conectadas (Fig.
6). No entanto, o processo de andlise de extratos, além de ser laborioso, demorado e
impossibilitar a comparacao histopatolégica, pode também provocar alteracdes na
composicao original dos metabdlitos envolvidos nas vias bioguimicas celulares®.

A técnica de RMN em alta resolucédo usando rotacdo no angulo magico HR-MAS
(High Resolution Magic Angle Spinning) permite a obtengédo de espectros em alta
resolucdo mesmo de amostras heterogéneas, como células intactas ou tecidos*%4L.

Essa abordagem tem iniUmeras vantagens sobre a espectroscopia de RMN para
analise de extratos, pois € um método ndo destrutivo e tanto os metabdlitos aquosos
quanto os lipidicos podem ser observados simultaneamente in situ.

A HR-MAS tem sido utilizada para monitorar os efeitos de varios agentes
terapéuticos nas células tumorais tanto in vitro quanto in vivo®¢. Além disso, a andlise
metabolémica através dessa técnica também tem sido utilizada para estudar as
mudancas que ocorrem nas células tumorais em condi¢cdes de hipoxia, situacéo

presente na maioria dos desenvolvimentos cancerigenos®.
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Figura 6 - A reprogramacgao metabdlica das células tumorais. O metabolismo é reorganizado para
aumentar as reagfes anabdlicas ligadas ao crescimento e proliferacéo celular.
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Fonte: KROEMER G.; POUYSSEGUR J. Tumor cell metabolism: Cancer's Achilles’Heel. Cell
Press.p.473, 200839,

1.5 RMN em alta resolu¢do com rotacdo no angulo magico (HR-MAS)

Os espectros de RMN de amostras sélidas ou heterogéneas obtidos com o0s
métodos convencionais possuem resolucéo espectral muito limitada devido a fatores
relacionados ao movimento molecular restrito*?.

Para aumentar a resolucéo espectral, tem sido aplicada a técnica de rotacao
rapida da amostra, em altas velocidades, em torno do angulo de 54,74° (angulo
magico), que é denominada de MAS (Magic Angle Spinning). A técnica MAS reduz
drasticamente o alargamento de linhas causado pelo acoplamento dipolar, anisotropia
do deslocamento quimico, bem como os efeitos da diferenca de susceptibilidade
magnética, proveniente da heterogeneidade da amostra®3.

A técnica de HR-MAS alia as vantagens da RMN do estado sdlido (MAS) as do
estado liquido (lock e shimming). Assim, reduz a largura de linhas dos sinais em
espectros de amostras heterogéneas, fornecendo uma resolugcdo espectral

semelhante aquela encontrada nos liquidos. A técnica HR-MAS vem sendo usada
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para aumentar a resolucdo espectral de amostras heterogéneas, como tecidos

animais e vegetais®..
Acoplamento dipolar

O acoplamento dipolar, isto €, a interacao direta entre 0s momentos magnéticos
dos nucleos, consiste em um fenbmeno no qual os spins nucleares interagem
magneticamente através do espaco, sem nenhuma interacdo de outros atomos ou
elétrons**. Isto significa que, dependendo da posicéo relativa entre dois nucleos, o
campo magnético gerado pelo spin de um nucleo pode reforgar ou diminuir a forgca do
campo magnético aplicado que o nucleo vizinho esta sujeito*3. Em amostras que
permitam o movimento molecular livre, por exemplo, no caso dos liquidos pouco
viscosos, 0 movimento molecular rapido e isotropico das moléculas faz com que os
efeitos do acoplamento dipolar sejam eliminados. Em casos de amostras
heterogéneas, em que a mobilidade molecular é restrita, os efeitos dos acoplamentos

dipolares sédo observados, causando alargamento dos sinais espectrais.

Deslocamento quimico anisotrépico

O deslocamento quimico de um nucleo é dado pelos elétrons que o blindam em
relagdo ao campo magnético aplicado. Dessa forma, o movimento aleatorio das
moléculas em solucao faz com que uma frequéncia média (frequéncia isotropica) seja
observada para cada local quimico distinto. No entanto, em amostras heterogéneas,
nas quais existem restricdes dos movimentos moleculares, os deslocamentos
quimicos anisotropicos também causam alargamento das linhas, como resultado das

diversas orientac6es das moléculas em relacdo ao campo magnético principal (Bo).

A rotacdo da amostra no angulo magico

A diferenca entre os campos magneéticos locais, Bioc, €experimentada por spins
nucleares equivalentes, € a causa de o0 acoplamento dipolar e o deslocamento quimico
anisotropico contribuirem para o alargamento dos sinais. Os campos magnéticos
locais estdo relacionados ao momento magnético dos spins nucleares segundo a

equagao:

Onde: B,.=+usls (3 COS? g~ 1)
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Boc = campo magnético local experimentado por um ndcleo |
Hg = momento magneético do ndcleo S

rIS = distancia intermolecular

8 =angulo entre o vetor intermolecular e o campo Bo

Assim como o acoplamento dipolar, o deslocamento quimico anisotropico é
dependente do termo  3cos®#—1 e quando o angulo 8 for igual a 54,74°, este
termo torna-se zero e o campo local (Bioc) € anulado®3.

Dessa forma, se a amostra for inclinada e girar no angulo 54,74° (Fig. 7) em
relacdo ao campo magnético principal (Bo), os efeitos de acoplamento dipolar e
deslocamento quimico anisotrépico podem ser eliminados e consequentemente, o

efeito do campo magnético local (Bioc).

Figura 7 - Esquema do giro do rotor no angulo méagico (sonda HR-MAS).

BQ b 4

\ Rotor
(porta amostra)

Para que a rotacdo no angulo magico supere os efeitos de deslocamento quimico
anisotropico, a frequéncia de rotacdo deve ser ao menos comparavel aos

deslocamentos por anisotropia, em torno de 3-6 kHz para amostras heterogéneas*3.

1.5.1 Supresséo do sinal da &gua nos espectros de RMN de *H

Devido a sua alta abundancia natural (em torno de 99%) e a uma alta razéo
magnetogirica (y), o hidrogénio € um dos ndcleos mais estudados por RMN.
Como amostras bioldgicas, mais especificamente células, possuem uma grande

quantidade de agua em relacdo aos metabdlitos, seus espectros apresentam um sinal
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bastante intenso, referente aos hidrogénios da agua, o qual se sobrepde a sinais de
menor intensidade dos metabdlitos.

Além disso, a elevada intensidade do sinal da agua interfere no ganho do receptor,
pois o valor deste sera baseado no sinal de maior intensidade, neste caso a agua, e
ndo nos analitos de interesse (metabdlitos). Caso seja empregado o valor de ganho
do receptor baseado nos sinais menos intensos, sem que haja a eliminacéo do sinal
da agua, havera a saturacdo do detector gerando um “clipping” no FID e, apds a
transformada de Fourier, distor¢des na linha de base*.

Vérias técnicas podem ser utilizadas para a supressao do sinal da agua“®, como
a “‘jump-return” e a técnica utilizada neste trabalho de doutorado que é a pré-

saturacao, bastante utilizada devido a sua simplicidade.

1.5.2 CPMG - Filtro de T2

Embora os espectros obtidos com a técnica HR-MAS apresentem melhora na
resolucdo espectral, as interacfes dipolares e a anisotropia do deslocamento quimico
das macromoléculas, membrana entre outros, ndo sé@o totalmente eliminadas e por
isso contribuem para o alargamento dos sinais. Para eliminar os sinais largos, que
apresentam tempo de relaxacao transversal (T2) mais curto do que o T2 dos sinais
estreitos, usa-se um filtro de T2 4°. O filtro de T2 mais usado na HR-MAS é a sequéncia
CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill)*. Neste método aplica-se o trem de pulsos da
sequéncia CPMG até que os sinais dos componentes com T2 curto desaparecam (ou
sejam minimizados) e se possa adquirir o sinal dos componentes com Tz longo, ou
seja, com linhas estreitas. Como durante o tempo de decaimento dos sinais largos
também ocorre o decaimento dos sinais estreitos, demonstraremos neste trabalho que
os procedimentos de supressado do sinal da agua e filtro de sinais largos com CPMG
podem ser desnecessarios quando utilizado o método de diagonalizagéo filtrado -
FDM (Filter Diagonalization Method) para processar o0s sinais no dominio do tempo,
como 0s obtidos a partir de experimentos de HR-MAS com células de céncer de

mama.
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1.5.3 Estudos metabodlicos com HR-MAS

Estudos de tecidos intactos com a HR-MAS vém sendo realizados desde 1996. A
HR-MAS com filtro de T2 foi usada para avaliar o comportamento dos nddulos linfaticos
axilares saudaveis e dos metastaticos, na tentativa de detectar a presenca de células
malignas infiltradas. O espectro de RMN de 'H HR-MAS para a deteccdo das
mudanc¢as quimicas celulares devidas a presenca do tumor pode ser obtido em
poucos minutos. Este método melhorou a deteccdo dos metabdlitos presentes em
baixas concentracdes e em tecidos com mobilidade restrita®’.

Um ano depois, em 1997 publicou-se o primeiro estudo analisando tecido
humano. Neste trabalho, a HR-MAS proporcionou significativa melhora na resolugéo
espectral tanto em RMN unidimensional (1D) quanto bidimensional (2D) para analise
de espectros de lipoma (benigno) e lipossarcoma (maligno), possibilitando uma
analise mais detalhada da composicao lipidica destes tecidos quando comparados a
métodos de RMN sem MAS. Este estudo colaborou com a anélise da composicao
lipidica do tumor e demonstrou a expressiva importancia da técnica nesta area“*.

Em 1998, realizou-se um estudo preliminar em tumores cerebrais humanos. Estes
autores corroboraram que é possivel melhorar consideravelmente a resolugéo
espectral de tecidos intactos usando HR-MAS e também correlacionar o status da
doenca com os resultados espectroscopicos obtidos a partir das analises de tecidos.
Para os autores, o método de analise usado possui vantagens como: tempo reduzido
de andlise, diferentemente da andlise histopatoldgica; preservacdo da estrutura do
tecido intacta durante as medidas; producéo de resultados de relevancia fisiolégica,
ao contrario da extracao quimica; e medi¢do de um volume variavel de tecido (uL-mL).
Além disso, a HR-MAS foi (til para resolver espectros de 'H em diferentes tipos de
tumores cerebrais e as medidas do metabolismo tumoral obtidas por HR-MAS
mostraram ter fortes implicagbes para a compreenséo da biologia celular e para o
desenvolvimento de novas metodologias de diagndstico do tumor4®.

Também no ano de 1998, foram analisados com HR-MAS carcinomas mamarios
humanos de um grupo de mulheres. A técnica apresentou capacidade para analisar
com alta resolugédo espectral o metabolismo celular de tecido intacto removido

cirurgicamente. Nestas analises, o método de HR-MAS se mostrou uma ferramenta
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rapida e objetiva para analisar a evolugdo tumoral e para diferenciar o tecido normal
do carcinoma através do metabolismo celular distinto*!.

Em 2001, amostras de prostata humana foram analisadas, comparando a relacéo
dos niveis de espermina (poliamina envolvida no metabolismo celular) com o
crescimento do cancer de prOstata. Estabeleceu-se uma relagéo entre os niveis de
espermina e as células epiteliais prostaticas normais, possibilitando explorar a
possivel relacdo entre o mecanismo deste metabdlito com as células sadias, bem
como com as tumorais®®

No ano de 2008, os biomarcadores metabdlicos como lactato e alanina no cancer
de prostata foram investigados usando a HR-MAS. Este estudo demonstrou a baixa
concentracdo destes metabdlitos em biopsias de tecidos benignos de préstata,
enquanto que a concentracdo de ambos os metabdlitos aumentou quando na
presenca do tumor®,

Em 2011, a técnica de HR-MAS demonstrou ser promissora na compreensao das
mudancas ocorridas nas células durante o estresse celular e em sua morte in vitro,
revelando alteracdes metabodlicas durante estes processos. Estas alteracdes,
segundo os autores, podem contribuir para melhorar a eficacia do tratamento in vivo®2.

Neste contexto, a espectroscopia de RMN tem se mostrado uma importante
ferramenta analitica, fornecendo informagdes das condicbes fisiologicas e
bioquimicas in vitro e in vivo. O metabolismo de células e tecidos intactos pode ser
analisado de forma continua, sendo a técnica de RMN néo invasiva, esta permite a
deteccdo instantanea das alteracdes metabdlicas. E, portanto, uma alternativa
eficiente no monitoramento do crescimento e da regressdo tumoral, possibilitando a
compreensao dos mecanismos celulares e auxiliando no desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas.

Desta forma, a anélise metabolémica por meio de HR-MAS é uma abordagem
promissora para identificacdo dos biomarcadores, os quais podem ser usados de
forma nao invasiva para monitorar as terapias anticancer, particularmente aquelas

indutoras de apoptose.
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2 OBJETIVOS

O principal objetivo desta tese de doutorado foi avaliar o efeito do acido linoleico
conjugado no perfil metabdlico de células intactas de cancer de mama, usando a
técnica de RMN denominada de HR-MAS.

As metas desse trabalho foram:

-Estabelecer um protocolo confiavel para o cultivo e crescimento das células de cancer
de mama;

-Aperfeicoar o método de preparo para analise por HR-MAS;

-Analisar as amostras intactas de células de cancer de mama por HR-MAS,;
-ldentificar os metabdlitos presentes nas amostras através de experimentos
bidimensionais e bases de dados online;

-Correlacionar os metabolitos encontrados com as vias bioquimicas distintas;
-Analisar o perfil metabdlico das células tumorais mediante condi¢do de estresse (falta
de oxigénio e nutricdo adequado);

-Analisar o perfil metabdlico das células de cancer de mama submetidas a diferentes
concentracdes de CLA;

-ldentificar as possiveis modificacdes do metabolismo celular mediante o tratamento
comCLA e

-Avaliar o processamento dos dados de HR-MAS, no dominio do tempo, pelo método
de diagonalizacdo filtrada (FDM) como alternativa aos métodos tradicionais de

supressao do sinal da agua, filtro de Tz e transformada de Fourier.
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3 MATERIAIS E METODOS

As amostras de células de cancer de mama, MCF-7 e MDA-MB-231, foram
cedidas pelo grupo do Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo, do Laboratério de Quimica
Medicinal e Computacional - Centro de Biotecnologia Molecular Estrutural, IFSC —
USP.

3.1 Cultivo celular

Neste trabalho foram analisadas duas linhagens celulares de cancer de mama, a
MCF-7 e a MDA-MB-231. Na Figura 8 estdo as imagens microscopicas das células
das duas linhagens. A linhagem MCF-7 possui diversas caracteristicas de um epitélio
mamario diferenciado, incluindo a habilidade de processar o estradiol por meio de
receptores de estrogénio citoplasmatico (ER*) e capacidade de formacao de
nédulos®3. A linhagem MDA-MB-231, por sua vez, ndo possui receptores de
estrogénio (ER") e se apresenta pouco diferenciada, isto €, ndo forma nédulos (Fig.
8).

Figura 8 - Imagens microscopicas das células de cancer de mama com receptores de estrogénio, MCF-
7 (esquerda) e células de cancer de mama sem receptores de estrogénio, MDA-MB- 231
(direita).

As duas linhagens celulares foram cultivadas em meio DMEM (modified
Dulbecco’s Minimum Medium — Cultilab), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Cultilab). As culturas celulares foram mantidas a 37°C com 5% de CO: e as células
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aderidas a superficie da garrafa de cultura, BD FalconTM 75 cm? (Fig. 9A) em que
cresceram na forma de monocamada (Fig. 9B).

ApOs as células ficarem aderidas a superficie da garrafa, retirou-se o meio de
cultura. Em seguida as células foram lavadas com 8 mL de uma solucdo tampéao PBS
(2M NaCl, 2M KCI, 0,2 M NazHPO4, 1M KH2PO4. Para a coleta das células, foi
necessario incuba-las por 2 minutos em uma solucao de tripsina em PBS (1:3). Apés
a tripsinizacao, meio de cultura foi adicionado a garrafa para inativar a tripsina e evitar
danos as células. Em seguida, a suspensao celular foi centrifugada a 1500 rpm por 5
minutos (Eppendorf 5702) e o meio de cultura foi aspirado com os devidos cuidados
para que o pellet ndo se desfizesse (Fig. 9C). O pellet foi ressuspenso em agua
deuterada e centrifugado novamente a 1000 rpm por 5 minutos, para assim formar o

pellet que foram usadas nas analises por RMN.

Figura 9 - Esquema do processo de preparacao das células para formar o pellet celular. (A) Garrafa de
cultura utilizada para o crescimento celular. (B) Fotomicrografia de uma monocamada de
células tumorais. (C) Pellet celular para analise em RMN.

(A)

(B)

Para a andlise da viabilidade celular, as células foram coradas com Trypan Blue

©

e analisadas em camara de Neubauer (hemocitométro) (Fig. 10), o que permitiu a
visualizacdo das células intactas, condigdo necessaria para a analise metabolémica
por RMN.
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Figura 10 - Camara de Neubauer, utilizada para a contagem de células, permitindo o calculo do volume
necessario da suspensao celular para a obtencéo da concentragédo desejada. Neste caso,
é possivel a visualizacao das células de cancer de mama, MCF-7, intactas.

3.1.1 Cultivo Celular com CLA

Para obter os meios de cultura suplementados com CLA, foi preparada uma
solucéo estoque de CLA (1 mM) em soro fetal bovino (SFB). Esta solucéao foi filtrada
em filtro 0,22 um e diluida nos meios de cultura DMEM e L-15 para solu¢des contendo
50 e 100 pM de CLA. Antes dos experimentos, os meios de cultura foram
suplementados com 10% de SFB. As células de MDA-MB-231 e MCF-7 foram
cultivadas separadamente em trés garrafas de cultura de 75 cm? em uma densidade
inicial de aproximadamente de 1,4 x 106 cels/mL. Apés trés dias em estufa a 37°C e
5% CO2, 0 meio de cultura das células foi trocado pelo meio sem e com CLA nas
concentracfes (50 uM e 100 uM). Apés trés dias de exposicdo ao CLA, as células
foram tripsinizadas, centrifugadas, ressuspensas em A&agua deuterada e re-
centrifugadas. As células precipitadas foram entdo submetidas as analises por RMN.
Este procedimento foi aplicado para as trés concentracdes diferentes de CLA, para as
duas linhagens celulares. As andlises para investigar o efeito do CLA nas células

tumorais foram realizadas em quadruplicada.
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3.2 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear

As andlises de HR-MAS foram realizadas em uma sonda dual *H/*3C HR-MAS, no
espectrometro DRX 400 BRUKER de 9,4 Tesla (400,21 MHz para a frequéncia do
hidrogénio) a uma temperatura de 23°C, com deteccéo inversa e gradiente de campo
na coordenada z. A rotagdo da amostra foi de 5 KHz. Estes experimentos foram
realizados no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar).

Utilizaram-se rotores de zirconia de 4 mm de diametro externo, com a adi¢ao de
volume total do rotor (50uL), de uma solucéo de TMSP-d4 (3-(trimetilsilil)2,2,3,3-ds-
propionato de sodio) em D20 para a calibracdo dos espectros e ajuste da
homogeneidade do campo magnético principal, respectivamente. Neste caso, a
amostra ficou contida entre o rotor e um espacador, que possui um orificio para que o
excesso de amostra fosse eliminado. Apos a insercdo do espacador, foi fixado um
parafuso, a fim de garantir que a amostra ndo fosse expelida durante a aquisicao.
Finalmente, tampou-se o rotor com uma tampa seccionada, o que fez com que o rotor
girasse na velocidade adequada (Fig. 11).

Antes das aquisi¢cdes realizadas com as células tumorais, foram realizadas
analises da presenca de impurezas no rotor utilizando uma solu¢cdo de TMSP-d4 (3-
(trimetilsilil)2,2,3,3-ds-propionato de sodio) em D20. Em todos 0s casos somente 0s

sinais referentes ao sinal da 4gua e o padrao utilizado foram observados.

Figura 11 - Rotor e acessorios utilizados para a sonda HR-MAS no espectrometro DRX 400 BRUKER.
(1- rotor; 2 — espacgador; 3- parafuso; 4- tampa seccionada; 5- parafuso).

Fonte: Tese Lucinéia Vizzotto. Universidade Federal de Sao Carlos.
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3.2.1 Método de supresséo do sinal da agua

Os espectros de HR-MAS obtidos inicialmente foram realizados com a sequéncia
padrdo de hidrogénio, no entanto, devido a abundante quantidade de agua presente
nas amostras, tornou-se necessario a utilizacdo da sequéncia para suprimir o sinal da
agua. Neste trabalho de doutorado foi utilizada a de pré-saturacéo. Esta é a sequéncia
mais amplamente utilizada devido a sua simplicidade, consistindo apenas nha
aplicacdo de um pulso seletivo longo (Fig.12) e de baixa poténcia na frequéncia do
sinal que se deseja suprimir. Isto faz com que ocorra a saturacdo dos niveis de
populacdo dos spins e, consequentemente, as transicées dos estados de spins nao
sdo observadas. ApGs este pulso, € aplicado outro mais curto e de alta poténcia para,
em seguida, fazer-se a aquisicao dos sinais de interesse.

Neste caso, os espectros de H foram adquiridos utilizando-se um pulso de pré-
saturacdo de 1,5 s com tempo de aquisicdo de 4,63 s, 32k pontos em uma janela

espectral de 7062,15 Hz e com 128 transientes.

3.2.2 CPMG- Filtro de T2

O método mais comum para se obter um filtro de tempos de relaxacédo (T2) é a
utilizacdo de sequéncias de pulsos denominada CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill)*®.
Durante a aplicacédo dos pulsos da sequéncia CPMG, os sinais provenientes de
macromoléculas e estruturas supramoleculares, em que o T2 curto decaem mais
rapido (resultando nas linhas largas) do que os sinais das moléculas pequenas, que
tem o T2 longo (resultando nas linhas estreitas) podem ser minimizados. Com a
escolha de um tempo de duracdo da sequéncia de pulso CPMG (Fig. 12) pode-se
eliminar a contribuicdo dos sinais largos, deixando o espectro apenas com 0s sinais
com menor largura de linha, que séo os sinais de interesse. Na sequéncia CPMG usou
um tempo de eco (otimizado para as analises realizadas neste trabalho) de 1,2 ms e
120 pulsos de refocalizagdo em Y, acumulados com 256 transientes. Para 0s
espectros utilizados nas analises sequenciais (realizadas para analise do estresse

celular) acumularam-se 512 transientes com um tempo total de aquisicao de cerca de
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uma hora. O processamento desses espectros foi realizado com 32k pontos,
acrescidos de uma multiplicacdo exponencial utilizando um fator Ib=1Hz e corre¢ao

automatica de linha de base.

Figura 12 - Sequéncia de pulsos usada para aquisi¢do do sinal HR-MAS. A sequéncia tem o pulso de
pré-saturacdo e um trem de pulsos da sequéncia CPMG, para eliminar o sinal intenso da

agua e sinais largos, respectivamente.
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3.2.3 RMN Bidimensional

Para a identificacdo dos metabdlitos, as células intactas de cancer de mama
foram analisadas com técnicas bidimensionais, tais como: COSY (Correlation
spectroscopy), HSQC (Heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy) e
HMBC (Heteronuclear multiple bond correlation spectroscopy). Devido a baixa
concentracdo dos metabdlitos intracelulares, estes experimentos foram adquiridos em
um espectrometro BRUKER (14,1Tesla), com uma frequéncia de ressonancia para o
'H de 600,233 MHz e 150,943 MHz para o *3C. Foram utilizados:

g-COSY : Para gerar a segunda dimensao, foram obtidos 256 incrementos (F1)
com 24 scans e um tempo de aquisi¢éo de 0,17s, ou 4096 pontos (F2) para cada um
deles. A janela utilizada foi de 12.019,23Hz (em ambas as dimensdes, F1 e F2), sendo
o intervalo entre scans de 1s;

g-HSQC: para gerar a segunda dimensao foram obtidos 256 incrementos (F1)
com 56 scans e um tempo de aquisi¢éo de 0,17s, ou 4096 pontos (F2) para cada um
deles. A janela utilizada foi de 12.019,23Hz em F2 (*H) e para a segunda dimenséo

foi utilizada uma janela de 36.057,69 Hz(*3C,F1). O intervalo entre scans foi de 1s;
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g-HMBC:Para gerar a segunda dimensé&o foram obtidos 256 incrementos (F1)
com 96 scans e um tempo de aquisi¢éo de 0,17s, ou 4096 pontos (F2) para cada um
deles. A janela utilizada foi de 12.019,23Hz em F2 (*H) e para a segunda dimenséo,

foi utilizada uma janela de 36.057,69Hz (*3C, F1). O intervalo entre scans foi de 1s.

3.3 Utilizacdo de base de dados para identificacdo dos metabdlitos

Neste trabalho foram utilizadas as bases de dados online HMDB, Madison
Metabolomics, KEGG Metabolic Pathways e a SMPDB para auxiliar na identificacao
dos metabdlitos celulares e a correlagcdo com as vias metabdlicas. Isto se fez
necessario porque amostras bioldégicas sdo muito complexas devido a grande
guantidade de compostos provenientes do metabolismo celular. A base de dados
Human Metabolome Database (HMDB) desenvolvida pelo projeto Genome Alberta
(Canada), tem como foco informacf6es em escala molecular sobre os metabdlitos,
enzimas e transportadores associados. Possui informacdes sobre as estruturas
quimicas, além da ocorréncia das mesmas em determinadas matrizes, bem como
suas informacdes de RMN de 'H e 3C. A base de dados Madison Metabolomics
Consortium Database contém as informac6fes de espectros de RMN e de Massa. Essa
base de dados também contém informacBes sobre os metabdlitos em diferentes
condicdes fisioldgicas, e esta relacionada com outras bases de dados, auxiliando na
compreensao dos metabdlitos encontrados. Utilizou-se também a base de dados
Metabolomics, auxiliando na identificacdo de metabdlitos humanos através da
espectroscopia de RMN.

Para melhor compreensdao dos metabdlitos encontrados, bem como para a
andlise das vias bioquimicas, foram utilizadas bases de dados como, por exemplo,
KEGG Metabolic Pathways, que incluem mapas de vias metabdlicas para a maioria
dos metabdlitos encontrados em organismos vivos. Outra base utilizada para o estudo
de vias bioquimicas foi a SMPDB (Small Molecule Pathway Database), que descreve
moléculas envolvidas especificamente em vias bioguimicas humanas.

Empregando essas bases de dados, bem como os experimentos 2D realizados,
foi possivel identificar alguns dos metabdlitos presentes nas amostras de células

tumorais estudadas e o envolvimentos destes em vias bioquimicas especificas.
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3.4 Normalizacdo dos sinais

Para a quantificacdo dos metabdlitos nas células tumorais obtidos através da HR-
MAS, foram utilizados dois métodos de normalizacéo.

O primeiro baseou-se na normalizagcdo do sinal da glicina, em 3,78 ppm, cuja
intensidade foi considerada igual a 1. Este sinal foi escolhido como referéncia, visto
gue esteve presente em todos os espectros. No entanto, ndo foi alvo direto do estudo
das vias bioquimicas e permaneceu com largura de linha constante (ou seja, mesma
area). Assim, a concentragdo relativa de todos os sinais dos metabdlitos foram
calculados através da integracdo destes sinais através do software Origin 8.0
(OriginLab Corporation, Northampton, Mass. USA) tendo como referéncia a area do
sinal da glicina.

Para exemplificar o método utilizado, discrimina-se no espectro (Fig. 13) os sinais
gue foram integrados. No caso da Figura 13, foram discriminados os sinais referentes
a creatina e taurina, sinais 1 e 2 respectivamente.

Para evitar que possivel diferenga do shimming interferisse nos célculos das
areas, optou-se por estipular regides espectrais iguais para todos os espectros, de
forma que todo o sinal do metabdlito fosse analisado sempre da mesma forma.

Outro método de normalizacdo também foi utilizado a fim de se comparar os
resultados obtidos anteriormente. No segundo método de normalizacdo, foi
determinado o somatdrio de todas as amplitudes do espectro como 1000. Isso elimina
a dependéncia de apenas um sinal, como ocorre no método acima. A partir desta
normalizacdo, fez-se a integracdo dos sinais de interesse, como mencionado no

método anterior (Fig.14).
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Figura 13 - Integracdo dos multiplos sinais dos metabdlitos obtidos com o sinal de referéncia em
3,78ppm. Em destaque sinal da creatina e taurina em 1 e 2 respectivamente.
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Figura 14 - Espectro obtido a partir do segundo método de normalizacdo. Através do somatério de
todas as amplitudes do espectro igual a 1000 (A) e exemplo do célculo das areas dos sinais
dos metabdlitos de interesse, creatina e taurina em 1 e 2 respectivamente (B).
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3.5 Método de diagonalizacéo filtrada (FDM)

Além do estudo do metabolismo de células de cancer de mama tratadas com
CLA, avaliou-se o uso do método de diagonalizacdo filtrada - FDM (Filter
Diagonalization Method) para o processamento do sinal de HR-MAS no dominio do

tempo.
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Apesar de a transformada de Fourier (TF) ser o método padrao para conversao
do sinal de RMN no dominio do tempo para o dominio da frequéncia*®, outros métodos
matematicos também tém sido utilizados. Um destes métodos é o FDM, que foi
introduzido por Mandestam® como uma ferramenta alternativa para processar
espectros de RMN. Consiste em um método de ajuste de sinais que possibilita
inUmeras aplicagcbes em processamento de dados. Isto €, o FDM consiste em um
método paramétrico ndo-linear para ajuste dos sinais (fitting procedures) no dominio
do tempo, e ndo de transformacg&o, como no caso da TF®®,

O software do FDM utilizado foi desenvolvido pelo Prof. Dr. Claudio José
Magon, do Instituto de Fisica de Sao Carlos-USP, e foi implementado em linguagem
C/C++ no ambiente Code Builder do OriginPro-8 (OriginLab Corporation
Northampton, Mass., USA).

A Figura 15, apresenta um esquema do procedimento realizado. O sinal das
células de cancer de mama, MCF-7, adquirido através do HR-MAS (Fig.15a) foi
primeiramente processado pelo FDM gerando uma lista de parametros que
descrevem todas as componentes espectrais (Fig. 15b). A partir da determinacao das
componentes do sinal da agua, foi possivel subtrair do FID original o FID da agua (Fig.
15c), desse modo, obteve-se um FID sem a presenca do sinal da agua (Fig. 15d).
Através do reprocessamento pelo FDM, podem-se gerar espectros aplicando

diferentes filtros, separando picos largos e estreitos (Fig. 15e).

Figura 15 — Esquema das etapas realizadas no processamento com o FDM.
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Subtraindo do FID original o FID
do sinal da agua, obtemos o FID
sem sinal da dgua.

FID sem agua

Espectro FOM sem sinal dgua

Fonte: Tiago Bueno de Moraes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anédlises de Ressonancia Magnética Nuclear

As analises por RMN s6 foram realizadas quando as células estavam viaveis. Com
a viabilidade celular estabelecida, foram analisadas inicialmente amostras em
diversas concentragfes (1X102 a 1X10° células). A concentracdo que resultou em
sinais com boa raz&o sinal ruido foi a apresentada pela amostra coletada a partir da
cultura com aproximadamente 10° células.

Os experimentos de HR-MAS foram inicialmente obtidos com a sequéncia padrao
de hidrogénio (Fig.16). Na Figura 16, pode-se observar o espectro em preto no qual o
sinal intenso da agua prejudica a visualiza¢éo dos sinais de interesse (metabdlitos).
Somente apos a expansao vertical de 100 vezes (em vermelho), alguns sinais dos
metabdlitos podem ser vistos. No entanto, independentemente da ampliacdo, as
informacdes de possiveis sinais sobrepostos pelo sinal da 4gua podem ser perdidas.
Considerando este fato, foi necesséaria a supressdo do sinal da agua. Para isto,
utilizou-se o método de pré-saturacéo e tornou possivel uma melhor observacdo dos
sinais dos metabdlitos, ou seja, uma grande quantidade de sinais correspondentes a
pequenas moléculas presentes no interior das células (Fig. 17A).

Para melhorar a resolucédo espectral dos experimentos de HR-MAS, além da
supressdo do sinal da agua, foi necessario também minimizar as intensidades dos
sinais largos provenientes principalmente de macromoléculas e membranas. Para
isto, foi aplicado um filtro de T2 baseado na sequéncia de pulso CPMG (Carr-Purcell-
Meiboom-Gill). Na Figura 17B, esta apresentado o espectro de HR-MAS obtido com a
mesma amostra de células de cancer de mama (MCF-7) da Figura 17A, mas com a
utilizacao do filtro de T2 (CPMG). Realizando uma comparacao entre as Figura 17A e
Figura 17B, pode-se verificar a diferenga entre as larguras de linha dos sinais obtidos,
sendo que no espectro B, os sinais mais largos sdo suprimidos e pode-se observar

com detalhes os sinais mais estreitos, relacionados aos metabdlitos de interesse.
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Figura 16 - Espectro de HR-MAS da amostra de células de cancer de mama (MCF-7) em D20. No espectro em preto se observa o sinal intenso da agua. No
espectro em vermelho esta a expansao da escala vertical de 100X do mesmo espectro para a visualizagdo dos sinais de interesse.
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Figura 17 - Espectro de HR-MAS da amostra de células de cancer de mama (MCF-7) empregando a técnica de supressao do sinal da agua, pré-saturacéo (A)
e espectro da mesma amostra anterior com o uso do filtro de T2 (CPMG). Com o uso da pré-saturacao foi possivel melhorar a observagéo dos sinais
dos metabdlitos, bem como com o uso do filtro de T2 permitiu eliminar os sinais largos das macromoléculas, presentes no espectro A.
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4.2 Identificacdo dos metabalitos

Os metabdlitos presentes nas células de cancer de mama analisadas foram
identificados nos espectros de HR-MAS com o0 uso de parametros espectrais, tais
como deslocamento quimico, acoplamento spin-spin (unidimensional) e correlagdes
bidimensionais homonucleares e heteronucleares. Os experimentos bidimensionais
usados foram: COSY, técnica homonuclear que permite a verificacdo de
acoplamentos diretos entre hidrogénios em grupos vizinhos; HSQC, que possibilita a
andlise de acoplamentos entre 'H e 13C ligados entre si e HMBC, utilizado para
verificar acoplamentos entre 'H e 13C a longa distancia.

Para exemplificar o assinalamento dos sinais encontrados nos espectros de RMN,
sera feita uma descricao detalhada da identificacdo da alanina. Na regido em torno de
1,48 ppm, destaca-se um dubleto, o qual possui deslocamento quimico na regiao
esperada para o grupo metila da alanina (Fig. 17B). Ao analisar este sinal no espectro
COSY, Figura 18, nota-se que este sinal possui correlagdo com outro sinal, cujo
deslocamento quimico é 3,79 ppm, regido onde se observam os hidrogénios dos Ca
dos aminoacidos. Como outras moléculas podem ter deslocamentos quimicos
similares e para confirmar esse assinalamento, foram realizadas também medidas de
correlacdo heteronuclear H-C, de curto e longo alcance, utilizando as sequéncias
HSQC e HMQC.

Na Figura 19, esta apresentado o espectro HSQC, destacando-se as regides
em que ha correlacdo entre o sinal de hidrogénio em 1,48 ppm e o carbono em 19,07
ppm, ou seja, entre os hidrogénios e o carbono do grupo metila da alanina.

Para a visualizacéo das correla¢des a longa distancia, utilizou-se o espectro
HMBC (Fig. 20), no qual o sinal de hidrogénio em 1,48 ppm possui correlacdo a longa
distancia com Ca em 53,38 ppm e com o grupo carboxila em 178,89 ppm.

Esse mesmo tipo de procedimento foi usado para identificar os outros
metabdlitos, ou seja, os assinalamentos dos sinais dos espectros monodimensionais

foram confirmados por meio das correlagdes dos espectros bidimensionais.
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Figura 18 - Ampliacao da regido do espectro COSY das células de cancer de mama (MCF-7) para possibilitar a visualizacédo das correlagdes entre atomos de
hidrogénio de grupos vizinhos.

w N N N
o 13 o 13}
F1 Chemical Shift (ppm)

v
o

TTTTTTTT [ rTTIT T r T I T T T T T T I T T T T T TT T I T TTTI [ IT T T TTIT [ T T
I [ [ [ [ [ I [ I [ [ I

CH 1’48 IllllllIIIIIIIITIIIIIIII[lllllllll]lllllllll]llll]llll]llll
3 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

(d;J=7,28Hz) F2 Chemical Shift (opm)



55

Figura 19 - Ampliacédo da regido do espectro de HSQC das células de cancer de mama (MCF-7) para possibilitar a visualizacdo das correlages de hidrogénio
e carbono ligados entre si.
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Figura 20 - Ampliacéo da regido do espectro de HMBC das células de cancer de mama (MCF-7) para possibilitar a visualizagcao das correlagées de hidrogénio
e carbono a longa distancia.
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O sinal em 2,23 ppm, presente no espectro unidimensional (Figura 21), é
assinalado como a acetona, isto porque nos experimentos HSQC demonstraram que
o sinal em 2,23 ppm esta correlacionado ao sinal em 32,86 ppm relativo ao carbono
do grupo metila da acetona, e nos experimentos de HMBC o mesmo sinal esta
correlacionado ao sinal em 217,95 ppm, do carbono carbonilico da acetona®®.

Com os experimentos bidimensionais e as informacdes obtidas das bases de
dados de metaboloma, foi possivel o assinalamento dos principais metabolitos nas
células tumorais (Figura 21 e Tabela 2). Além da alanina, assinalaram-se
principalmente os metabdlitos lactato, treonina, acetato, acetona, creatina, colina,

fosfocolina, taurina e glicina.
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Figura 21 - Expanséo de 4,5 a 1,0ppm do espectro de HR-MAS de células tumorais. O espectro das células MDA-MB-231 (vermelho) é comparado com o
espectro das células MCF-7 (preto). Os numeros referem-se ao assinalamento de 9 sinais diferentes dos metabdlitos. Os metabdlitos (nimero do
sinal entre parénteses) sdo mostrados: lactato (1), treonina (2), alanina (3), acetato (4), acetona (5), creatina (6), colina (7), fosfocolina (8), taurina
(9). A letra G corresponde ao sinal da glicina (3,78ppm) usado como referéncia para quantificacdo dos metabdlitos.
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Tabela 2 - Estrutura quimica e deslocamento quimico (*H e 3C) para os metabdlitos identificados nas
células de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231.

Metabdlito Estrutura o'H o13C* gHMBC
H,C //
BCH3 1,31 BCHs 22,43  «CH 70,90
Lactato (1) ] (d: J=7,5Hz) C=0 184,97
HO O
NH,
_ H,C OH BCH 68,69
Treonina (2) | vCH3 1,33 vCH: 22,19 [cH 63,17
OH O
HoN /o
: BCH3 1,48 CHs 19,07 CH 53,38
Alanina (3) >_< (d; J=7,28Hz) C=0 178,89
HsC OH
/O
H,C CH5 1,92 CHs; 30,29  C=0 184,09
Acetato (4) 3 \ 3% 3 9% ’
o
HsC
Acetona (5) % CHjy CH32,23 CH; 32,86 C=0 217,95
H,N /CH3
_ >—N OH
Creatina (6) HN/ \ / N-CH3 3,03 N-CH3 41,75 aCH; 56,72
A\
0
i
. +
Colina (7) H3C—'T1—\_ N-CHs 3,20 N-CHs 56,64 BCH: 70,29
CHy OH
H4C

Fosfocolina (8)  HsC O OH N-CHs 3,22 N-CHs 56,62 PCH2 69,19

\ / C-0 59,63
P=0
/
HO
H,N O OH
\\S/
: CH; 3,43 C-S49,89  C-N 38,10
Taurina (9) \\o ?t; J2=6,47HZ)

*Valores obtidos a partir das correlacdes observadas no experimento HSQC.
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4.3 Quantificacdo relativa dos metabolitos

Para a quantificacdo dos metabdlitos nas células tumorais presente nos espectros
de HR-MAS, dois métodos de normalizacao foram utilizados.

O primeiro baseou-se na normalizacéo pelo sinal da glicina, em 3,78 ppm, cuja
intensidade foi considerada igual a 1. Este sinal foi escolhido como referéncia visto
gue esteve presente em todos os espectros, ndo houve variacdo da largura de linha
(ou seja, mesma area para intensidade 1) e nao foi alvo direto no estudo das vias
bioquimicas. Assim, todos os sinais dos metabdlitos foram calculados através da
integracao dos picos (Origin 8.0), tendo como referéncia a area do sinal da glicina.

No segundo método de normalizacdo, determinou-se o somatorio de todas as
amplitudes do espectro como igual a 1000, o que elimina a dependéncia de apenas
um sinal, como ocorre no método acima. A partir desta normalizacdo, fez-se a
integracao dos sinais de interesse, como mencionado no método acima.

As areas relativas obtidas por ambos os métodos de normalizacao estao listados
na Tabela 3, em que é possivel observar que as areas dos sinais foram similares em
ambos os métodos de normalizagcdo, demonstrando a robustez dos mesmos. Assim,
neste trabalho de doutorado, foi eleito o primeiro método para a realizacdo das

analises, devido a sua simplicidade e rapidez.

Tabela 3 - Comparacéo das areas dos sinais dos metabdlitos intracelulares de células de cancer de
mama (MCF-7) obtidos pelos dois métodos de normalizagdo espectral.

Metabolitos Normalizagéo Normalizacao
Referéncia em 3,78 ppm Somatéria dos sinais
Lactato 1,35 1,44
Treonina 19 2,0
Alanina 0,25 0,27
Acetato 0,26 0,28
Acetona 0,15 0,15
Creatina 0,37 0,39
Colina 0,85 0,87
Fosfocolina 5,78 6,2

Taurina 0,67 0,71
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4.4 Determinacdo da variabilidade da concentracdo dos metabodlitos nas
células de cancer de mama, por HR-MAS

Para determinar a variabilidade da concentracdo dos metabdlitos nas células de
cancer de mama, foram feitas triplicatas das culturas para cada tipo de célula, com no
minimo uma semana de intervalo entre cada cultura (etapas independentes). Na
Figura 22A e Figura 22B, sao observados os trés espectros para as células MCF-7 e
MDA-MB-231 respectivamente. Pode-se observar que os espectros de HR-MAS, tanto
para as células MCF-7 (Fig. 22A) quanto para as MDA-MB-231 (Fig. 22B), foram
bastante similares nos trés cultivos, indicando que o método utilizado para o cultivo
celular foi reprodutivo.

Na Tabela 4, estdo listados os valores de média e desvio padrdo para 0s
metabdlitos estudados. Como se pode observar, a variacdo entre as analises esta
abaixo de 10% para a grande maioria dos metabolitos. Com os espectros da Figura
22 e os dados da Tabela 4, pode-se perceber a nitida diferenca entre as células de
cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231.

Entre as diferencas metabdlicas encontradas (Fig.22 e Tabela 4), pode-se
destacar que o teor de treonina, alanina, acetato e creatina foram maiores na MCF-7
do que na MDA-MB-231. Os teores de acetona e fosfocolina foram maiores na MDA-
MB-231. Os teores de lactato, colina e taurina foram parecidos em ambas linhagens
celulares.

A fosfocolina foi o principal metabdlito encontrado nos dois tipos de células
tumorais analisados neste trabalho. Um alto teor de fosfocolina também foi observado
na literatura quando se analisou por HR-MAS tecidos de 19 biopsias de carcinoma
ductal, obtidos de pacientes com cancer de mama, quando comparados com tecidos
de mama saudaveis*'. A obtencéo de alto teor de fosfocolina, tanto em culturas de
células tumorais (in vitro) quanto em tecidos de bidpsias, indica que a concentracdo

de fosfocolina pode ser um biomarcador para deteccdo de cancer de mama*!.
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Figura 22 - Triplicata dos espectros de HR-MAS das células de cancer de mama MCF-7 (A) e MDA-MB-231 (B). Em ambos os espectros é possivel visualizar
uma quantidade grande de sinais referentes aos metabdlitos intracelulares presentes na regido de 0,5 a 4,0 ppm.

>
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Tabela 4 - Quantidade relativa de alguns importantes metabdlitos identificados no espectro de HR-MAS

das células MCF-7 e MDA-MB-231. Valores obtidos pela comparacgéo do sinal normalizado
da glicina (1,00).

Metabdlitos MCF-7 MDA-MB-231

G Glicina 1.00 1.00

1 Lactato 1.67 £0.3 1.69 + 0.4
2 Treonina 2.06+0.1 1.11+0.3
3 Alanina 0.30 = 0.04 0.02 +0.03
4 Acetato 0.26 £+0.02 -

5 Acetona 0.08 + 0.05 1.56 +1.05
6 Creatina 0.45 +0.09 0.14 +0.01
7 Colina 0.80+0.1 1.11+0.3
3 Fosfocolina 5.60 + 0.4 11.22 +1.3
9 Taurina 0.77 £ 0.1 0.62+0.1

4.5 Variacao do perfil metabdélico em funcéo do estresse

Durante a proliferacao celular, as células tumorais devem gerar energia suficiente

e adquirir ou sintetizar biomoléculas em taxas adequadas para a demanda exigida

nessa fase do ciclo celular. Dessa forma, para alcancar as exigéncias celulares

durante a alta proliferacao tumoral, h4 mudancas fundamentais nas vias bioquimicas

gue envolvem, por exemplo, o metabolismo energético e o consumo de nutrientes.

Buscando verificar estas alteracdes, foi realizada uma analise do comportamento das
células de cancer de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) por HR-MAS, durante 5 horas

no rotor sem suprimento de nutrientes e oxigénio.

Na Figura 23 e Figura 24, estdo os cinco espectros de HR-MAS obtidos das

células de cancer de mama MFC-7 e MDA-MB-231, sendo o intervalo de 1 hora entre

as aquisicdes. Para melhor visualizagéo, nas Figura 25, Figura 26, Figura 27 e Figura
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28, esta apresentado a variagdo dos sinais de lactato, acetato, fosfocolina e colina
para ambas linhagens. Na Figura 25, é possivel observar que o lactato apresentou
uma reducéo significativa de concentracéo tanto na MCF-7 quanto nha MDA-MB-231.
Normalmente, durante a hipéxia em células tumorais, ocorre a glicélise aerdbica3® o
que leva a um aumento da producdo de lactato (Efeito Warburg). No entanto,
observou-se um decréscimo do lactato nas células, sob stress nutricional e de
oxigénio, o que indica que as células estao utilizando todos os substratos energéticos
disponiveis ao seu metabolismo, devido a falta de suprimento adequado de glicose.

Na Figura 26, tem-se a variagcdo do sinal do acetato em 1,92 ppm. E possivel
observar um decaimento da intensidade do sinal do acetato em ambas as linhagens.
O acetato, quando ligado a coenzima A, esta relacionado a sintese de colesterol e de
acidos graxos. O mecanismo do acetato em neoplasia é pouco conhecido, no entanto
acredita-se que o0 acetato esta relacionado a membrana lipidica das células tumorais,
porque para o crescimento e proliferagédo celular, inevitavelmente necessita-se dos
constituintes de membrana®’.

Nas Figura 27 e Figura 28, observa-se que o teor de fosfocolina ficou
praticamente constante e o da colina aumentou com o tempo de stress para as duas

linhagens.



Figura 23 - Espectro de HR-MAS de células de cancer de mama (MCF-7) obtidos em 5 aquisi¢cdes consecutivas.
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Figura 24 - Espectro de HR-MAS de 'H das células de cancer de mama (MDA-MB-231) obtidos em 5 aquisi¢cdes consecutivas.
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Figura 25 - Comparacao do sinal em 1,32 ppm referente ao metabdlito lactato nas células de cancer de
mama (m MCF-7; - MDA-MB-231).
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Figura 26 - Comparacéo do sinal em 1,92 ppm referente ao metabolito acetato nas células de cancer
de mama (m MCF-7; - MDA-MB-231).
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Figura 27 - Comparagao do sinal em 3,22 ppm referente ao metabdlito fosfocolina nas células de cancer

de mama (m MCF-7; « MDA-MB-231).
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Figura 28 - Comparacéo do sinal em 3,20 ppm referente ao metabdlito colina nas células de cancer de

mama (m MCF-7; - MDA-MB-231).
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4.6 Efeito do CLA no perfil metabdlico das células tumorais

Os estudos do efeito do CLA no metabolismo das células MCF-7 e MDA-MB-231
foram realizados por meio da exposicao das culturas celulares a 50 uM e 100 uM de
CLA®8. Nas Figura 29 e Figura 30, estdo apresentados os espectros de HR-MAS das
células de cancer de mama, MCF-7 e MDA-MB-231, submetidas a diferentes
concentractes do CLA. Na Figura 29, observa-se que as células de cancer de mama
MCF-7 da cultura controle (Fig. 29A) e com adicdo 50 uM de CLA (Fig. 29B) tem
espectros similares. No entanto, quando as células foram cultivadas na presenca de
100 pM de CLA, o nivel de acetona aumentou significativamente (Fig. 29C). Na Figura
31, pode ser observado que as células de cancer de mama, MCF-7, submetidas a 100
UM CLA, tiveram um aumento do valor médio dos sinais da acetona em 90% + 12,75%.
Os espectros das células MDA-MB-231, submetidas ao CLA, foram similares e ndo
apresentaram aumento da concentracdo de acetona (Fig. 30). Ao contrario,
apresentaram uma diminuicdo do sinal da acetona na presenca do CLA. Somente em
uma das culturas observou-se um pequeno aumento do teor de acetona, Figura 32.

As andlises dos espectros de HR-MAS de ambas as linhagens demonstraram
que os sinais de fosfocolina decresceram com a adi¢cdo do CLA (Fig.33 e Fig.34). Os
resultados mostraram que houve a diminuicao do valor médio dos sinais de fosfocolina
em 32. 5 £ 19.13% nas células MCF-7 quando submetidas a 100 uM CLA. Os
resultados reportaram também que este mesmo metabdlito teve a diminuicdo de 33.5
+ 12.47% nas células MDA-MB-231 quando submetidas a mesma concentracédo do
CLA. Considerando a fosfocolina como um biomarcador tumoral e sendo envolvido
com a malignidade da doenca, os resultados obtidos neste trabalho podem sugerir um
efeito positivo do CLA nas células de cancer de mama analisadas®®. Mais andlises séo
necessarias para elucidar a relagdo entre os niveis de fosfocolina e o efeito
anticarcinogénico do CLA. No nivel mais amplo do metabolismo lipidico de membrana,
as células devem coordenar os niveis de colesterol e fosfolipidios, ja que ha forte
evidéncia indicando que estes estdo em um controle reciproco positivo33. Assim como
se observou uma reducao da fosfocolina encontrada nas células analisadas, também

poderia se supor que o colesterol decresceu com o uso do CLA.
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Figura 29 - Espectros de células de cancer de mama MCF-7. Células controle (A), células tratadas com 50uM CLA (B), células tratadas com 100uM CLA (C).
Em destaque o sinal da acetona intenso nas células submetidas com 100uM CLA.
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Figura 30- Espectros de células de cancer de mama MDA-MB-231. Células controle (A), células tratadas com 50uM CLA (B), células tratadas com 100uM CLA
(C). Em destaque o sinal da acetona presente nas células controle (sem CLA).
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Figura 31 - Quantidade relativa da acetona presente no espectro de HR- MAS das células MCF-7
controle (sem o CLA) e submetidas ao CLA (100 pM).
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Figura 32 - Quantidade relativa da acetona presente no espectro de HR- MAS das células MDA-MB-
231 controle (sem o CLA) e submetidas ao CLA (100 pM).
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Figura 33 - Quantidade relativa da fosfocolina presente no espectro de HR- MAS das células MCF-7
controle (sem o CLA) e submetidas ao CLA (100 pM).
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Figura 34 - Quantidade relativa da fosfocolina presente no espectro de HR- MAS das células MDA-MB-
231 controle (sem o CLA) e submetidas ao CLA (100 pM).
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4.6.1 Hipodtese para as mudancas metabdlicas causadas pelo CLA

Na tentativa de elucidar a variacdo do perfil metabdlico tanto nas células MCF-
7 quanto nas MDA-MB-231 submetidas ao CLA foi necesséario uma abordagem das
diferencas entre as linhagens celulares estudadas. A MCF-7 é uma linhagem de
células de cancer de mama estrogénio positivo, enquanto que a MDA-MB-231 nédo
responde a este hormonio, sendo entdo considerada estrogénio negativo®?.

Esta diferenca pode ser responsavel pelas caracteristicas distintas do perfil
metabdlico das células tratadas com CLA. Desta forma, serd delineada a hipétese
para explicar a producéo da acetona pelas células MCF-7.

Como a principal diferenca entre as células de cancer de mama analisadas
neste trabalho consiste no receptor de estrogénio, € necessario abordar a via
bioguimica do colesterol. Isto porque o colesterol € o principal precursor metabdlico

do hormdnio esteroidal, substancia que regula inumeras func¢des fisiologicas (Fig.35).

Figura 35 — Esquema resumido da via bioquimica para a producéo do colesterol e corpos cetdnicos.
As duas vias bioquimicas ocorrem paralelamente.
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Ao comparar as vias bioquimicas descritas anteriormente, pode-se notar a
presengca comum do 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) em destaque na Figura
35, composto importante na biossintese do colesterol e na sintese de corpos
cetbnicos. Desta forma, tentou-se analisar a possivel correlacdo do HMG-CoA com as

diferengas metabdlicas observadas.

4.6.1.1 Inibicdo da HMG—-CoA redutase como um dos mecanismos da atividade
antitumoral do CLA

Acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) sio potentes inibidores da HMG-CoA
redutase, que é uma enzima limitante na biossintese do colesterol®2. A sintese de
colesterol est4 envolvida com varios processos celulares, incluindo a formacédo da
membrana, biossintese de horménios e a ativacdo de proteinas reguladoras de
crescimento e oncoproteinas. Além disto, alguns estudos reportam a suplementacao
de PUFAs em dietas e sugerem que a presenca destes acidos graxos podem inibir o
crescimento do cancer de mama. Neste estudo, os autores atribuem este efeito a
downregulation da enzima HMG-CoA redutase®:.

A alta atividade da HMG-CoA redutase em tumores mamarios de ratos tem sido
reportada, quando comparada a tecidos mamarios normais. Em adicdo, esta enzima
exibe resisténcia ao mecanismo de controle por feedback em células tumorais®*. Estas
mudancas na atividade da enzima HMG-CoA redutase levam ao aumento da sintese
do mevalonato, o qual pode contribuir para o desenvolvimento do fenétipo maligno®:.

Neste contexto, compostos capazes de inibir a HMG-CoA redutase em células
tumorais podem ser efetivos como agentes terapéuticos. O &cido linoleico conjugado,
acido graxo de cadeia longa, pode também inibir a HMG-CoA redutase. Desta forma,
o CLA impediria a conversdo do HMG-CoA a mevalonato, interferindo na sintese do
colesterol (Fig. 36). Esta acdo pode causar o blogueio na via de biossintese do
colesterol, resultando assim em acumulo de acetil-CoA, que pode se converter, apos
varias etapas, em acetoacetato, podendo ser reduzido para D-B-hidroxibutirato pela
acdo da enzima B-hidroxibutirato dehidrogenase ou sofrer decarboxilagdo

espontanea, produzindo acetona.
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No entanto, para entender a formagdo da acetona em detrimento do
hidroxibutirato, € necessario entender a relagdo entre o colesterol e os fosfolipidios.
Durante a biogénese da membrana, a razao entre estes compostos permanecem
relativamente constantes durante todo o tempo, sugerindo que o fluxo metabdlico
entre lipidios de diferentes espécies é sincronizado, existindo um controle positivo
mutuo entre o colesterol e os fosfolipidioss3.

Assim, a inibicdo da enzima HMG-CoA redutase pelo CLA causa mudancas na
via metabdlica para o acumulo do acetil-CoA, consequentemente reduzindo a sintese
do colesterol. Como mencionado anteriormente, estudos tém demonstrado que a
inibicdo da sintese do colesterol tem levado a reducdo dos niveis de fosfolipidios®.
Isto porque se demonstrou que a reducdo da sintese do colesterol altera a funcéo da
enzima citidiltransferase fosfocolina (CCT/CTP), resultando consequentemente
também na reducdo dos niveis de producéo da fosfocolina®(Fig.36). Esta informacéo
pode explicar os resultados obtidos nas andlises da concentracao de fosfocolina em
ambas as linhagens estudadas.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo consistentes com estes estudos
prévios, pois os niveis de fosfocolina sofreram reducédo nos dois tipos celulares, MCF-
7 e MDA-MB-231, apo6s a suplementacao com o CLA. E a fosfaditilcolina (via Kennedy)
é um ativador alostérico da enzima D-B hidrobutirato dehidrogenase®, a qual atua na
conversdo do acetoacetato para hidroxibutirato. Na auséncia ou em baixas
concentracbes deste modulador alostérico, a enzima D-B-hidroxibutirato
dehidrogenase ndo atua sobre o acetoacetato e a via bioquimica é direcionada para
a producdo da acetona. Esta hipGtese explica o motivo de as células MCF-7
produzirem acetona em detrimento ao hidroxibutirato, quando tratadas com CLA.

Em resumo, no tratamento das células com CLA pode haver um desvio na via
bioguimica para formar acetoacetato, no lugar do colesterol, o qual pode culminar com
a formacao da acetona. Assim, a alteracao na sintese do colesterol tem como alvo a
reducado da producéo dos fosfolipidios (fosfocolina) devido ao controle positivo matuo
entre o colesterol e os fosfolipidios. Neste trabalho, observou-se que em todas as
analises realizadas com o controle das células MCF-7, isto €, sem o CLA, a acetona
estava presente em baixa concentracdo, e a fosfocolina em maior concentracao.
Através da suplementagdo das células com 100 uM CLA, este perfil metabdlico foi

alterado. A intensidade do sinal da acetona aumentou, bem como o sinal da
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fosfocolina diminuiu, confirmando a hipétese de que a reducao do colesterol induz a
diminuicdo na formacédo dos metabdlitos envolvidos na sintese da fosfatidilcolina.

Figura 36 - Via bioquimica resumida para a producdo do colesterol e corpos cetonicos. A possivel
alteracao do metabolismo pela presenca do CLA e a influéncia da sintese do colesterol na
formacao da fosfocolina.
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A variacdo da concentracdo de acetona, nas células de cancer de mama MDA-
MB-231, foi diferente ao encontrado na MCF-7. Enquanto que a variacdo do sinal da
fosfocolina foi similar ao observado na MCF-7(Fig. 33 e 34). De acordo com os valores
obtidos, percebeu-se que as células MDA-MB-231 submetidas ao tratamento com
CLA também apresentaram diminui¢do dos niveis de fosfocolina. Possivelmente, o
mecanismo interconectado com a regulacdo do colesterol foi afetado pela acédo do
CLA, interferindo na atividade da enzima CCT/CTP, como ocorreu com as células
MCF-7.

Através da inibicdo da HMG-CoA redutase em células de cancer de mama, o
CLA pode afetar o processo metabdlico nestas células, aumentando a acetona e
diminuindo a sintese de colesterol, influenciando processos como o0 crescimento

celular, diferenciacdo, apoptose e transformacao maligna. No entanto as células MDA-
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MB-231 nao produziram a acetona, pois apresentam um metabolismo peculiar e mais
ativo quando comparado a MCF-7, consumindo todos os substratos energéticos

disponiveis.

4.7 Modelagem da interacdo CLA - HMGR

A HMG-CoA redutase (HMGR) é uma enzima que contém 887 aminoacidos, se
encontra ligada a membrana do reticulo endoplasmatico e esta sujeita a regulacéo de
curto prazo, pela fosforilacao reversivel. A ligacdo do HMG a enzima HMGR ocorre,
entre outras interacdes, através do terminal carboxilato da por¢cdo do HMG, que forma
uma ponte salina com a Lys735 da HMGR (Fig.37)°’.

Figura 37 - Ponte salina entre o terminal carboxilato da por¢cdo da HMG (verde) e a Lys735 da HMGR
(amarelo).

A HMGR é o principal ponto de regulacdo da biossintese de colesterol?®. Assim
os estudos de modelagem da interacdo do CLA com a HMGR, usaram como modelo
tanto as interacdes da HMG com a HMGR quanto as observadas com os inibidores
competitivos, especificos e reversiveis da HMGR, denominadas de estatinas. Na

Figura 38 é mostrada a estrutura da atorvastatina e da HMG.
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Figura 38 - Estrutura da Atorvastatina e da HMG, respectivamente.

OH

Como neste trabalho observou-se a producdo de acetona, quando as células
tumorais foram submetidas ao CLA, sugere-se um mecanimo de acao do CLA sobre
a HMGR, semelhante ao HMG e as estatinas. Para isso, fez-se uma estudo de docking
usando o programa GOLD. Com o programa GOLD estudou-se a interacdo do CLA e
outros &cidos graxos com a cavidade do sitio ativo da enzima HMGR. Inicialmente,
observou-se que apesar das insaturagbes, o CLA possui liberdade conformacional
significativa, e como o sitio da HMGR é grande (Fig.39), ndo houve um efeito
pronunciado da restricdo conformacional imposta pelas duplas ligacdes.

Figura 39 — Posi¢cdo ocupada pela atorvastatina (A) e o CLA (B) ha enzima HMGR.

(A) (B)

Na Figura 40, pode-se perceber que o CLA e o0 HMG-CoA ocupam posi¢ao
similar na HMGR, e existe a hipétese de o grupo carboxilico do CLA poder interagir
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de forma similar ao grupo carboxilico da HMG com a Lys735 da HMGR (Fig. 41). Isto
€, sugere-se que o CLA pode se tornar um inibidor competitivo da HMGR. Ao se ligar
a HMGR, o CLA impediria a ligacdo do substrato, 0 HMG-CoA. Desta forma, a etapa
da conversdo do HMG-CoA para mevalonato ficara impedida, e consequentemente a

biossintese do colesterol.

Figura 40 - Posicao ocupada pelo CLA (vermelho) e pelo HMG-CoA (verde) na HMGR.

Figura 41— Hip6tese da ligacéo do terminal carboxilato do CLA (verde) e a Lys735 da HMGR (amarelo).
Interacdo similar entre o terminal carboxilato da por¢do da HMG e a Lys735 da HMGR.

!
S\
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Também ¢é plausivel que outros &cidos graxos de cadeia longa se liguem a
HMGR. Realizou-se o procedimento de docking do acido eicosapentandico (EPA) e o
resultado apresentado sugere algumas conformacdes semelhantes ao CLA. A anélise
visual e os procedimentos de docking indicam que estes acidos graxos poderiam se
ligar ocupando uma posicao similar a que o HMG ocupa na enzima.

Como mencionado anteriormente, as células de céncer de mama, MCF-7,
submetidas a 100uM de CLA, apresentaram alteracdo no perfil metabodlico, com a
producdo de acetona. Este fato corrobora com o estudo feito com diferentes
concentracdes de 4cidos graxos em célula Reuber H35, onde foi verificado também
que concentragfes abaixo de 100uM de diversos acidos graxos ndo apresentaram
resultados significativos na atividade da enzima HMG-CoA redutase®®. Neste mesmo
estudo, verificou-se que quando as células Reuber H35 foram cultivadas com o acido
docosa-henaendico (DHA) houve uma diminui¢do da atividade da HMG-CoA redutase
causada pela inibicdo competitiva da enzima, bem como as estatinas. Adicionalmente,
analisou-se também que células HepG2 quando submetidas ao tratamento com o
acido eicosapentaendico (EPA) tiveram o mesmo comportamento que quando
submetidas a lovastatina®.

Na Figura 42 apresenta-se o estudo mostrando a possivel posicao do CLA e
do EPA na HMGR. Pode se observar que a conformacao da HMG, CLA e EPA séo
muito similares indicando que possam ter o mesmo modo de atuacao.

Observou-se um comportamento diferenciado quando se fez o docking com o
acido miristico. Ao contrario do HMG (substrato natural) e dos outros acidos graxos
testados, na maioria das conformacdes, o 4cido miristico ndo apresentou a mesma
posicdo na HMGR (Fig. 42). Talvez esta peculiaridade dos resultados possa ser
explicado pelo menor tamanho deste acido graxo, de forma que o programa deduza
que ele prefira interagir com a parte hidrofébica da cavidade, do que com a Lys 735.
Pode ser que durante a dindmica de interacdo desse substrato no sitio ativo, varios
modos de ligacdo ocorram, principalmente para moléculas flexiveis como estas.

O &cido miristico, juntamente com o acido laurico e o acido palmitico, é
considerado hiper-colesterolémico. Isto corrobora com o fato de a atividade da enzima
HMG-CoA redutase aumentar quando células Reuber H35 foram submetidas a uma

concentracdo 100-150uM de &cido miristico®®.
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Figura 42 - Ponte salina entre o terminal carboxilato da por¢do da HMG (laranja) e a Lys735 da HMGR
(amarelo). Hipotese da ligagao similar entre o terminal carboxilato do CLA (verde) e do &cido
eicosanoide (magenta) e a Lys735. Posicdo do acido miristico diferente dos demais
compostos (Em destaque).

F

4.8 Uso do método da diagonalizacdao filtrada para processamento do sinal de

HR-MAS, no dominio do tempo.

Estudou-se também a viabilidade de se usar o método de diagonalizacéo
filtrada (FDM) para processar os sinais de RMN no dominio do tempo obtidos com a
técnica HR-MAS como alternativa a transformada de Fourier. Como o FDM gera uma
lista de parametros para cada sinal, como por exemplo, frequéncia, largura de linha e
intensidade de fase, pode-se suprimir um ou mais componentes do espectro,
removendo o parametro desejado da lista de dados, antes de construir o espectro no
dominio da frequéncia. Com isso é possivel eliminar sinais indesejados como o sinal
da agua ou linhas com larguras acima ou abaixo de um determinado valor.

Para avaliar a eficiéncia do método fez-se uma comparacdo do procedimento
tradicional com supressao do sinal da agua, filtro de T2 e transformada de Fourier
(Figura 43) e 0 uso do FDM para processar o sinal, sem supresséo ou filtro T2 (Figura
44).
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Na Figura 43 estdo os espectros de HR-MAS de células de cancer de mama
(MCF-7) processados com o algoritmo padrao da Transformada de Fourier (TF). Na
Figura 43A nota-se que em 4,7 ppm tem-se um sinal intenso (dgua) que dificulta a
identificacdo dos sinais pouco intensos. Na Figura 43B tem-se o espectro (TF) da
mesma amostra, agora adquirido com HR-MAS e pré-saturacdo, de modo que o sinal
da agua foi suprimido. Ainda na Figura 43 (A e B) pode-se observar que ocorre a
sobreposicao de sinais largos e estreitos, por exemplo, em 1 ppm, dificultando a
analise e identificacdo desses picos estreitos. Para minimizar os sinais largos tem-se
na Figura 43C, o espectro de HR-MAS com pré-saturacao e filtro de T2 (CPMG).

Na Figura 44 estéo os espectros processados por FDM a partir do mesmo sinal
no dominio do tempo, usado para obter o espectro da Figura 43A. Na Figura 44A esta
0 espectro calculado apenas com os sinais com largura de linha a meia altura, FWHI
(full width at half maximum) maior do que 0,1Hz. Assim, esse espectro ndo contém
apenas sinais muito estreitos que podem ser considerados como ruidos. Na Figura
44B, esta o espectro calculado apenas com os sinais de largura de linha a meia altura
maior do que 5Hz (FWHI>5Hz). Esse espectro s6 contém os sinais com linhas largas
e para se obter o espectro com TF € necessario utilizar na sequéncia um filtro de
difusé@o ao invés de filtro de T2. Como as moléculas pequenas tem um tempo de auto-
difusdo bem menor do que as moléculas grandes, pode-se obter um sinal HR-MAS,
sem as linhas estreitas, que desapareceram com o filtro de difuséo.

Figura 44C esta um espectro com sinais 5Hz>FWHI> 0,1Hz, que € equivalente
a subtracdo do espectro A pelo espectro B. Nesse espectro pode-se ver que o sinal
intenso e largo da agua foi suprimido. Figura 44D esta o espectro obtido com larguras
de linhas entre 1Hz e 5Hz ou seja 1Hz<FWHI<5Hz. Esse filtro elimina as larguras de
linha muito finas, abaixo de 1 Hz e é similar ao obtido com a técnica normal de HR-
MAS, com pré-saturacdo e filtro de T2 (Fig. 43C). No entanto pode-se ver que a
resolucdo do espectro da Figura 44D é muito superior ao da Figura 43C.

Na Figura 45, estdo juntos os espectros das Figura 43C e Figura 44D, para
uma melhor visualizacdo da grande potencialidade da FDM para processar espectros
de HR-MAS. Desta forma, o processamento por FDM, que ndo necessita de pre-
saturacao ou filtro de T2, pode reduzir substancialmente o tempo de aquisicdo dos
dados, contribuindo para manter a integridade da amostra, importante principalmente

no caso de amostras bioldgicas.
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Figura 43 - Espectros de HR-MAS de células de cancer de mama (MCF-7) (A); espectro da mesma amostra (A) adquirido com HR-MAS e pré-saturacéo, de
modo que o pico da agua (4,7ppm) foi suprimido (B) e espectro de HR-MAS com pré-saturagdo do sinal da agua e CPMG, possibilitando melhor
analise dos picos estreitos. Nos trés espectros sao apresentados apenas a componente real e foram obtidos com a FT, processados no software
ACD/NMR Processor 12.01.
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Figura 44 — Espectros de HR-MAS processados por FDM, apds a remogédo dos picos do solvente, calculado em diferentes condi¢cdes de filtro. (A) Picos com
FWHI>0,1Hz foram negligenciados; (B) picos com FWHI <5Hz foram negligenciados;(C) picos com FWHI> 1Hz ou FWHI<5Hz foram negligenciados;
(D) picos com FWHI <1Hz e FWHI>5Hz foram negligenciados. A soma dos espectros (B) e (C) resulta no espectro (A).
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Fonte:MARIA,R.M.;MORAES,T.B.;MAGON,C.J.;VENANCIO, T.;ALTEI,W.F.;ANDRICOPULO,A.D.;COLNAGO,L.A.Processing of high resolution magic angle
spinning spectra of breast cancer cells by the filter diagonalization method. Analyst, p. 4548, 2012%°
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Figura 45 - Espectro processado por FDM de HR-MAS da Figura 44D na faixa de 0,75 a 3,1 ppm. Para comparacao o espectro da Figura 43C foi reproduzido.
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Fonte:MARIA,R.M.;MORAES, T.B.;MAGON,C.J.;VENANCIO,T.;ALTEI,W.F.;ANDRICOPULO,A.D.;COLNAGO,L.A.Processing of high resolution magic angle
spinning spectra of breast cancer cells by the filter diagonalization method.Analyst,p.4548,20126°
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5 CONCLUSOES

A técnica de HR-MAS, com pré-saturacao do sinal da 4gua e filtro de T2 com a
sequéncia de CPMG, mostrou ser uma ferramenta (til para identificacdo e
quantificacdo do perfil metabdlico das células de cancer de mama, MCF-7 e MDA-MB-
231. Também se concluiu que o processamento de espectros HR-MAS com FDM
mostrou ser uma técnica eficaz e rapida, contribuindo principalmente para a
manutencdo da integridade da amostra, neste caso biologica. O HR-MAS foi uma
técnica de alta repetibilidade, principalmente por se tratar de um método simples, que
dispensou o pré-tratamento das amostras, evitando o consumo de tempo e reagentes
para a extracdo dos metabdlitos celulares, além de contribuir na manutencdo da
integridade da amostra. Também mostrou ser eficiente para identificar as variacbes
metabdlicas nas células MCF-7 e MDA-MB-231 tratadas com CLA.

Com os dados de HR-MAS demonstrou-se que o CLA alterou
significativamente o perfil metabdlico das duas linhagens celulares, com o aumento
da producédo de acetona, ha MCF-7 e reducdo da fosfocolina em ambas as células,
levantando a hipétese de que o CLA pode estar inibindo a enzima HMG-CoA redutase,
de maneira similar as estatinas. I1sso foi confirmado com uso de modelagem molecular
onde se demonstrou que o CLA pode ser um inibidor da HMGR. Ao se ligar a HMGR,
o CLA impede a ligacdo do HMG-CoA impedindo sua conversao para mevalonato e
consequentemente a biossintese do colesterol. Esse mecanismo pode explicar a
reducdo da fosfocolina, uma vez que este componente possui controle positivo matuo
com o colesterol.

Com a inibicdo da HMGR, o0 HMG-Co0A ¢é entdo convertido para acetoacetato
e posteriormente a acetona. Desta forma, pode-se concluir que a inibicdo da HMGR
pelo CLA pode ser uma hipétese do mecanismo bioquimico tanto de sua acao
anticarcinogénica quanto das atividades antidiabética, antiadipogénica e
antiaterogénica, relatadas na literatura.

Como propostas futuras, pretende-se através da técnica de RMN, fazer o
rastreamento das vias bioquimicas de células de cancer de mama quando submetidas
a diversos quimioterapicos (doxorrubicin, tamoxifen e estatinas), comparando o perfil
metabdlico obtido com os resultados obtidos neste trabalho de doutorado, na tentativa

de elucidar possiveis falhas na terapéutica aplicada.
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