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RESUMO

O aproveitamento integral dos alimentos possui extrema relevancia pela necessidade de reducao
da formacao de residuos em toda a cadeia produtiva, sendo incluido como um dos Objetivos para
o Desenvolvimento Sustentavel da Organizac¢do das Na¢des Unidas. Do ponto de vista alimentar,
o aproveitamento de residuos vegetais pode ser realizado através do processamento para a
obten¢do de subprodutos, como farinhas, reduzindo os custos de manejo ¢ impacto ambiental e
os reinserindo na economia. Considerando que esses residuos sdo uma fonte relevante de
compostos bioativos que, muitas vezes, permanecem preservados nos subprodutos obtidos, ha
uma oportunidade de desenvolver subprodutos a partir de residuos como a casca de beterraba,
comumente obtida na etapa de pré-preparo para o consumo ¢ que ¢ relatada como fonte de
compostos bioativos com diversas agdes sobre a satde, incluindo possiveis efeitos antitumorais.
Ainda hoje, o cancer de mama permanece com a maior letalidade no sexo feminino, trazendo
relevancia para seu estudo. Assim, considerando a possivel acdo antitumoral de compostos
bioativos da beterraba e a oportunidade de obtencao desses compostos a partir de um subproduto
de baixo custo como sua casca, a presente Tese tem por objetivo avaliar a seguranca desse
subproduto, bem como seus efeitos sobre linhagens celulares de cancer de mama. A presente Tese
inclui trés artigos cientificos, sendo um artigo de revisdo e dois artigos originais. A farinha de
casca de beterraba (FCB) produzida apresentou atividade antitumoral em modelos celulares de
cancer de mama com concentracao para letalidade de 50% das células (LC50) estabelecida em
20mg/mL para tratamentos de 24h, sem modificagdo do LC50 para a linhagem MCF-7 por até
72h, mas com redugdo para cerca de 8mg/mL para a linhagem MDA-MB-231 no mesmo periodo.
Em células MDA-MB-231, observou-se ainda uma inibi¢do da formacdo de novos clones pelas
células sobreviventes ao tratamento de forma dose-dependente (R2>0,9). A atividade antitumoral
observada pode estar relacionada com a presenga de diversos fitoquimicos, incluindo betalainas
(principal pigmento da beterraba), flavonoides, acidos fendlicos, alcaloides, entre outros. No
estudo in silico das propriedades farmacocinéticas das betalainas, indicaxantina se destacou como
o pigmento mais promissor. Além disso, a FCB ndo apresentou capacidade mutagénica em de
modelo bacteriano com e sem ativagdo metabolica exdgena, demonstrando a seguranca dos
compostos originais ¢ de seus metabdlitos. Por fim, a farinha de casca de beterraba foi considerada
uma fonte segura para obtengdo de compostos com atividade antitumoral contra o cancer de

mama.

Palavras-chave: Beta vulgaris L., residuos vegetais, compostos bioativos, cAncer de mama



ABSTRACT

The full utilization of food is extremely relevant due to the need to reduce waste formation
throughout the production chain, being included as one of the Sustainable Development Goals of
the United Nations. From a food perspective, the utilization of vegetable waste can be achieved
through processing to obtain by-products, such as flours, reducing handling costs and
environmental impact and reintroducing them into the economy. Considering that these waste
products are a relevant source of bioactive compounds that often remain preserved in the obtained
by-products, there is an opportunity to develop by-products from waste such as beetroot peel,
commonly obtained in the pre-preparation stage for consumption and reported as a source of
bioactive compounds with various health actions, including possible anti-tumor effects. Today,
breast cancer remains the most lethal cancer in females, emphasizing the importance of its study.
Thus, considering the potential anti-tumor action of bioactive compounds from beetroot and the
opportunity to obtain these compounds from a low-cost by-product such as its peel, the present
Thesis aims to evaluate the safety of this by-product, as well as its effects on breast cancer cell
lines. This Thesis includes three scientific articles, one review article, and two original articles.
The beetroot peel flour (BPF) produced showed anti-tumor activity in breast cancer cell models,
with a concentration for 50% cell lethality (LC50) established at 20mg/mL for 24-hour treatments,
with no modification of the LC50 for the MCF-7 lineage for up to 72 hours, but with a reduction
to about 8mg/mL for the MDA-MB-231 lineage in the same period. In MDA-MB-231 cells, there
was also an inhibition of new clone formation by surviving cells to treatment in a dose-dependent
manner (R>>0.9). The observed anti-tumor activity may be related to the presence of various
phytochemicals, including betalains (the main pigment of beetroot), flavonoids, phenolic acids,
alkaloids, among others. In the in silico study of the pharmacokinetic properties of betalains,
indicaxanthin stood out as the most promising pigment. Additionally, the BPF showed no
mutagenic capacity in a bacterial model assay with and without exogenous metabolic activation,
demonstrating the safety of the original compounds and their metabolites. Finally, beetroot peel
flour was considered a safe source for obtaining compounds with anti-tumor activity against

breast cancer.

Keywords: Beta vulgaris L., vegetable residues, bioactive compounds, breast cancer
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CAPITULO I - INTRODUCAO

1. Aproveitamento integral dos alimentos, sustentabilidade e economia circular

Atualmente, com a proposta da ONU das 17 metas de Objetivos de
Desenvolvimento Sustentdvel para o ano de 2030, realizada em 2015, houve uma
convergéncia do interesse global pela sustentabilidade, a fim de preservar o meio
ambiente em concomitancia com o desenvolvimento tecnoldgico e industrial. Dentre
essas metas, estdo inclusas: a meta 2 para zerar a fome no mundo, a meta 9 para a
industria, inovagdo e infraestrutura sustentaveis, a meta 11 para a elaboragdao de
mecanismos de sustentabilidade para cidades e comunidades, e a meta 12 para o consumo

e a producdo responsaveis (UNITED NATIONS, 2021).

Em paralelo, nacionalmente, encontra-se vigente o Plano Nacional de Residuos
Soélidos e que institui a Politica Nacional de Residuos So6lidos. Dentre as vertentes do
plano, encontra-se o manejo de residuos gerados na agricultura e na agroindustria, que de
acordo com o plano original, sao destinados para a produgdo de adubos e biocombustiveis
(BRASIL, 2012). Porém, considerando que residuos vegetais sao alimentos inteiros ou
partes (como cascas, talos, folhas e sementes) que foram descartados ou perdidos durante
a cadeia de produg¢do ou venda ao consumidor, sua utilizagdo de forma alimentar se torna
muito relevante devido ao seu valor nutricional, em relagdo aos alimentos inteiros, ¢ ao
fato de que as fragdes nao usualmente consumidas dos alimentos também serem ricas em

nutrientes como vitaminas, outros compostos bioativos e minerais (LIN et al., 2013).

Estas politicas explicitam, no que tange a alimentacdo, como o aproveitamento
integral dos alimentos tem vital importancia, tomando como base a diversidade da
alimentacdo a fim de atender as necessidades nutricionais dos individuos utilizando partes
nao-convencionais dos alimentos, como folhas, cascas e talos, na elaboragao de produtos
ou para consumo in natura ou cozidos (DA SILVEIRA; BEDE; NICOMEDES, 2021;
PADILHA et al., 2015).

Residuos vegetais podem ser classificados em dois grandes grupos: o primeiro,
considera os residuos ou subprodutos perdidos durante o processo de plantio, colheita e
distribuicao ao consumidor, incluindo vegetais inteiros ou partes, enquanto o segundo,

considera os residuos ou subprodutos provenientes do pré-preparo e preparo dos

13



alimentos para o consumo, principalmente partes ndo usualmente consumidas, como

cascas ¢ sementes (FERREIRA et al., 2015; SAGAR et al., 2018).

Este cenario torna de extrema importancia o desenvolvimento de tecnologias e
produtos que reinsiram esses residuos na cadeia produtiva, principalmente em paises em
desenvolvimento, onde a falta de conhecimento tecnologico € responsavel pelo
desperdicio de até¢ 40% dos alimentos produzidos durante toda a cadeia produtiva

(RAWDKUEN; KAEWPRACHU, 2020).

Dessa forma, o reaproveitamento desses residuos promove sustentabilidade e
reinsere matérias-primas importantes na economia, possibilitando a elaboracdo de novos
produtos e reduzindo o impacto ambiental de seu acumulo e o impacto financeiro de seu

manejo (GIROTTO; ALIBARDI; COSSU, 2015; LIN et al., 2013).

Hé evidéncias na literatura de que residuos vegetais como as cascas, folhas,
sementes e talos sdo grandes fontes de compostos bioativos tornando viavel sua
exploragdo como matéria-prima (SAGAR et al., 2018), o que vai ao encontro de politicas
publicas vigentes no pais, auxiliando na redu¢do do impacto ambiental gerado por estes
residuos, bem como fornecendo matérias-primas de baixo custo para a obtengdo de novos

produtos com potencial beneficio a saade (BRASIL, 2012).

Em geral, compostos bioativos sdao moléculas produzidas pelo metabolismo
secundario dos vegetais e podem se apresentar livres no citoplasma ou conjugados a
outras moléculas (LIU et al., 2019; PINAFFI et al., 2020), possibilitando sua extragdo e
utilizacao de diferentes formas (SAGAR et al., 2018).

Assim, considerando que o reaproveitamento de residuos vegetais ¢ uma ampla
area de conhecimento, o presente estudo abordard apenas a casca de beterraba (Beta

vulgaris L.).
2. Beterraba (Beta vulgaris L.)

A beterraba ¢ um vegetal da familia Chenopodiaceae, com a forma mais
conhecida de consumo ¢ o de sua raiz, de coloragdo vermelho-roxa, podendo ser
consumida in natura ou com diferentes niveis de cozimento e/ou processamento, sendo

utilizada também para a producao de agucar, com sua forma de consumo variando de
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acordo com o hébito alimentar dos povos (BABARYKIN et al., 2019), de forma que,
além da porgdo interna da raiz, os caules e as folhas jovens sao consumidas como saladas
frescas, enquanto que essas mesmas partes sao consumidas fritas quando o vegetal esta
maduro (AKAN; TUNA GUNES; ERKAN, 2021). Dessa forma, a casca da beterraba se

torna o principal residuo formado em sua cadeia produtiva e consumo.

Este ¢ um vegetal rico em diferentes tipos de compostos bioativos como betalainas
(principalmente betacianinas e betaxantinas) (ZIN; BANVOLGY], 2021), carotenoides,
compostos fenolicos e vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina, niacina, acido
pantoténico, piridoxina, folatos e cianocobalamina), e outras vitaminas (C, E, K)
(CHHIKARA et al., 2019; LILIANA; OANA-VIORELA, 2020). Essas moléculas vém
sendo correlacionados com diferentes efeitos biologicos tais quais efeitos anti-
inflamatorios, antioxidantes, hepatoprotetores, antidiabéticos e anti-hipertensivos

(CHHIKARA et al., 2019).

Estudos ja foram realizados a fim de promover a reutilizagdo da casca de beterraba
como fonte de compostos bioativos como as betalainas dos tipos betanina, uma
betacianina, ¢ betaxantinas (ZIN; BANVOLGY]L, 2021), antocianinas, taninos,
flavonoides, alcaloides e polifenois (EL-BELTAGI et al., 2018), e fibras alimentares
(CHHIKARA et al.,, 2019). Ressalta-se ainda que a betanina e os polifenodis sao
encontrados em concentracao superior na casca da beterraba do que em outras partes,

incluindo a porgdo interna da raiz (SEREMET et al., 2020).

Extratos da casca da beterraba também vém sendo testados como antibacterianos
em diferentes cepas como Listeria monocytogenes (SALAMATULLAH et al., 2021),
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi, Vibrio cholera, Aeromonas
hydrophila, Pseudomonas aeruginosa (MAQBOOL et al., 2020), como antifungico
contra a Candida albicans (SALAMATULLAH et al., 2021), e contra diferentes
linhagens celulares de canceres como a A549 para cancer de pulmao (EL-BELTAGTI et
al., 2018), a HepG2 para cancer de figado, a CAL 27 para cancer de lingua e a Caco-2
para cancer de colon (SEREMET et al., 2020). De fato, ainda que os mecanismos nio
estejam completamente elucidados, as betalainas da beterraba t€ém sido relatadas como

possiveis bioativos contra o cancer (LECHNER; STONER, 2019).
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Assim, ¢ natural que hajam ainda estudos que apresentem diferentes formas de
utilizacdo e produtos elaborados a partir da casca da beterraba, como pds antioxidantes
(MISTRIANU et al., 2022), extratos antioxidantes concentrados (ZIN; BANVOLGY],
2021), utilizagdo como corantes naturais em substituicao a corantes artificiais (SHETTY,
2020) e utilizacdo como adjuvantes em vinhos (DESHMUKH; DESHMUKH, 2021), a

fim de se elaborar produtos funcionais e com beneficios a saude.
3. Elaboracao de farinhas de residuos vegetais para obtencio de compostos bioativos

Considerando que os residuos vegetais sdo pereciveis e que podem ser degradados
por microorganismos, tratamentos adicionais sdo necessarios a fim de preservar o
material para que seja possivel sua reutilizacdo plena ou como matéria-prima para a
extracao de compostos bioativos. Nesse sentido, a secagem desse material e a formulagao
de farinhas vegetais ¢ uma alternativa vidvel e muito explorada na literatura (FERREIRA

etal., 2015; LARROSA; OTERO, 2021).

A elaboracdo de farinhas a partir de residuos vegetais apresenta diversos
beneficios como a possibilidade de estocagem em temperatura ambiente, menor
susceptibilidade a degradagdo por microorganismos devido a menor umidade do material,
maior capacidade de estocagem (mais massa em menor volume) e maior preservacao dos
nutrientes e bioativos de interesse. Essas vantagens coexistem ainda com um menor custo
de manejo e operagdo, permitindo ampla utilizacdo deste método de preservagdo

(LARROSA; OTERO, 2021).
4. Compostos bioativos: Importancia para a saude e sua relacio com o cancer

No que tange o impacto do consumo de compostos bioativos sobre a satde,
evidéncias sdo apresentadas com relacdo a acdo de diversos compostos de origens
vegetais e classificagcdes (compostos fendlicos, carotenoides, aminoacidos nao-proteicos,
antocianinas, vitaminas, entre outros) sobre diferentes tipos de doencas, principalmente
doengas cronicas nao-transmissiveis, como o diabetes (GOTHAI et al., 2016), a
hipertensao e doencas cardiovasculares (BAHRAMSOLTANI et al., 2019), doencas
neuro-degenerativas relacionadas a inflamacao (MASTINU et al., 2019), e o cancer

(LAGEIRO et al., 2020).
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Cancer ¢ o nome dado a uma formagdo neoplasica decorrente de mutacdes
genéticas e/ou de estimulos externos que culminam em uma diferenciacdo celular ndo
adequada ao tecido em que se encontra, podendo permanecer como célula nado
diferenciada ou diferenciando-se em uma célula especializada de outro tecido, e que ¢
capaz de transferir essas caracteristicas para células-filhas através da mitose, levando a
incongruéncias teciduais (ALBERTS et al., 2011). O desenvolvimento atipico dessas
células nesse tecido leva a formacdo de um microambiente, que utiliza os meios ja
disponiveis neste tecido para sua propria nutricdo e proliferacdo, podendo também
ampliar estes recursos estimulando a angiogénese (HANAHAN; WEINBERG, 2011). As
células de cancer podem ainda se desassociar de seu tecido de origem e se alojar ou
infiltrar em outros tecidos, adjacentes ou ndo, dando origem a metéastase (ALBERTS et

al., 2011; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Ainda que o desenvolvimento do cancer seja multifatorial e que assuma
comportamentos diferentes de acordo com o tecido de origem, certos comportamentos
celulares podem ser observados em todos os casos e ja foram descritos como marcadores
classicos para o cancer, como a sustentacdo da sinalizagdo proliferativa, a evasdo de
inibidores de crescimento, a possibilidade de ativamente invadir outros tecidos, a
realizagdo de mitoses consecutivas, a indugdo da angiogénese e a resisténcia a morte
celular. Além disso, a literatura recente inclui ainda a evasdo da destruigdo celular pelo
sistema imune e o desbalanco energético celular como possiveis novos marcadores, além
de também incluir a instabilidade gendmica e processos inflamatdrios como possiveis

facilitadores da formagao do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Dessa forma, considerando que o cancer ¢ uma doenca multifatorial, alguns
estudos visam correlacionar a alimentagdo, a obesidade e processos inflamatdrios com o
possivel surgimento de diferentes neoplasias (LECHNER; STONER, 2019; LOPEZ-
SUAREZ, 2019; TAN; HAMID, 2021).

Uma estimativa global sobre a prevaléncia de cancer no ano de 2020 constatou
que o cancer de mama ultrapassou o cancer de pulmao como a principal causa de morte
por este tipo de doenca em individuos do sexo feminino, posicdo que mantém até hoje
(SUNG et al., 2021). Assim, o presente estudo tem foco na verificacdo das evidéncias da

capacidade antitumoral de compostos bioativos sobre o cdncer de mama.
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5. Avaliacio toxicologica de bioativos para fins terapéuticos

No que tange a satide publica, sempre que um novo produto ¢ elaborado e proposto
como adjuvante ao tratamento de doengas, analises de seguranca relacionadas ao seu uso
devem ser realizadas, com testes toxicologicos servindo para este fim. A classificagao dos
compostos varia de acordo com a legislagdo vigente em cada pais, porém, tomando a
legislacdo Europeia como base, vemos a abordagem ¢ a de testes sequenciais, divididos
em 3 grupos, onde: o grupo 1 fornece as informagdes minimas necessdrias sobre o
bioativos; o grupo 2 avalia a absor¢do, a toxicidade e a genotoxicidade in vitro dos
bioativos; ¢ o grupo 3 avalia a capacidade de bioacimulo do composto, sua
genotoxicidade in vivo e sua toxicidade cronica (VILAS-BOAS; PINTADO; OLIVEIRA,
2021).

Dentre as andlises que compdem o grupo 1, encontra-se o teste de mutagdo reversa
bacteriana (VILAS-BOAS; PINTADO; OLIVEIRA, 2021), também conhecido como
teste de Ames, uma vez que um resultado positivo neste teste traz a indicacdo de uma
possivel agdo carcinogénica do composto avaliado (GALVAO, 2022), e deve ser
realizado em todos os novos produtos formulados e destinados ao mercado Europeu

(VILAS-BOAS; PINTADO; OLIVEIRA, 2021).

Por outro lado, visando a avaliacdo da eficidcia de novos compostos contra o
cancer, outros testes in vitro podem ser realizados como a influéncia sobre a viabilidade
e ciclo celular e a formag¢dao de micronucleos. Em ambos os testes, a capacidade do
composto de agir sobre o metabolismo celular ¢ verificada, porém de formas distintas e
complementares. No primeiro caso, a multiplicacdo in vitro do tipo celular escolhido ¢
realizada com a verificagcdo posterior da propor¢do de células em cada fase do ciclo
celular. Assim, um acimulo de células em uma fase especifica pode indicar uma possivel
acdo do bioativo avaliado (KIM et al.,, 2018; NIGRA et al, 2021; VERMA;
SRIVASTAYV, 2020). No segundo, a avaliagdo recai especificamente sobre a interfase da
divisdo celular, onde, ap6s uma duplicagdo incorreta dos cromossomos, a célula podera
apresentar micronucleos, sendo uma ferramenta util na avaliagdo de danos
cromossomicos causados pelo bioativos de interesse (OCDE, 2016). Dessa forma, os

testes apresentados sdo considerados complementares e indicados para a avaliacdo da
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acdo de um ou mais compostos sobre células de cancer, além de fornecer informagdes

sobre a seguranca de seu uso terapéutico.
6. Evidéncias da acido de compostos bioativos sobre o cincer de mama

O cancer de mama ¢ um diagndstico baseado em critérios patoldgicos
padronizados, caracterizado como carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular
invasivo, ou outras formas hibridas destes dois tipos e/ou outras anomalias raras. As
formas ductal invasivo e lobular invasivo compreendem de 55% a 90% dos casos deste
tipo de cancer (WAKS; WINER, 2019). Além disso, essa neoplasia pode também ser
categorizada em 4 grandes tipos: positivo para receptor de hormonio (HRP); positivo para
fator de crescimento da epiderme 2 (HER2); triplo negativo; e subtipo claudina-baixo

(SINGH et al., 2021).

O cancer de mama vem sendo correlacionado com processos inflamatorios
sistémicos e geralmente apresentam pior progndstico (WELLENSTEIN et al., 2019),
possivelmente devido a um maior processo de angiogénese intra-tumoral que, além de
nutrir a massa tumoral, permite também o deslocamento celular podendo elevar o risco
de metastase (OSHI et al.,, 2020), principalmente quando associado a obesidade,
considerando que este estado corporal ¢ suficiente para estimular a patogénese do cancer
de mama (NAGAHASHI et al., 2018). Dessa forma, abordagens anti-inflamatorias vém
sendo estudadas a fim de prevenir ou auxiliar no tratamento do cancer de mama, havendo
inclusive patentes ja registradas para produtos de origem vegetal utilizados para este fim

(SINGH et al., 2021).

Em um estudo realizado com células MCF-7 como modelo celular de cincer do
tipo HRP-HER2-Luminal A, Kim et al. (2018) reportaram que extratos da casca de Citrus
unshiu foram eficazes na indugdo da apoptose celular por mecanismos intrinsecos, como
a ativacao da via AMPK, e por mecanismos extrinsecos como o controle da formacgao de
espécies reativas de oxigénio. Células MCF-7 sdo pouco eficazes na angiogé€nese
(COMSA; CIMPEAN; RAICA, 2015), porém a formagdo de espécies reativas de
oxigénio sinaliza a ativagdo de processos pro-inflamatérios que podem levar a
vascularizagdo do tecido de forma a superar a incapacidade desse modelo celular

(COMSA; CIMPEAN; RAICA, 2015; FORRESTER et al., 2018), podendo levar a piores
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progndsticos. Considerando que o cancer de mama ¢ capaz de resistir a quimioterapia
(KUMAR et al., 2019), a reducdo da formagdo de espécies reativas de oxigénio torna-se

um objetivo relevante a fim de impedir a angiogénese e favorecer a apoptose.

A inducao da apoptose deste tipo celular também foi alcangada com o uso de
extratos de casca de banana (Nendran) (KUMAR et al., 2019), extratos de café robusta
(Coffea canephora) (NIGRA et al., 2021), com ambos os autores sugerindo uma
correlacdo entre a atividade antioxidante dos extratos analisados e a indugao da apoptose

deste modelo celular.

Outro mecanismo de a¢do de extratos vegetais foi a alteracdo da expressao génica
de células MDA-MB-231, modelo de cancer de mama do tipo triplo negativo, reportado
por Ahmadiankia et al. (2018), onde os autores utilizaram extrato de casca de roma
(Punica granatum) e observaram a redug@o da expressao génica que controla capacidade
migratdria deste tipo celular como a maior expressdo para a produgdo de ICAM-1
(molécula responsavel pela adesdo celular) e reducdo da expressdo de fibronectina e do
fator de crescimento endotelial vascular, se traduzindo em uma menor vascularizacao do
tumor e menor risco de metastase. Polifendis da manga (Mangifera indica L.) também
foram reportados como indutores de apoptose deste tipo celular através da modulagdo da

via PI3K/AKT/mTOR associada a micro-RNAs (ARBIZU-BERROCAL et al., 2019).

Estes estudos trazem evidéncias de que ¢ possivel desenvolver extratos que

possuam atividade biologica desejavel no apoio ao tratamento do cancer de mama.
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CAPITULO II - JUSTIFICATIVA E HIPOTESES DE PESQUISA

Considerando que o aproveitamento de residuos vegetais vai ao encontro de
politicas publicas brasileiras e que a casca de beterraba ¢ fonte de compostos bioativos
que possuem evidéncias cientificas de correlacdo a prevengdo de doengas e possiveis
influéncias sobre o metabolismo de células de cancer, torna-se imprescindivel realizar
estudos que validem essas evidéncias do ponto de vista da eficacia e da seguranca
toxicologica decorrente de seu consumo para fins terapéuticos, e que contribuam para o

avanco do conhecimento cientifico nessa area.

Considerando que o tratamento térmico € recomendado como forma de obtengao
de subprodutos de residuos vegetais, o uso de temperaturas de secagem inferiores a 100°C
reduz, porém nao elimina a capacidade antioxidante e efeitos antitumorais observados em

produtos obtidos a partir da beterraba in natura, ja explorados na literatura.

Considerando que ha o uso de substincias potencialmente mutagénicas como
defensivos agricolas no cultivo convencional, o tratamento térmico ¢ capaz de tornar o

consumo da farinha de casca de beterraba seguro do ponto de vista mutagénico.

Considerando que ha uma forte capacidade antioxidante da beterraba reportada na
literatura cientifica e que o estresse oxidativo pode ser responsavel por mutagdes no DNA
que levam ao desenvolvimento de cancer, ¢ possivel que bioativos provenientes da farinha
de casca de beterraba exer¢am atividade antimutagénica por quimioprotegao do DNA

contra o estresse oxidativo.

r

Considerando que a evasdo de mecanismos apoptoticos ¢ uma caracteristica
marcante em células de cancer e que compostos bioativos diversos identificados na
beterraba podem influenciar na apoptose, ¢ possivel que a farinha de casca de beterraba

promova a apoptose celular.
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CAPITULO III - OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Avaliar in vitro a capacidade antitumoral de bioativos obtidos de farinha da

beterraba sobre linhagens de cancer de mama.
2. Objetivos especificos

e Produzir extratos ou solugdes a partir da farinha de caca de beterraba para
aplicacdo em testes celulares;

e Avaliar a influéncia destes extratos ou solugdes sobre a viabilidade celular ¢ a
capacidade de formagdo de clones de células das linhagens MCF-7 e MDA-
MB-231, modelos para cancer de mama;

e Avaliar o perfil quimico de betalainas e outros compostos bioativos através de
abordagem metabolomica;

e Investigar a capacidade mutagénica e antimutagénica destes extratos ou
solucdes através de modelo bacteriano adaptado do Teste de Ames;

e Investigar as propriedades farmacocinéticas de moléculas identificadas no

extrato produzido através de abordagens in silico.
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CAPITULO VII - CONSIDERACOES FINAIS

A literatura demonstra que residuos vegetais sdo uma grande fonte de fitoquimicos
bioativos de interesse para o tratamento de diversas patologias, sendo essa uma fonte
barata de obtengao, considerando que essa matriz vegetal ¢ usualmente descartada por
motivos diversos, propiciando ainda uma redu¢do do impacto ambiental gerado pelo

descarte.

O uso dos residuos vegetais como matriz para a obtengcdo desses compostos
perpassa pela aplicacdo de técnicas diversas de conservagao da matriz organica e de
extracdo, isolamento e preservagdo dos compostos, a fim de possibilitar o estoque,

transporte e uso em formulagdes diversas.

Na presente Tese, ao utilizar a casca da beterraba como matriz organica fonte de
compostos bioativos e a técnica de secagem em estufa como fonte de preservacdo da
matriz organica, colocamos essas premissas em teste, avaliando posteriormente a

permanéncia da atividade antitumoral ja relatada na literatura para a Beta vulgaris L.

As informacodes apresentadas anteriormente revelam um grande potencial para a
farinha de casca de beterraba como matéria-prima para a obtencdo de fitoquimicos
diversos e as betalainas como compostos antitumorais para a formulagao de nutracéuticos
e/ou farmacos, adjuvantes no tratamento convencional do cancer de mama, em especial

o fenotipo triplo negativo.

Os resultados observados na presente Tese sdo provenientes de um extrato estéril,
produzido pelo autor, e que apresenta fitoquimicos diversos e betalainas e, portanto,
consideramos os resultados como um efeito sinérgico de todos os compostos presentes
no extrato. Dentre os fitoquimicos encontramos curaminas, flavonoides e derivados,
alcaloides isoquinolinicos, entre outros, e que ja possuem atividade antitumoral individual

reportada na literatura, bem como as betalainas.

Fitoquimicos em geral como polifendis diversos, cumarinas, entre outros, sao
relatados como compostos de baixa biodisponibilidade, o que dificulta seu uso por via

oral como adjuvantes em tratamentos antitumorais.
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Em relagdo as betalainas, ha ainda grandes dificuldades a serem superadas, visto
sua baixa biodisponibilidade e rapida excre¢do renal. Para contornar estes desafios, ¢
necessario desenvolver métodos que favorecam a absor¢ao das betalainas, seja por
conjugados moleculares, seja por técnicas de encapsulacdo e protecdo molecular
permitindo uma maior bioacessibilidade destes pigmentos, o que, em teoria, favoreceria

sua absorgao.

Até o presente momento, ndo foram encontradas informagdes sobre efeitos toxicos
do consumo de betalainas. Isso provavelmente se deve a rapida excrecdo renal, que
impede o acumulo destes pigmentos no organismo humano. No entanto, considerando a
possibilidade da formulacdo de agregados moleculares, sera necessario avaliar o
clearance renal, bem como a possibilidade de acimulo destes pigmentos em tecidos
tumorais alvo e em tecidos periféricos, a fim de avaliar os efeitos de citotoxicidade,
especificamente a acdo antitumoral e a possibilidade de citotoxicidade para células nao

tumorais.

Para além do estudo da toxicidade das betalainas, ¢ necessario ainda assegurar a
auséncia de efeitos deletérios a satide proveniente dos demais componentes do extrato
produzido. Este estudo pode ser realizado de duas formas distintas: na primeira, utiliza-
se o extrato como um todo, abordagem que demonstra a seguranca do extrato, mas que
nao correlaciona seus efeitos a moléculas especificas, sendo esta segunda parte uma falha
indesejavel; na segunda abordagem, realiza-se o estudo da composi¢cao molecular geral
do extrato, com a pretensdo de estudar seus componentes separadamente, trazendo
informacdes de eficacia e seguranca do extrato e seus componentes. Ambos os métodos

possuem suas vantagens e desvantagens que devem ser levados em consideragao.

Por fim, deve-se ressaltar a importancia de realizar um planejamento adequado
para a prospecg¢dao de compostos bioativos com atividade antitumoral em residuos
vegetais. E necessario assegurar a qualidade da matéria-prima e dos métodos de extragio
utilizados, além de também verificar a seguranca toxicologica e mutagénica do extrato
produzido, e averiguar a eficacia e aplicabilidade real dos bioativos estudados e extratos
produzidos, uma vez que o objetivo final € o uso como adjuvante no tratamento de

pacientes com cancer que ja se encontram em vulnerabilidade causada pela doenca.
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CAPITULO VIII - CONCLUSAO

A farinha de casca de beterraba (Beta vulgaris L.) mostrou-se um subproduto com
grande capacidade antioxidante in vitro, sugerindo um ajuste do estado redox de células
tumorais que possivelmente contribui para a apoptose celular por mecanismos
epigenéticos. Além disso, a seguranga do ponto de vista da mutagénese do seu extrato foi
constatada, possibilitando o seu uso. O extrato exibiu diversas classes de fitoquimicos,
com varios deles descritos na literatura como compostos antitumorais por mecanismos
variados. Fica evidente que o extrato pode assumir atividade antitumoral in vitro contra
células de cancer de mama, possivelmente devido a ativacdo concomitante de vias
metabolicas de controle de ciclo celular, sugerindo sinergismos de a¢do. Importante
ressaltar que o extrato produzido foi obtido a partir de um produto elaborado com base
em um residuo vegetal. Além disso, o processamento térmico aplicado para a produgao
da farinha ndo foi suficiente para a extingdo do efeito antitumoral reportado em outros
estudos que utilizaram extratos da beterraba in natura ou sucos obtidos desta matéria-
prima. Por fim, as betalainas revelaram-se como compostos possivel atividade
antitumoral, porém com propriedades farmacocinéticas insuficientes, como baixa
biodisponibilidade, baixo tempo de meia vida no sangue e alto clearance renal, o que
dificultam seu uso como adjuvante terapéutico. No entanto, estudos adicionais podem ser
realizados para a modificagdo molecular desses pigmentos a fim de aumentar a
biodisponibilidade, ampliar o tempo de meia vida no sangue e reduzir o clearance renal,
bem como estudos toxicoldgicos para verificar a seguranga de tais modificagdes. Por fim,
a farinha de casca de beterraba foi classificada como um subproduto seguro para o
consumo ¢ com propriedades antioxidantes e antitumorais contra o cancer de mama

dignas de nota.
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