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1. Introducio

A leucemia mieloide cronica (LMC) é uma neoplasia hematologica da medula ossea,
caracterizada pela progressao lenta e acimulo de leucdcitos neopldsicos maduros no sangue e
na medula'. Em 2020, as leucemias foram o 13° cancer mais incidente no mundo e o 10° no
Brasil, com estimativa de 11.540 novos casos no pais entre 2023-2025. Em Manaus, a
incidéncia aumentou de 76,8 casos por milhdo em 2011 para 87,1 em 2016, evidenciando a
LMC como um problema relevante de saude publica®”.

O tratamento da leucemia baseia-se principalmente em quimioterapia, com farmacos,
eficazes, contudo, associados a efeitos colaterais e resisténcia, inclusive em terapias alvo devido
a mutacdes no gene BCR::ABLI, evidenciando a necessidade de alternativas mais seguras e
acessiveis*®. Compostos naturais, como vinorelbina e vimblastina, atuam na progressio do
ciclo celular e eliminagdo de células neoplasicas, ativar proteinas de reparo celular (p21, p27,
p51, p53), inibir citocinas pro-tumorais (IL-6, TGF-B) e sensibilizar células cancerigenas a
apoptose, ampliando a eficicia da quimioterapia®.

Dentre os compostos naturais estados, o 6leo da semente de roma (Punica granatum) é
rico em metabolitos bioativos com alta atividade antioxidante e potencial para modular
proliferagdo celular, inflamagdo e angiogénese’'°. Considerando a alta incidéncia de leucemias
e limitagdes terapéuticas como resisténcia, toxicidade e imunossupressao, este estudo objetivou
investigar o potencial antineoplésico e a atividade citostatica do 6leo da semente de Punica
granatum em células de leucemia mieloide cronica (K-562), avaliando citotoxicidade e efeitos
sobre o ciclo celular, visando novas abordagens terapéuticas em neoplasias hematologicas.

2. Material e Métodos

2.1 Aspectos éticos:

Este estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Biomarcadores celulares e
moleculares envolvidos na resposta imunoldgica de pacientes com Leucemia Linfoblastica
Aguda: Novas abordagens aplicadas ao diagnostico, prognoéstico e terapéutica”, devidamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), com o seguinte nimero de Parecer: 4.982.395.



2.2 Aspectos éticos:

Este estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Biomarcadores celulares e
moleculares envolvidos na resposta imunoldgica de pacientes com Leucemia Linfoblastica
Aguda: Novas abordagens aplicadas ao diagnostico, prognoéstico e terapéutica”, devidamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), com o seguinte nimero de Parecer: 4.982.395

2.3 Modelo de estudo
Trata-se de um estudo analitico experimental, do tipo pré-clinico (fase 1).

2.4 Obtencao do d0leo da semente de roma (Punica granatum)

O oleo de semente de roma (OSR) foi extraido por prensagem a frio, adquirido da
empresa Piping Rock (New York, EUA) e fornecido, juntamente com sua caracterizacao fisico-
quimica, em colaboragdo pelo Prof. Dr. Guilherme Carneiro, da Universidade Federal do Vale
do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), Diamantina-MG.

2.5 Cultura de células:

A linhagem celular utilizada neste estudo foi K-562 (leucemia mieloide cronica; ATCC
CCL-243). As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 com vermelho de fenol, (Gibco,
Rockville, MD), suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco), 100 pg/mL de
antifingico e 500 pg/mL de antibidtico, mantidos a 37 °C em atmosfera de 5% de CO..

2.4 Isolamento de células mononucleares de sangue periférico humano (pbmc):

Os participantes do estudo assinardo o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). O sangue periférico foi coletado com anticoagulante (EDTA) de cinco doadores de
sangue. O PBMC foi isolado por centrifugacdo em gradiente de densidade com Histopaque-
1077 (Sigma), lavadas trés vezes em RPMI e cultivadas (5 x 10° células/poco) em placas de 96
pocos. As células foram tratadas para avaliar a citotoxicidade em células saudaveis nao
imortalizadas.

2.5 Ensaio de viabilidade celular:

A proliferagdo celular foi avaliada pelo ensaio de MTT, adaptado de Alves et al. (2023).
Linhagens k-562 e PBMC serdo cultivadas (5%10° células/pogco) em placas de 96 pogos, tratadas
com diferentes concentragdes (200, 100, 50, 25, 12,5, 6 ¢ 3 ng/mL) do composto (triplicata) e
incubadas por 24 e 48h a 37 °C. Em seguida, foram adicionados 10 pL de MTT (5 mg/mL) +
100 pL de meio RPMI sem vermelho de fenol e incubado por 4 h a 37 °C. A reagdo foi
interrompida com 100 uL DMSO (dimetilsulféxido) e a absorbancia medida a 570 nm. A
proliferagdo relativa foi calculada como: (A570 tratada / A570 controle) x 100.

2.6 Ensaio de ciclo celular:

Para anélise da fase do ciclo celular mais acentuada, células K-562 (5 x 10%/500
uL/pogo) foram cultivadas em placa de 24 pocgos e tratadas com 25 e 50 pg/mL por 48 h a 37
°C e 5% de CO.. Ap6s incubagdo, foram fixadas com etanol 70% por 24 h a 4 °C, lavadas com
PBS e incubadas com 100 pL de inibidor de ribonuclease (1 mg/mL) e 10 puL de iodeto de
propidio (50 pg/mL) por 30 min a temperatura ambiente, protegidas da luz. A andlise foi
realizada por citometria de fluxo (FACS Calibur, BD Biosciences) com moédulo de
discriminacao de dupleto, adquirindo os dados no Cell Quest € modelando o ciclo celular no
ModFit (Venty). As porcentagens nas fases S, G1 e G2/M foram calculadas no FlowJo (v10).



2.7 Analise estatistica:

Os dados foram analisados no GraphPad Prism (v.8.0). Varidveis numéricas foram
expressas como média = desvio padrao ou mediana (intervalo) A citotoxicidade relativa das
substancias foi avaliada por teste t de Student e ANOVA.

3. Resultados e Discussiao
3.1 Efeito do 6leo da semente de Punica granatum na viabilidade celular (MTT)
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Figural. Perfil da viabilidade celular ap6s o tratamento com o 6leo da semente de Punica granatum (OSR).
(A) Linhagem celular K-562; (B) Células mononucleares do sangue periférico de doadores saudaveis.

Os resultados demonstraram que o 6leo da semente de roma (OSR) ndo exerceu efeito
citotoxico sobre a linhagem K-562, mas promoveu aumento significativo da viabilidade celular
de forma dependente da concentragdo (Fig.1A). Apds 24 h, observou-se aumento significativo
em 12 pg/mL (p =0,01) e 25 pg/mL (p = 0,002), enquanto ap6s 48 h esse efeito foi ainda mais
pronunciado, com incremento significativo em 12 pg/mL (p = 0,01), 25 ug/mL (p = 0,002) e
nas maiores concentragdes de 50-200 pg/mL (p < 0,001), em comparagdo ao grupo controle
(Fig.1A). Em PBMCs, ndo houve citotoxicidade significativa (3—200 pg/mL), mas observou-
se uma estabilidade da viabilidade sugerindo efeito protetor. Resultados semelhantes foram
descritos por Coli¢ et al. (2022) que relataram que o extrato da casca de roma protege PBMCs
1 enquanto Kawaii e Lansky (2004) observaram que extratos ricos em flavonoides inibem a
proliferagdo de células leucémicas, efeito possivelmente reduzido no OSR devido ao baixo teor
desses compostos'?. Agatha et al. (2004) mostraram que acidos graxos como o linoleico
modulam a composi¢ao de membrana e o crescimento celular, o que se alinha ao perfil lipidico
do OSR '3, Assim, a baixa citotoxicidade observada pode estar associada & menor concentragio
de polifendis e a composicao predominantemente de acido linoleico.

3.2 Modulagao do ciclo celular por tratamento com 6leo da semente de Punica granatum
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Figura2. Analise do ciclo celular das células k-562 tratadas com 6leo da semente de roma (OSR). (A) micrografias
representativas do ciclo celular de células k-562, descrevendo a populagdo de células ndo tratadas (controle) e
tratadas com OSR a com 25 e 50 pg/mL; (B) Analise da distribui¢@o do ciclo celular em células k-562 ndo tratadas
( controle) e tratadas com OSR.

Nossos resultados indicam que, quando as células K-562 foram tratadas com o 6leo da
semente de roma (OSR) nas concentragdes de 25 pg/mL e 50 pg/mL, ndo houve alteracdes
significativas na distribuicao do conteudo celular nas fases G1, S e G2 em comparagdao com o
grupo controle (Fig. 2A e 2B). Esse resultado difere de estudos que mostram que extratos de
roma ricos em polifendis, como elagitaninos e acido punicico, induzem parada em GO/G1 ou
G2/M em diferentes tipos de células tumorais'+!3. A literatura destaca que esse efeito depende
da composi¢do quimica e da concentragdo utilizada, sendo que niveis reduzidos de compostos
bioativos podem ndo atingir a regulagcdo necessaria para interromper o ciclo celular. Assim, a
auséncia de efeito no presente estudo pode estar associada ao fato de o OSR ser
majoritariamente composto por acido linoleico, com menor teor de polifendis, o que pode
limitar sua capacidade de interferir em pontos de checagem e na progressao do ciclo celular.

4. Conclusoes

Em sintese, o OSR apresentou baixa citotoxicidade sobre K-562 ¢ PBMCs, modulando
a viabilidade de forma concentracdo-dependente e sem alterar significativamente o ciclo
celular. Esses achados sugerem um perfil de seguranca elevado, possivelmente relacionado ao
baixo teor de polifenois e & composi¢ao majoritaria de acido linoleico, o que pode reduzir sua
capacidade de induzir bloqueios no ciclo celular e efeitos citotoxicos diretos. No entanto, outros
testes sdo necessarios para melhor elucidar e caracterizar os efeitos bioldgicos do 6leo da
semente de roma.

Palavras-Chave: Punica granatum; Leucemia; Compostos naturais; viabilidade celular; Ciclo
celular.
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