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Resumo

O cancro é uma das duas patologias do século XXI, com maior taxa de
mortalidade, sendo a primeira patologia, as doencas cardiovasculares. Isto deve-se
sobretudo as alteragdes dos estilos de vida das pessoas, a modificacdes das necessidades
basicas e a0 aumento da idade média de vida. Os numeros de novos casos e de mortes

tém vindo a aumentar, o que também se deve a melhoria dos meios de diagnostico.

A alimentagdo é importante pois permite a ingestdo de nutrientes essenciais para
que o organismo mantenha as suas funcbGes bésicas. Os alimentos podem conter
compostos bioativos e metabolitos que contrariam o desenvolvimento do cancro. Estes
compostos incluem o trissulfeto de dialilo, os isotiocianatos ou os polifenois, onde se

destacam o resveratrol e a curcumina, pelo impacto na metastizacao.

O objetivo deste trabalho consiste numa revisao bibliogréfica dos estudos acerca
do papel dos compostos alimentares bioativos na metastizagcdo e na quimioprevencao.
Realizou-se ainda uma experiéncia com curcumina em células de osteossarcoma, um
cancro presente nos 0ssos, de modo a verificar agdo da curcumina na viabilidade das

células deste tumor.

E relevante que os individuos tenham uma alimentacéo equilibrada, saudavel e,
por fim completa e intercalando com o exercicio fisico de forma a prevenir e evitar

doencas crénicas e cancros.

Palavras-Chaves: cancro, metastizacdo, compostos alimentares, isotiocianatos,

polifendis
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Abstract

Cancer is one of the two 21st century s disease, the first are cardiovascular
diseases. These are mainly due to changes in people's lifestyle, changes in basic needs
and increase in the average life-span. The numbers of new cases and deaths are increasing
also because of the better diagnosis tools. Other related factors are incorrect behaviours,
pollution or food habits.

Food habits are important because they allow the ingestion of essential nutrients
that help the body maintaining its basic functions. Some foodstuff contains bioactive
compounds and metabolites that may thwart cancer development. These compounds
include diallyl trisulfide, isothiocyanates or polyphenols, such as resveratrol and
curcumin. Both may impact metastization, a critical phase in cancer development

This work consisted on a bibliographic review about the effects of dietary
bioactive compounds in metastization and chemoprevention. In addition, an experiment
with curcumin in cells of osteosarcoma, a cancer in bone was performed, in order to verify
the action of curcumin in the viability of the cells of this tumour.

It is essential that people adopt a healthy and balanced diet associated with

physical exercise in order to prevent chronic diseases and cancer.

Kevwords: cancer, metastization, food compounds, isothiocyanates,
polyphenols
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1. Introducéo

O cancro é a segunda causa de morte pois provoca 9,6 milhdes de vitimas mortais
em 2018, sendo 40% de novos casos de cancro que provém de estilos de vida néo
saudaveis como sedentarismo, alimentacdo pobre em legumes e fruta e indice de massa

gorda elevado (World Health Organization, 2018a).

A Asia é a regido do globo com maior taxa de incidéncia, maior de taxa de
mortalidade e elevada taxa de prevaléncia durante 5 anos (Today, 2018). Isto ocorre

devido aos fatores ambientais ou genéticos, assim como a detecdo precoce dos cancros.

A carcinogénese € a formacdo das células cancerigenas e é constituida por 3
fases essenciais: a iniciagdo, a promocdo e a progressdo (Lu & Kacew, 2010). A
progressao consiste na Gltima etapa e € a mais importante pois nesta fase o cancro atinge
a circulacdo sanguinea ou linfatica para afetar 6rgdos a distancia (N.Mitchell, Kumar,
K.Abbas, & Fausto, 2006). A metastizacdo acontece quando o cancro atinge este Ultimo
processo. Contundo existem bioativos presentes nos alimentos que reduzem este
fendmeno, como por exemplo, o trissulfeto de dialilo, que se encontra em alimentos da
familia Allium como alhos e cebolas (Nicastro, Ross, Milner, & Branch, 2015), os
isotiocianatos que se encontram nos brécolos, couves ou couves de Bruxelas (Palliyaguru,
Yuan, Kensler, & Fahey, 2018), e os polifenois que estdo presentes em varios alimentos.
Destes destacam-se o resveratrol e a curcumina (Yen, Tsai, Lu, & Weng, 2018), que se
encontram no vinho tinto e nozes (Chikara et al., 2017) ou no acafrdo (Dosoky & Setzer,

2018), respectivamente.

O trissulfeto de dialilo atua nos carcinomas do pulméo através da diminuicéo do
nimero de metastases (Puccinelli & Stan, 2017) ou da mama (Wei et al., 2017). Os
isotiocianatos sdo constituidos por sulforafano (SFN), isotiocianato de benzilo (BITC) e
isotiocianato de fentil (PETIC). O SFN atua nos cancros da bexiga, da mama, da prostata,
do figado ou do glioblastoma. O BITC tem a accéo nos carcinomas do pulmé&o, da mama,
do figado, do coloretal ou no gastrico (Yen et al., 2018). O PETIC € o principal entre estes
trés compostos, atuando no cancro pulmonar, na préstata, nos ovarios ou no cancro
coloretal (Yen et al., 2018).
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Além disso, os polifenois, resveratrol e curcumina, possuem outras propriedades
especiais devido as suas caracteristicas anti-inflamatorias e anticancerigenas. O
resveratrol apresenta os seus efeitos nos carcinoma da mama, do figado, do esofago, do
colon (Chikara et al., 2017), da bexiga ou no hepatocarcinoma (Malhotra, Bath, &
Elbarbry, 2015). A curcumina tem efeitos descritos nos cancros do pulméo (Perrone et

al., 2015), do pancreatico e do colorectal (Shanmugam et al., 2015).

O objetivo deste trabalho consiste no estudo de compostos alimentares, que
atuam na prevencdo da metastizacdo das células cancerigenas. Como tal, a presente
dissertacdo focar-se-a nos bioativos acima descritos devido as suas propriedades de
quimioprevengdo, ou seja, facilitam a reducdo das lesdes malignas e atuam no
impedimento da progressdo de cancro primario a cancro secundario (Landis-piwowar &
lyer, 2014). Os compostos sao de facil acessibilidade, baixo custo e estdo presentes na

nossa alimentacéo diéria (Fofaria, Ranjan, Kim, & Srivastava, 2015).

Para além de uma revisao bibliogréfica, realizou-se um estudo com a curcumina
em células de osteossarcoma para avaliar se a curcumina afeta a viabilidade das células
deste tipo de cancro. O osteossarcoma é uma tipo de tumor maligno que prevalece em
faixas etarias como nas criancas ou nos adultos jovens, pois este atua em 0Ss0S em
desenvolvimento (Maran, Yaszemski, Kohut, & VVoronov, 2016), sendo o terceiro cancro
gue mais mortes provoca nesta faixa etaria (Misaghi, Goldin, Awad, & Kulidjian, 2018).
Contundo s0 necessarios mais ensaios pre-clinicos e clinicos de modo a comprovar a

acao dos bioativos de origem alimentar nos diferentes carcinomas.
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2. Cancro
As células tém um ciclo de vida muito especifico e restrito, no qual crescem,
originam uma nova célula e morrem (National Cancer Institute, 2015). Quando se forma
uma massa celular com caracteristicas malignas, da-se o nome de cancro. O cancro pode

invadir outras partes do corpo (Pinto, 2013).

As células nédo sao eliminadas, acumulam-se e tornam-se diferentes do normal,
autonomas e nao respondem aos estimulos de eliminacdo. Também existe um crescimento
descontrolado e ndo h& controlo na replicacdo celular. Esta acumulagdo das células
anormais origina tumores, que podem ser malignos ou benignos (World Health
Organization, 2018a).

Quando existe a propagacao de células malignas para outros 6rgaos ocorre a
metastizacao. Este processo € a maior causa de morte dentro de todas as causas por cancro
(World Health Organization, 2018a).

O cancro é a 2° causa de morte com uma taxa de mortalidade de 9,6 milhdes de
mortes em 2018. Um terco do cancro é causado por comportamentos de risco como 0
tabagismo, o sedentarismo, a alimentacéo pobre em fruta e legumes, o consumo de alcool

e, por fim, o indice de massa corporal elevado (World Health Organization, 2018a).

S0 no ano 2018 a existéncia de novos casos é de 17 036 901 casos, sendo que a
sua taxa de mortalidade corresponde a 9 555 027 mortes (Tabela 1). Os casos de
prevaléncia durante 5 anos corresponde a 43 841 302 casos. Comparando ambos 0S
géneros, 0 sexo masculino mostra 9 456 418 casos novos, consequentemente a taxa de
mortalidade é a mais elevada, 5 385 640 mortes. O sexo feminino apresenta 8 622 539
novos casos e a taxa de mortalidade sendo de 4 169 387 mortes. Porém, o sexo feminino,
com uma taxa de prevaléncia durante 5 anos, de 22 826 472 casos, comparando ao sexo
masculino, com 21 014 830 casos, € superior (Today, 2018).
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Tabela 1: As diferentes taxas em ambos os géneros no Mundo em 2018. Adaptado (Today, 2018).

Numero de Numero de Mortes Prevaléncia

Incidéncia durante 5 anos
Ambos 0s Géneros 17 036 901 955 5027 43 841 302
Sexo Masculino 9456 418 5385 640 22 826 472
Sexo Feminino 8622 539 4169 387 21 014 830

Relativamente a taxa de incidéncia, a Asia apresenta uma percentagem de
metade dos casos (50,9%), com 8 673 444 mortes (Figura 1). Consequentemente, as
regibes com maior percentagem seguidas da Asia sdo a Europa com 3 911 317 casos
(23,%) , a América do Norte de 1 89 063 casos (11,1%), a América Latina e Caraibas
com 1134 4161 casos (7,9%), a Africa de 1 031 046 casos (6,1%) e ,por Gltimo, a Oceénia
com 80 870 casos (1,1%) (Today, 2018).

Taxa de incidéncia

1%

A

= Asia = Europa = America do Norte = América Latina e Caraibas = Africa m Oceania

Figura 1: Taxa de incidéncias nas diferentes regiées do globo em 2018. Adaptado (Today, 2018).
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No que diz respeito & mortalidade, a Asia mostra um niimero correspondente a
mais de metade de mortes de 5 449 790 casos (57,4%). Seguidamente, a Europa apresenta
1929 709 casos (20,3%). Estas regides sdo aquelas que correspondem maior percentagem
de mortes. Segue-se a América de Norte que demonstra 692 970 casos, a Africa contém
683 130 mortes e a América Latina e Caraibas tém 665 659 mortes, representando
percentagens de 7,3 %; 7,2% e 7%, respetivamente (Figura 2). A Oceénia demonstra 68
614 mortes, ou seja, com uma baixa de percentagem da taxa de mortalidade de 0,72%
(Today, 2018).

Taxa de mortalidade

1%

L\

= Asia = Europa m America do Norte m Africa m América Latina e Caraibas ®m Oceania

Figura 2: Taxa de mortalidade nas diferentes regides do globo durante o ano 2018. Adaptado (Today,
2018).

Para além disso, a Asia ocupa o 1°lugar no niimero de prevaléncia durante 5 anos
com uma percentagem de 17 147 410 casos (44,4%.). Em seguida, a Europa com 10 504
195 casos (27,2%), América de Norte com 5 467 820 casos (14,2%), a América Latina e
Caraibas apresentam percentagem de 3 116 179 casos (8,1%), a Africa com 184 428 casos
(4,9%) e, por ultimo, a Oceénia demonstra 5 233 388 casos (1,4%). Existe uma
comparacao quase igual entre 0 nimero de incidéncia, 0 nimero de mortes e prevaléncia
durante 5 anos presente nas diferentes areas continentais (Figuras 1, 2 e 3). A regido de
América Latina e Caraibas encontra-se na 3% posicdo da taxa de incidéncia e de

prevaléncia, mas na taxa de mortalidade esta na 42 posi¢éo entre as regides (Today, 2018).
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Taxa de prevaléncia

2%

\

= Asia = Europa = America do Norte m América Latina e Caraibas = Africa m Oceénia

Figura 3: Taxa de prevaléncia durante 5 anos nas diferentes regides do globo em 2018. Adaptado (Today,
2018).

As regibes asiaticas apresentam um namero elevado de casos por duas razdes;
ou estes sdo mais precocemente diagnosticado ou a populagédo apresenta maiores fatores
de risco genéticos ou comportamentais (Theodoratou, Timofeeva, Li, Meng, & loannidis,
2017).

Relativamente a Portugal, a incidéncia no ano 2018, em ambos os géneros, foi
de 58 199 casos, havendo mais casos de incidéncia no género masculino (3 245 casos)
comparando com o género feminino (Tabela 2). A taxa de mortalidade é
aproximadamente 28 960 mortes, sendo 0 género com mais mortes o feminino com 17
607 mortes. A taxa de prevaléncia durante 5 anos em ambos os géneros é de 155 645
casos (Today, 2018).

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias 6
Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Maria Teresa Cunha Miranda da Silva Costa
Compostos de origem alimentar com potencial efeito na progressao do cancro

Tabela 2: As diferentes taxas em ambos 0s géneros em Portugal em 2018. Adaptado (Today, 2018).

Numero de Numero de Mortes Prevaléncia
Incidéncia durante 5 anos
Ambos 0s Géneros 58 199 28 960 155 645
Sexo Masculino 32 475 11 353 79 608
Sexo Feminino 25724 17 607 76 037

A nivel mundial, o cancro do pulmé&o € o cancro que afeta mais pessoas, com 2
093 876 casos (11,6%). Em seguida, o cancro da mama com 2 088 849 casos (11,6%) e,
por fim, o cancro coloretal corresponde a 1 849 518 casos (10,2%) (Figura 4.A). Porém
na taxa de mortalidade, os cancros que mais mortes causam sao o cancro do pulmao com
1761 007 mortes (18,4%), depois o cancro coloretal corresponde a 880 792 mortes
(9,2%) e, por fim, o cancro do estomago 782 685 mortes (8,2%) (Figura 4.B) (Today,

Lung
2093876 (11.6%) Lumg
1 761 007 (18.4%)
Breast Other cancers B
A 2 088 B49 (11.6%) 34322 417 (35.6%)
Otherc.__._
7 753 946 (42.9%) Colorectum Colorectum
1849 518 {10.2%) BEO 792 (9.2%)
Prostate Pmst,ate Stomach .
1276 106(7.1%) 358 9B9 (3.8%) 782 635 (8.2%)
Cervix uter Stomach P.anl_’-“?ﬂﬁ I..hlgr. .
569 B47 [3.2%) 1033 701 (5.7%) 432 242 (4.5%) 781631 (B.2%)
Desophagus Liver Oesophagus B.least
572 034 (3.2%) B41 08O (4.7%) 508 585 (5.3%) B26 679 (6.6%)

Total: 18 078 957 cases Total: 9 555 027 deaths

Figura 4: Taxa de incidéncia (A) e taxa de mortalidade (B) para os varios tipos de cancro, durante o ano
2018, a nivel mundial (Today, 2018).

No que diz respeito a Europa, 0 cancro que afeta mais pessoas é o cancro da
mama, apresenta 522 513 casos novos em 2018 (12,4%). Posteriormente, 0s carcinomas

com elevada taxa de incidéncia sdo o do coloretal com 499 667 casos (11,8%), o do
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pulmé&o de 470 039 novos casos (11,1%) e o da prostata apresenta 449 761 casos (10,6%).
No entanto, a ordem da taxa de mortalidade contraia & ordem da taxa de incidéncia. O
cancro que resulta em mais vitimas mortais é o cancro do pulmdo com 387 913 mortes
(20%). Consequente, o cancro coloretal com 242 483 vitimas mortais (12,5%), 0 cancro
da mama com 137 707 mortes (7,1%) e, por fim, o do pancreas com 128 045 mortes
(6,6%) (Today, 2018).

Portugal demostra maior taxa de incidéncia no cancro coloretal com uma
percentagem de 102 701 casos (17,6%). Seguidamente, 0s cancros com maior taxa de
incidéncia sdo o da mama com 6 974 casos (12%), o da prdstata que apresenta 6 609 casos
(11.4%) e o do pulmédo com 5 284 casos (9.1%) (Figura 5). Relativamente a taxa de
mortalidade, o cancro do pulméo provoca 4 671 mortes (17,1%). Por ordem decrescente
0S cancros que provocam mais mortes sdo, o cancro de coloretal com 3 050 de mortes
(11,21%), o do estbmago com 2 275 de mortes ( 8,36%) e da prdstata com 1 879 de mortes
(6,91%) (Today, 2018).

CoigrecEiiss
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Tatal: 55 199

Figura 5: Os diferentes tipos de cancros conforme a taxa de incidéncia em Portugal, em 2018 (Today,
2018).
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2.1 Cancro vs. Tumor

O tumor maligno ou cancro € considerado uma massa que se caracteriza por: um
crescimento celular excessivo e as células com caracteristicas diferentes das originais. Na
nomenclatura dos tumores malignos acrescentam-se 0s sufixos “-sarcoma” ou -
carcinoma”, conforme a sua origem, tecido mesenquimal ou epitelial. Os tumores
benignos ndo invadem outros tecidos, logo tém sempre limites bem definidos. No nome

dos tumores benignos adiciona-se o sufixo” -oma”, (N.Mitchell et al., 2006).

A figura 6, refere as diferencas principais entre 0os tumores como invasdo ou

metastase.
Caracteristicas
Tipo de . . Invasao a .
Tamanho ’ células ’ Organlza(;aoi ’ ;resmmento ’ outros tecidos ’ Metastase
Tumor Begnino
Igual ’ Semelhante ’ Organizada ’ Lento ’ Né&o ’
Tumor Maligno
Aumento ’ Nao ’ Desorganizada ’ Rapido ’ Sim ’
semelhante

Figura 6: Caracteristicas de cada tipo de tumor, benigno versus maligno Adaptado (N.Mitchell et al.,
2006).

Os tumores benignos formam uma cépsula, de tecido conjuntivo condensado e
ndo passam o meio extracelular (N.Mitchell et al., 2006). Contrariamente, 0s carcinomas
conseguem passar para a corrente sanguinea, linfatica ou para cavidades, e em
consequéncia, originam tumores secundarios noutros 0Orgdos mais longinquos
(metastizacdo). Esta € uma das principais diferencas entre ambos os tumores (Klaassen,
2008).
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2.2 Fatores etiologicos

Os fatores etiologicos sdo classificados ndo modificaveis e modificaveis.
Primeiramente, os ndo modificaveis sdo como a histéria clinica hormonal e reprodutiva,
a raca, a histdria familiar, a genética e a idade (Wild, 2014). Os modificaveis incluem a
dieta, o exercicio fisico, o tabaco, o consumo de alcool e os comportamentos incorretos

,como por exemplo, a exposi¢do solar excessiva (N.Mitchell et al., 2006).

Porém existem outros que a populacdo ndo tem controlo tais como a exposi¢éo
ocupacional, os efeitos da poluicdo (agua, ar) ou a exposi¢do a algumas substancias
cancerigenas como a radiacdo (ultravioleta, ionizante) ou que as mesmas estejam
presentes na alimentacdo (Vil, 2014). Existem virus oncogénicos, que permanecem
durante varios anos em fase de laténcia como papiloma virus humano, virus Epstein-Barr,
virus da hepatite B e da hepatite C ou bactérias como a Helicobacter pylori, que sdo
possiveis agentes causadores de cancros (N.Mitchell et al., 2006).

Relativamente aos fatores de risco ndo modificaveis, a predisposicdo genética é
bastante importante apesar de contribuir em menor grau, mas existem, aproximadamente
10% da populacdo, que apresentam mutacdes genéticas confirmadas, assim, tém maior
suscetibilidade de ter esta patologia (N.Mitchell et al., 2006).

Relativamente a idade, o intervalo de idades em que o cancro é menos comum €
entre zero anos e 0s quarenta anos, pois esta patologia encontra-se associada a idade
(Jonsson, Hofmarcher, Lindgren, & Wilking, 2016).

A percentagem de novos casos de cancro provenientes de fatores de risco
modificaveis ou ambientais é cerca de 35%, sendo que 20% provém do sedentarismo, da
obesidade ou de uma alimentacdo inadequada. O cancro associado a habitos tabagicos
apresenta uma percentagem de mortes de 43% nos homens e 15% nas mulheres, sendo o
tabaco, em média, responséavel por 30% das mortes por cancro. As taxas de cancro de
pulmdo serdo mais elevadas se houver exposicdes prévias. A prevencdo é o fator

determinante para a diminui¢do do nimero de vitimas mortais (Blot & Tarone, 2015).

No que diz respeito a exposi¢ao ocupacional, a sua taxa de mortes € de 4%. Com
alteracbes de condicGes de trabalho e uma reducdo das exposicBes a substancias

cancerigenas, reduzira a 1% (Blot & Tarone, 2015).
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2.3 Classificacdo TNM

Existe uma classificacdo prépria para os tumores malignos a qual fornece

informacdes relevantes tal como o tratamento adequado para o cancro, 0 prognostico, a

evolucdo deste, a localizacdo ou mesmo a histopatologia. Esta classificacdo da-se o nome

de TNM, T ¢ definido como a extensdo do tumor primario e é especifico para cada local

do cancro, N consiste na presenca ou auséncia de metastase na regido dos nddulos

linfaticos e 0 niUmero de metastase nessa regido, M justifica a presenca ou auséncia de

metastases distantes que se propagam devido a circulacdo linfatica ou vascular (Brierley,

Gospodarowicz, & Wittekind, 2017) e, por ultimo, G refere ao grau de diferenciacdo
(Tabela 3) (Edge et al., 2010).

Tabela 3 : Classificagdo TNM. Adaptado (Brierley et al., 2017; Edge et al., 2010).

Tumor Primério (T)

Tx: Tumor primario ndo

pode ser avaliado

To: Nao h4 evidéncia de

tumor primario

Tis: Carcinoma in situ

T1-T4: Aumento do
tamanho/ local da
extensdo do tumor

primario

Nodulos da Regido
Linfatica (N)
Nx: Regido dos
nodulos linfaticos ndo

pode ser avaliado

No: Sem metastase na
regidao dos nédulos
linfaticos
N1-N4: Aumento do
envolvimento da
regido dos nddulos

linfaticos

Metastases distantes
(M)
Mx: Né&o estéo
presentes metastases

distantes

Mz1: Metastases

distantes
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Grau de diferenciacéo
(G)
Gx: Grau de
diferenciacdo nao pode

ser avaliado

G1: Bem diferenciado

G2: Moderadamente

diferenciado

G3: Pobremente

diferenciado

Ga4: Nao diferenciado
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2.4 Custos do Cancro

Ao longo dos anos, as despesas do cancro aumentaram devido a programas de
triagem, a prevencdo de cuidados primarios, a novas terapias de cancro como
imunoterapia ou radioterapia, a novos equipamentos de diagndstico e tratamento, ou a
inflacdo monetéria dos precos dos medicamentos (Jonsson et al., 2016). A Europa e
Estados de Unidos da América (E.U.A) sdo grandes potencias de mercado e com elevado

poder econémico (Dolgin, 2018).

Na Europa em 2014, os gastos com o cancro foram 83,184 milhdes de euros, dos
quais os gastos com medicamentos oncoldgicos foram de 19,1 milhdes de euros. Durante
anos 1995 a 2014, os gastos com o cancro duplicaram nos paises europeus, mas 0s paises
da regido do leste da Europa triplicaram os seus gastos em salde. Esta situacdo é
justificada uma vez que esses paises gastam mais nos medicamentos, do que com outras

despesas relacionadas com o cancro, como a prevencado (Jonsson et al., 2016).

No que refere a Portugal, as despesas totais com o cancro triplicaram, passaram
de 263 milhGes de euros em 1995 a 639 milhdes de euros em 2014. As despesas com 0S
medicamentos permaneceram constantes (221 milhdes de euros em 2005, 240 milhdes de
euros em 2010 e, 227 milhdes de euros em 2014). (Jonsson et al., 2016). Os precos
triplicaram devido aos gastos com a salde, despesas com a prevencdo e com os cuidados

médicos (Jonsson et al., 2016).

Em relagdo aos E.U.A, 0s seus gastos com os medicamentos do cancro referem
a 32 bilides de dolares, em 2015. Os E.U.A conseguirdo poupar perto de 80% se
conseguirem negociar com as industrias farmacéuticas, pois 0s seus servi¢os de salde sdo
privados e sem centralizacdo das compras. Este modelo ja foi implementado em alguns

paises na Europa como Luxemburgo, Holanda, Bélgica e Austria (Dolgin, 2018).

Nos paises menos desenvolvidos, existem programas entre esses paises e
grandes industrias farmacéuticas para fornecimentos dos medicamentos como imatinib

(Novartis) e trastuzumab (Pzifer) a menor custo (Dolgin, 2018).

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias 12
Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Maria Teresa Cunha Miranda da Silva Costa
Compostos de origem alimentar com potencial efeito na progressao do cancro

3. Carcinogénese

Pode-se considerar a carcinogénese dividida em trés etapas principais como a

iniciacdo, a promogao e a progressao.

A tabela 4 refere as diferencas entre principais fases da carcinogénese, que serdo

referidas posteriormente.

Tabela 4: Diferencas entre as fases da carcinogénese (a iniciacdo, a promocao e a progressdo) Adaptado a
(Lu & Kacew, 2010)(Klaassen, 2008) .

Iniciacdo Promocéo Progressao
Irreversivel Reversivel Irreversivel
Sensivel a xenobioticos As células tumorais Diferenciacdo entre tumores
continuam a crescer benignos e malignos
Espontaneo Sensivel a fatores dietéticos  As células alteradas crescem
e hormonais devido a fatores ambientais.
3.1 Iniciacéo

A iniciacdo corresponde um processo veloz e irreversivel. Resulta numa lesédo
mutagénica no DNA, provocada por uma substancia cancerigena, chamadas agente
iniciador. Muitos agentes promovem o processo de iniciacdo através da formacdo de um
aducto com ligacGes covalentes entre eles e DNA (Klaassen, 2008). O resultado final leva
mutacdes genéticas como delecdes, insercdes ou outras mutagbes. Quando a célula
contém o aducto, pode apresentar varios efeitos como néo se replicar ou ndo ser viavel e
sofrer um processo de apoptose. Por outro lado, a célula pode dividir-se com essa mutacéo
(N.Mitchell et al., 2006). Este processo de iniciacdo pode estar associado a conversao de
proto oncogeneses a oncogénese (Azevedo & E.Sunkel, 2015). A iniciacdo ndo promove
a autonomia de crescimento e, por essa razdo, as células iniciadas s6 passam para 0 passo

seguinte por estimulos externos (Lu & Kacew, 2010).
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3.2 Promocéo

A promocdo € a segunda fase da carcinogénese. Nela ocorre proliferacdo das
células mutadas e produz-se uma lesdo pré-neoplasica (Azevedo & E.Sunkel, 2015). Os
agentes externos e internos que estimulam as células a proliferar designam-se de
promotores (N.Mitchell et al., 2006). Os promotores per si ndo permitem a passagem para
0 passo seguinte. A promocao e a iniciacdo tém uma caracteristica fundamental que os
distingue, a promocao é reversivel e a iniciacdo ndo 0 é (Klaassen, 2008) (Lu & Kacew,
2010).

3.3 Progressao

A progressdo é a fase mais importante pois alguns tumores benignos podem
passar a ser cancros (tumores malignos), basta que haja as condicdes ideias (Lu & Kacew,
2010). Esta terceira fase € irreversivel. Alguns autores referem que existe uma
sobreposicdo entre a progressdo e a promocdo pois as diferentes etapas acontecem
simultaneamente (Klaassen, 2008). A progressdo implica a angiogénese, a invasao, a
migracdo celular, a proliferacdo e, consequentemente, a metastizacdo (N.Mitchell et al.,
2006) (Azevedo & E.Sunkel, 2015).

3.3.1. Angiogénese

Os cancros ndo permitem o seu crescimento sem angiogénese (Pinto, 2013). Esta
possibilita o fornecimento continuo de nutrientes e oxigénio para gque 0 cancro
desenvolva, e aconteca a invasdo para outros locais. Os tumores estimulam a angiogénese
através da formacdo de neovasos/neovascularizacdo. Os neovasos sdo formados por
destruicdo proteolitica da membrana basal e matriz extracelular circundante, a
proliferacdo endotelial, a migracdo das células endoteliais e a reorganizacéo para formar
tubulos (Z. Wang et al., 2015). Os neovasos apresentam maior densidade, maior

permeabilidade e uma menor resisténcia vascular.

O microambiente tumoral caracteriza-se por hipdxia, o que é influenciado por
varios fatores de crescimento e citocinas (Pinto, 2013). A hipdxia induz fatores proé-
oncogenicos ( HIF-1 alfa, HIF-2 alfa e HIF-3 alfa), que estimulam as células endoteliais
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a proliferar e migrar para formar estruturas perivasculares (Y. Wang, Zhou, Wang, Liu,
& Bao, 2017). Estas amadurecem e originam vasos em ambientes pouco estaveis, como

a falta de oxigénio, e de glucose para continuar sua formacdo (Z. Wang et al., 2015).

Existem fatores de angiogénese, os quais induzem a formacdo desses novos
vasos (indutores da angiogénese). As celulas neoplésicas tém elevada percentagem de
indutores em relacdo aos inibidores da angiogénese pois as alteracdes no gene p53 (gene
supressor de tumor) nas células cancerigenas diminui a formacdo da trombospondina
(inibidor da angiogénese) (Pinto, 2013). Contundo, este gene leva ao aumento do
principal indutor da angiogénese, o VEGF (fator de crescimento endotelial vascular)
(Pinto, 2013), quando o gene p53 ndo apresenta estas modificacdes. O VEGF tem trés
formas conforme o local de ligacdo (Z. Wang et al., 2015). O VEGF -3 encontra-se
presente nas células endoteliais dos vasos linfaticos e 0 VEGF-1 e VEGF-2 permanecem

nos recetores dos vasos (Z. Wang et al., 2015).

Os indutores como o VEGF e o bFGF (fator de crescimento basico de
fibroblastos), apresentam varias origens. Assim, a sua génese provém de diferentes tipos
de células como as endoteliais, as neoplasicas ou provenientes do sistema imunitario
(N.Mitchell et al., 2006).

3.3.2. Invasdo/ Migracdo

A invasdo é composta por 3 fases principais que possibilitam a passagem de

células neoplésicas a locais mais distantes:

3.3.2.1 Perda da Adesdo Celular: As células encontram conectadas entre si

através de moléculas de adesdo como caderinas (E-caderina). As caderinas sao proteinas
transmembranares que apresentam uma parte interna e outra externa. Esta Gltima liga-se
as células vizinhas e a parte interna liga-se ao citoesqueleto com ajuda de cateninas (Pinto,
2013).

As cateninas apresentam uma forma £ envolvida na sinalizagdo quimica e na
iniciacdo da divisdo celular. A forma o liga-se a e conectam-se com citoesqueleto. Ainda
existe uma terceira forma, mas sem grande relevancia. As cateninas ligam-se ao complexo
polipose adenomatosa coli (APC) inibindo a funcdo executada pelas caderinas
(N.Mitchell et al., 2006; Pinto, 2013).
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As moléculas de ancoragem (integrinas) encontram-se na superficie da célula e

conectam-se & matriz extracelular e a recetores celulares especificos (Pinto, 2013).

As células tumorais apresentam certas modificacGes como a perda das juncoes
célula-célula, através da alteracdo da estrutura da caderina. Se esta situagdo ocorrer, pode
levar a desorganizacao da parte interna da célula, incluindo a alteragdes no citoesqueleto
e ao aumento do numero de integrinas, levando as células neoplésicas a replicaram-se e
distanciam-se do local de origem (N.Mitchell et al., 2006) (Azevedo & E.Sunkel, 2015).

3.3.2.2. Migracdo das células tumorais: As células deslocam-se através de 3 tipos

principais de: a individual (Lintz, Mufioz, & Reinhart-King, 2017), a multicelular
“streaming” (Clark & Vignjevic, 2015) e a colectiva, sendo que as diferencas entre elas
correspondem ao nimero de células e as conexdes entre estas e o substrato. E importante
referir que as células, dentro nos vasos sanguineos, podem migrar isoladas ou formar
émbolos. A formacdo destes émbolos permite uma forma mais agressiva de migragéo e

mais predominante (Lintz et al., 2017).

No que diz respeito & migracdo individual, as células podem apresentar duas
formas, a ameboide ou a mesenquimal. Na migracdo amebdide, as células modificam a
forma rapidamente, movimentam-se quer com elevadas velocidades, quer com
movimentos caoticos e com pouca velocidade. As células apresentam saliéncias finas e
curtas, associadas com a atividade proteolitica. Na migracdo mesenquimal, as células
apresentam estrutura mais alongada e com proeminéncias e 0s seus movimentos sdo
rapidos (Clark & Vignjevic, 2015).

Na migragdo por “streaming” multicelular, as células movimentam-se lado a
lado, ndo demonstram ligacdes entre si e sdo lentas comparando as formas de motilidade
anteriores (Clark & Vignjevic, 2015).

Na migracdo coletiva, as células apresentam ligacOes entre si e ao meio
extracelular, alteram as suas configuracdes em estruturas mal definidas, e € uma forma de

migracdo mais lenta. (Clark & Vignjevic, 2015).

3.3.2.3. Degradacdo da matriz extracelular: As células neoplasicas necessitam

ultrapassar as barreiras fisicas como a membrana basal, o tecido conjuntivo e a membrana
basal vascular para atingir a circulacdo. Ao longo destes passos, as células neoplésicas

produzem enzimas proteoliticas e impedem o funcionamento dos inibidores das
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proteases. Estas enzimas proteoliticas incluem metaloproteinases, colagenases ou mesmo
proteases de serina ou catepsina 3. Também existe outro processo extracelular de ativagdo
do plasminogénio. O plasminogénio inativo converte a plasmina, esta degrada as
proteinas da matriz extracelular. Existem vérios ativadores de plasminogénio, sendo o
ativador do plasminogénio tecidual de tipo uroquinase (uPA) e o ativador do
plasminogénio tecidual (tPA) os principais deste processo. A presenca de pré-enzima do
uPA liga-se ao recetor na célula que ativa a producdo de plasminogénio. Também as
metaloproteinases, sd@o consideradas pro-enzimas, necessitando de ativacdo para serem
ativadas. Existe um nivel da degradacdo da matriz extracelular e do grau da proliferacdo
das células tumorais que esta relacionado com a quantidade elevada de pr6-enzimas e
ativadores (Pinto, 2013)(N.Mitchell et al., 2006).

3.3.3. Metastizagdo

A metastizacdo € a etapa mais desafiante e ira provocar a maioria das mortes
causadas pelo cancro (Landis-piwowar & lyer, 2014). Nesta etapa, desenvolvem-se
varios acontecimentos tal como a invaséo para outros tecidos, e o atravessar as barreiras
fisicas, explicadas anteriormente, culminando no desenvolvimento de tumores
secundarios. Os tumores extravasam para 0s outros locais mais longinquos através de trés
maneiras distintas, incluindo a via da circulacdo sanguinea ou a via da circulacdo linfatica,
que sao as mais importantes, e ainda a passagem por cavidades corporais ou iatrogénicas
(Pinto, 2013).

Na via linfatica, os cancros disseminam mais rapidamente devido a estes locais
serem propicios ao seu desenvolvimento. As células tumorais crescem em ganglios e
formam émbolos, resultando adenopatias. As adenopatias sdo ganglios palpaveis e
visiveis pois 0s seus tamanhos desenvolveram drasticamente. Também, os ganglios
linfaticos formados bloqueiam a passagem da drenagem linfatica, levando ao
aparecimento de uma circulagdo paralela e possibilitando maior passagem das células
tumorais a outros locais (Pinto, 2013). Nas cavidades peritoneu, pleural, pericardio ou
subaracndide, as células tumorais atravessam com menor progressdo comparando com as
vias sanguinea e linfatica. A via iatrogénica é induzida por intervencdo médica, ou seja,
foi produzido por algum dispositivo médico que penetra o local onde o cancro se encontra
(Pinto, 2013).
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As células tumorais passam estas etapas para aderirem a outros tecidos, ao que
se da o nome de “homing”. Existe uma regra generalizada que um tipo de cancro se
desloca para outros locais especificos. Porém existem excecBes, pois existem Orgaos
muito vascularizados e ndo apresentam casos de metastases, como exemplo, 0s rins, 0
coracdo, a pele, os musculos e o baco. Os fatores que influenciam a metastizacdo séo a
circulacdo linfatica e vascular, a ligacéo entre os 6rgédos especificos e as proprias células
tumorais, o microambiente do érgdo inicial (tumor primario), as diferencas das células

endoteliais dos capilares ou a suscetibilidade ao sistema imunitario (Pinto, 2013).
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4. Compostos alimentares

Os seres humanos tém uma alimentacdo complexa e variada, devido a serem
omnivoros (Vanamala, 2017). Numa alimentacdo mais equilibrada, o consumo de
hortalica e fruta deve ser de 5 pecas por dia, de acordo com a Organizagcdo Mundial de
Saude (World Health Organization, 2018b).

Os vegetais e fruta apresentam varias propriedades contra a inflamacdo, as
infecBes, a acdo das proteases ou contra os efeitos do cancro (incluindo a angiogénese e
a metastizacdo). Estas propriedades sdo produzidas pelos bioativos presente nos vegetais
e nas frutas, que também permitem a quimioprevencdo (Klaassen, 2008), ou seja,
impossibilitam que o cancro se inicie, permitem uma reducdo das lesdes malignas ou
impedem que estas progridam rapidamente e também intervém na progressao de tumor

primario a tumor secundario (Klaassen, 2008).

A toxicidade dos compostos bioativos presentes na dieta é geralmente reduzida,
portanto com reduzidas reacdes adversas. Como estes bioativos estdo presentes na
alimentacdo, ha facilidade em adquiri-los, encontram-se em varios locais e seu custo é

muito reduzido e as suas aplica¢fes sdo bastante conhecidas (Fofaria et al., 2015) .

A guantidade de bioativos nos alimentos varia conforme o tipo de colheita, o
armazenamento, o0 tratamento ou mesmo a conservagao dos alimentos na casa dos
consumidores. Os fatores que influenciam séo a temperatura, o tempo de armazenamento,
0 tratamento que inibe a oxidacdo dos vegetais e das frutas e a forma de preparacao dos

alimentos (Vanamala, 2017).

Nas secOes seguintes, é apresentada uma pequena revisao sobre alguns dos

compostos alimentares mais relevantes com propriedades anti-metastizacéo.

4.1. Trissulfeto de dialilo

A familia de Allium inclui vegetais como anchovas, alho, cebolas e chalotas; sdo
aproximadamente 500 espécies. O alho e a cebola sdo originarios da China e agora é
possivel a encontrar em qualquer lugar do mundo. Podem consumir-se cozinhadas,

desidratadas ou em guarni¢do, mas geralmente acompanhadas com outros tipos de
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comida. As suas propriedades estudadas incluem propriedades anticancerigenas. Estes
vegetais podem ter um efeito preventivo ao nivel dos cancros do trato gastrointestinal,
coloretal e do eséfago. Contundo, a maioria da populacdo nao se encontra interessada no

aumento da quantidade de ingestdo destes vegetais (Nicastro et al., 2015).

Estes alimentos representam uma elevada fonte de moléculas essenciais a
alimentacdo como selénio, potassio, ferro e vitamina C. Apresenta ainda percursores
ASCO (y-glutamil-S-alc(en)il-L-cisteinas e S-alc(en)il-L-cisteina sulfoxidos), que
conferem o odor especifico do alho, encontrando-se a 1% no alho seco. ASCO € o
percursor de varios metabolitos incluindo metabolitos solUveis e insolUveis na agua
(Nicastro et al., 2015). Seguidamente, ASCO possibilita a formacdo do percursor, a
allicina. Em ensaios in vitro, a allicina em concentracdes ndo citotoxicas, entre 3 a 6
ug/ml, impede que os passos da promocao incluindo a adesdo ou a migracdo (Yen et al.,
2018). A allicina é percursor de varios metabolitos insoltveis como DAS (sulfeto de
dialilo), DADS (dissulfeto de dialilo) e DATS (trissulfeto de dialilo) (Nicastro et al.,
2015).

Os metabolitos insolGveis na dgua como DAS, DADS e DATS (Figura 7),
apresentam propriedades anticancerigenas, como exemplo, 0 aumento dos mecanismos
de apoptose e de supressdo do desenvolvimento do cancro, ou o impedimento da etapa de
progressdo (Nicastro et al., 2015). Os mecanismos responsaveis podem incluir uma
diminuicdo da quantidade de ciclinas ou ativacao de ciclinases (Yen et al., 2018), bem
como a diminuicdo das espécies oxidantes (Nicastro et al., 2015). Na Figura 8, demonstra

0S ensaios in vitro e 0s ensaios in vivo com a utilizacdo de DATS na fase de progressao.

by A lH:

Figura 7 Estrutura quimica de DATS. Adaptado (Raghu, Lu, & Sheen, 2012).
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Efeitos de DATS contra o cancro

* Invasao

« Migracgéo

« Angiogénese

« Inibe a expressdo e a formacao de metaloproteinases

Ensaio in vitro
Células de veias umbilicais humanas

« Angiogénese
* | Secre¢ao de VEGF
« Dificulade na formacéo dos capilares vasculares

Ensaios in vitro
Efeitos citotoxicos

« \erificou-se nas células tumorais mamarias
» Valores de IC50 que oscilam entre 20 e 40 umol/L

Ensaios in vitvo
Efeitos no impedimento da progressao tumoral

« Murganhos com carcinoma da prostata (1 a 2 mg): | Namero de nodulos linfaticos e
das metastases secundarias no pulméo

* Peixes-zebra com carcinoma da_mama: | Numero de nddulos linfaticos ¢ das
metastases secundarias no pulmao

Figura 8:Efeito dos DATS, ensaios in vitro e ensaios in vivo, respetivamente. Adaptado (Kiesel & Stan,
2017)(Puccinelli & Stan, 2017)

4.2 Isotiocianatos

Os isotiocianatos (ITC) estdo presentes na familia de vegetais cruciferos como
nas couves, nas couves flores, nos brocolos, nas couves de Bruxelas, na mostarda verde
e nos rabanetes (Yen et al., 2018). Estes pertencem a grande familia Brassica e
apresentam grandes concentragdo de glucosinolatos, sendo percursores dos
isotiocianatos, atraves de reagdes de hidrdlise. A hidrélise funciona como um mecanismo
de defesa contra agentes patogénicos, alteracdes climatéricas e stress. A cadeia N=C=S
apresenta elevada electrofilicidade e contribui para os mecanismos de hidrolise
(Palliyaguru et al., 2018). Os isotiocinatos incluem o sulforafano (SFN), isotiocianato de

benzilo (BITC) e isotiocianato de fentil (PETIC), com propriedades anticancerigenas e
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anti-metastaticas (Yen et al., 2018) em varios cancros, incluindo o da mama, do pulméo
e o coloretal (Chikara et al., 2017).

\S/\/\/N=C=S |

| i

Férmulas quimicas
dos ITC

a)Sulforafano (SFN)

I\:i‘:‘u

benzilo (BITC)

c)lsotiocianato de
fentil (PETIC)

Figura 9:Estrutura quimica de SFN (a), BITC (b) e PETIC (c).. Adaptado (Tortorella, Royce, Licciardi,
& Karagiannis, 2015)(Ibrahim, Al-Hizab, Abushouk, & Abdel-Daim, 2018)(Eisa, Said, Elsherbiny, Eissa,

& El-Shishtawy, 2018).

Estes compostos sdo rapidamente absorvidos e metabolizados, sendo que a

percentagem de metabolizacdo oscila entre 60-80%. Os metabolitos de sulforafano

encontram-se em maior concentracdo no trato gastrointestinal, no figado, na bexiga ou na

corrente sanguinea (Tortorella et al., 2015).

4.2.1. Sulforafano:

Este composto (Figura 9.a) aparece maioritariamente nos brocolos e nas couve-

flores e apresenta varios mecanismos contra o cancro, de modo a retardar o seu

desenvolvimento ou mesmo a progressdo. Na Figura 10, verifica como o SFN atua nos

diferentes cancros e 0s respetivos ensaios in vitro e in vivo.
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« Interfere enzimas de fase | e de fase Il

Inibicdo de fatores indutores de angiogénese (VEGF)
Inibicdo de metaloproteinases

Inducéo de apoptose

* Mama

* Prostata

* Figado

* Glioblastoma

« Mama: | Acdo de proteases da degradacdo da matriz extracelular. |
Indutores de angiogénese , | citocinas pro-inflamatodrias

« Prostata: | Invasdo(| E-caderinas,|Metaloproteinases , levando ao
impedimento a adesdo das células a matriz)

« Bexiga: Actua nos processos de adesdo e de migracao
« Glioblastoma( 10-30 uM ): | caderinas e | das metaloproteinases

« Mama( 25 a 50 mg/kg): | Invasdo dos nodulos linfaticos
» Prostata (40 mg/kg ): | Invas@o dos nodulos linfaticos
« Em ambas as experiéncias utilizaram murganhos

Figura 10: Mecanismo de agdo de SFN, 0s ensaios in vitro e in vivo. Adaptado (Yen et al., 2018)(Russo,

Spagnuolo, Russo, & Skalicka-Wozniak, 2016).
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4.2.2. lsotiocianato de benzilo:
Este metabolito (Figura 9.b) encontra-se nos alimentos como o repolho, a

mostarda, o agrido, a couve-flor e o rdbano que sdo bastante utilizados na nossa dieta
(Fofaria et al., 2015). Em seguida, no esquema (Figura 11) verifica os tipos de cancro que

BITC atua e 0s seus ensaios que comprovaram estes mecanismos.

(Tipos de cancro no qual BITC atua
* Mama

* Prostata

L Figado

e ™
Mecanismo de acao de BITC (impedimento)

* Iniciagéo

« Crescimento

» Metastizacdo

. J

Ensaios in vitro R
Pancreas (12 uM) : Verificou a toxicidade
Figado ( 40 a 80 uM):| Metaloproteinases
Pulméo( 5 uM):| Migragao e invasio
\Mama: | [ uPA, tPA], | Caderina, Migracéo )
(Coloretal(0,1 e 0,25 uM): | [ UPA, tPA] e | Metaloproteinases )
Gastrico: | Metaloproteinases

Pancreatico( 5 a 20 uM): | Metaloproteinases

g J
L )
Ensaio in vivo
Pancreas (12 uM) : Verificou a toxicidade com ratos
Pulmdo (5 a 10 mg/kg): | nodulos linfaticos, | volume
tumoral, | expressao das proteases, WPA, tPA, 1 inibidores de
angiogénese
KPancréatico (12 pmol/kg): Inibe a invasdo, angiogenese )

Figura 11:Mecanismo de acdo de BITC e seus ensaios in vitro e in vivo. Adaptado (Zhu et al., 2017)
(Fofaria et al., 2015)(Yen et al., 2018).
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4.2.3. lsotiocianato de fentil:

O composto PEITC (Figura 9.c) € o isotacianato mais estudado entre 0s
metabolitos e encontra-se nos alimentos como no agrido, nos rabanetes, nos brécolos ou
nos nabos. Para comprovar a presenca de PEITC nos varios alimentos, realizaram
estudos o primeiro com uma onca de agrido, em que se obteve uma massa de PEITC
entre 2 e 6 mg. Na segunda experiéncia, utilizaram uma massa de 100 g de dois
alimentos ( agrido e brocolos), que resultou numa quantidade de PEITC
aproximadamente de 200 umol (Gupta, Wright, Kim, & Srivastava, 2014).

O PEITC tem uma biodisponibilidade oral boa e forte ligacdo com as proteinas,
de acordo com estudos em murganhos. Um estudo comprovou que a biodisponibilidade
oral oscilava entre 90-114% com uma dose inicial de PEITC correspondente a 10-100
umol/kg (Gupta et al., 2014).

Quanto a toxicidade deste composto, verifica-se uma baixa toxicidade, mas com
efeitos adversos como a diarreia, sendo a dose maxima entre 120 e 160 mg durante 30
dias. Contundo, em ensaios clinicos de fase I, uma dose inicial mais baixa (40 e 80
mg/dia) ndo demonstrou efeitos adversos (Chikara et al., 2017). Na figura 12, nesta

representa os efeitos de mecanismo do PETIC, o0s cancros que mais intervém e 0s seus

estudos.
/ﬁeitos contra o cancro: Tipos de cancro que atua:
Interfere com enzimas antioxidantes da | Pulmao
fase Il (GST e UGT) Préstata
| Resposta inflatamatéria OVArios

Regula processos e a sua sinalizacao
como: Apoptose, angiogénese, transicdo
epitelial-mesenquimal

Atua nas cinases
L[Metaloproteinases], [NF-kB ] PETIC

~

Ensaios in vitro
Mama  |Adesdo, |Agregacdo, |

Ensaios in vitro
Mama (murganhos)(65mg/kg):

Migracdo e ! Invasao, ’
|Metaloproteinases | Metaloproteinases
Colorectal(0,01 e 0,25 uM): Baco e Figado(80 a 160 mg/kg):
| Metéastases | Tamanho dos tumores e
Prostata (1 pM): | Fatores de | T Peso corporal
leogenese Via oral (80 a 160 mg/kg):| Fatores
rostata (5 uM): | Migracdo angiogénese e de crescimento

d/e

Figura 12:Mecanismo de acdo de PETIC e seus ensaios in vitro e in vivo. Adaptado (C. Zhang et al.,
2016)(Y. Zhang, 2015)(L. Zhang et al., 2014)(Gupta et al., 2014)(Yen et al., 2018)(Fofaria et al., 2015).
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4.3 Polifenois

Os compostos fenolicos contém subclasses como monofenois, o acido fendlico,

flavonoides e polifendis (como resveratrol e a curcumina) (Yen, Tsai, Lu, & Weng, 2018).

Os polifenois dividem -se em trés categorias conforme a sua solubilidade e a sua
permeabilidade nas membranas celulares. A primeira categoria corresponde a alta
solubilidade e baixa permeabilidade e inclui, por exemplo, o EGCC (galato de
epigalocatequina). A segunda apresenta baixa solubilidade e baixa permeabilidade, como
€ 0 caso da curcumina. (Figura 13.B).Por fim, a ultima categoria apresenta baixa
solubilidade e alta permeabilidade nas membranas celulares e tem como exemplo o
resveratrol (Figura 13.A) (Hu, Liu, Zhang, & Zeng, 2017).

A) Resveratrol

B) Curcumina

Figura 13:Estruturas quimicas do resveratrol (A) e da curcumina (B). Adaptado (lbrahim et al.,
2018)(Perrone et al., 2015).

A estrutura dos polifendis é variada, sendo os hidrossoluveis geralmente
formados por acgucares e grupos hidroxilos, e os lipossolliveis compostos por grupos

metilo e unidades isopentil (Hu et al., 2017).

A biodisponibilidade oral dos polifendis é influenciada por diferentes etapas,
incluindo a sua solubilizagdo no trato gastrointestinal, a digestdo no estbmago ou no

intestino delgado e, por fim, o uptake celular pelos enterdcitos (Hu et al., 2017).
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4.3.1. Resveratrol

O resveratrol (Figura 13.A) encontra-se em varios alimentos como no vinho
tinto, nas uvas pretas, nos mirtilos, nos arandos ou nas nozes (Chikara et al., 2017). A sua
absorcéo oral aumenta quando o meio aumenta o seu pH. A sua absorcéo realiza-se no
intestino delgado por difusdo passiva e ndo necessita de proteinas membranares, de
acordo com estudos realizados em células Caco-2 (Hu et al., 2017).

Este composto apresenta efeitos anti- cancerigenos e anti-inflamatdrios, pois
reduz a quantidade de espécies oxidante (Chikaraetal., 2017).Na figura 14, explica como
o resveratrol atua nos diferentes tipos de cancro e 0s ensaios estudados com este

composto.

* Regula a expressdo Bax
_ | Bcl-2 e das ciclinas
Mecanismo -
contraos  * T Acdo das caspases
carcinomas e T Apoptose

* Mama

* Figado
TipOS de . Eséfago
cancro Colon

Ensaios ¢ Bexiga:| Invasdo, | Metastases ( possivelmente)
in vitro

« Mama ( murganhos) | Nodulos ,| Angiogénese, T Apoptose

« Hepatocarcinoma/ Pancreatico(100 a 300 mg/kg) | Ocorréncia de
Ensaios  cancros, | Numero de nédulos
invivo ° Pulmdo (2,5a 10 mg/kg): | [ células na fase S] ,

* | Neovascularizacdo| Volume tumoral , | Peso

* Colon : Fase I (0,15 a 0,45 kg/dia) : Ingestao de uvas | 85% das a¢des
ENsalos . Colon : Fase I : | 5% do tamanho do cancro
Clinicos , Hepético: Fase I (5 g) :1 Apoptose no tecido hepatico tumoral

Figura 14: O mecanismo de resveratrol com respetivos ensaios in vitro, in vivo e ensaios clinicos.
Adaptado (Hosseini & Ghorbani, 2015) (Bai et al., 2017)(Malhotra et al., 2015)(Chikara et al., 2017).
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4.3.2 Curcumina

A familia de Curcuma engloba 93-100 espécies que se localizam em regides de
ambiente quente como a América do Sul, a Africa e a Australia. Existem alguns paises
como a Tailandia, o Bangladesh, a India e Taiwan que utilizam a curcumina na medicina
tradicional para combater as pneumonias, as feridas, as mordidelas de insetos, as
diarreias, as infecBes e entre outras acdes medicinais (Dosoky & Setzer, 2018). Além
disso, este tipo de planta relaciona-se com a familia do gengibre (Perrone et al., 2015).

A espécie mais usada é Curcuma longa (Figura 13. B) e pode ser chamada de
turmérico ou acafrdo, sendo esta muito utilizada como rizoma na dieta no modo de
especiaria em po6. Os pratos com esta especiaria apresentam uma coloracdo amarelada e
cheiro intenso. O rizoma turmérico apresenta normalmente hidratos carbono (69,4%),
proteinas (6,3%), lipidos (5,1%) e minerais (3,5%). A curcumina é utilizada para a
obstipacdo, para febre, para tosse, para infecdes respiratdrias ou para outras doencas
(Dosoky & Setzer, 2018). Além disso, esta especiaria demonstra efeitos antioxidantes,
anticancerigenas, efeitos anti-plaquetarios e anti-artriticos (Perrone et al., 2015).

No que diz respeito a absorcdo da curcumina, a sua passagem do intestino
delgado para a corrente sanguinea é atraves de difusdo passiva (Hu et al., 2017).

No que diz respeito aos ensaios de biodisponibilidade, em estudos com os
murganhos que utilizaram doses orais elevadas de curcumina (1.2 g/kg), os tecidos do
figado e coloretal e o plasma apresentaram vestigios residuais de curcumina (Feng, Wei,
Lee, & Zhao, 2017).

Os ensaios de toxicidade, foram realizados com uma quantidade de curcumina
que oscilava entre 36 a 180 mg, cada foi fornecida a 15 pessoas durante 4 meses. Porém,
os limites de dosagens ndo sdo tdxicos e os metabolitos da curcumina s6 foram
observados nas fezes. Além disso, realizou-se um ensaio com a curcumina em dosagens
de 450 mg, de 900 mg, de 1800 mg e de 3600 mg por dia com um tempo de proximamente
4 meses, em 15 pessoas. A curcumina foi bem tolerada, mas teve efeitos adversos no trato
gastrointestinal (Shanmugam et al., 2015).

A biodisponibilidade oral depende de véarios fatores que variam conforme as
pessoas e podem prejudicar as agdes da curcumina, sendo que estas alteragdes aparecem
principalmente nos individuos com cancro pancreatico (Shanmugam et al., 2015). Na
tabela 4, verifica como a curcumina atua nos diferentes carcinomas com sua utilizacdo

nos estudos in vitro, in vivo e nos ensaios clinicos.

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias 28
Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Maria Teresa Cunha Miranda da Silva Costa
Compostos de origem alimentar com potencial efeito na progressao do cancro

Tabela 5: Ensaios in vitro, in vivo e ensaios clinico da curcumina. Adaptado (Shanmugam et al.,
2015)(Tong, Wang, Sun, & Suo, 2016)(Perrone et al., 2015)(Chikara et al., 2017).

Ensaios in vitro Ensaios in vivo Ensaios Clinicos
Mama/Coloretal: Pancreadtico: Colorectal
| [EGFR] Impede o crescimento Fase | (360 mg):
Inibi a motilidade das células tumorais  tumoral 1 Apoptose
| Angiogénese 1 Expressao do gene p53
| Citocinas

1 Bem —estar geral

Ovério/Mama/ Pulm&o: Prostata (murganhos) (2%). Pancreético

Interacdo no gene p53 e nos fatores de _| Extensdo dos vasos Fase Il (800 mg):

transcricdo (NF-kB) | Proliferacdo celular | [Fatores de transcrigao]

1 Apoptose | Metaloproteinases e [Fatores inflamatorios]
| Metastases Fase Il (8 mg):

| Fatores inflamatérios e Fatores

inflamatorios

Pulmdo/ Figado: | Adesdo (| moléculas Pulméo: Fase I e 11(500 a 800 mg):
de adeséo) | Namero de nddulos e | Lesdes pré-cancerigenas
Impede processos de migracdo e metastases Efeitos anticancerigenos

invaséo | Ciclinas 1 Seguranga da curcumina

| Metaloproteinases
| Fatores de angiogénese

Leucemias/Prostata/Mama/Colon/
Metastases no figado proveniente do
coloretal: | [Metaloproteinases]
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5. Componente experimental: Acdo da curcumina na viabilidade de
celulas de Osteossarcoma

O osteossarcoma € um tumor maligno ésseo (N.Mitchell et al., 2006). Os
individuos mais afetados sdo principalmente as criangas e jovens, pois este afeta
sobretudo ossos em desenvolvimento. A causa de morte mais precoce € a possibilidade
de existéncia de metéstases nos pulmdes, que levam a faléncias respiratorias. Por estas
razBes, 0 osteossarcoma é considerado o terceiro cancro que leva a mais vitimas mortais
em idades mais jovens (Misaghi et al., 2018). Contundo as metastases pulmonares, so
30% dos individuos tém este desenvolvimento (Maran et al.,, 2016). A taxa de
sobrevivéncia em doentes sem metastases aproxima-se de 60%. Porém, em doentes com

metastases, a taxa de sobrevivéncia é de 15% (Lindsey, Markel, & Kleinerman, 2017).

Os locais mais comuns para osteossarcoma sdo 0s 0ss0s mais longos da parte
inferior como o fémur distal e a tibia. (Brierley et al., 2017; Lindsey et al., 2017). As
manifestagdes clinicas iniciais do osteossarcoma podem incluir dores intensas e

intermitentes e o aparecimento de uma massa palpavel (Lindsey et al., 2017).

Existem trés subtipos conforme o seu grau de diferenciacéo o alto, o intermédio
e 0 baixo. As células com o grau mais alto correspondem aos osteoblastos, aos
condrdcitos, aos fibroblastos, as células de dimensbes reduzidas, ao telangiectasico, e ao
grau mais baixo corresponde ao periosteal e o parosteal. Além disso, neste cancro é
importante apurar a histologia, uma vez que serd mais facil o seu tratamento e sua
remocao. Isto acontece principalmente no grau de diferenciacdo mais baixo (Lindsey et
al., 2017). Os nodulos linfaticos ndo sdo relevantes para este tipo de patologia. O
osteossarcoma pode metastizar para varios locais, principalmente para os pulmdes, como
se encontra referido anteriormente. Também sédo frequentes as metastases secundarias em
outros locais 6sseos (Edge et al., 2010). Estima-se que 40% dos individuos irdo
desenvolver metastases secundarios ao fim de algum tempo (Lindsey et al., 2017). Além
disso, estas situaces acontecem em idosos por desenvolvimento de outras patologias

associadas/preexistentes (N.Mitchell et al., 2006) .

Como descrito anteriormente, a curcumina € um rizoma com propriedades
quimiopreventivas que inibe a acdo dos fatores de crescimento, da angiogénese. Com
estas acOes, as células cancerigenas reduzem a capacidade de adesdo e entram mais

facilmente em apoptose (Shanmugam et al., 2015).
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A curcumina pode atuar nas celulas de osteossarcomas através do aumento dos
niveis da proteina Bax e da reducdo da Bcl-2 (Maran et al., 2016). Com estes mecanismos,
a curcumina permite que as celulas cancerigenas entrem na morte programada (apoptose)
(Bandyopadhyay, 2014).

A curcumina apresenta limitagdes devido a baixa solubilidade aquosa ( inferior
a 0,125 mg/L), baixa biodisponibilidade, rapido metabolismo e rapida eliminagéo
sistémica (Malhotra et al., 2015). Por isso, € dificil a sua utilizacdo em ensaios in vivo
(Gera et al., 2017). A curcumina € apenas soltvel em solventes como dimetilsulfoxido
(DMSO) e etanol, devido a sua hidrofilia reduzida (NIST, 2010) (Perrone et al., 2015).
Além disso, o pH € um fator influenciador na preparacéo de uma solugdo da curcumina

pois esta dissolve-se dificilmente em meios com pH inferior a 7 (Gera et al., 2017).

Neste estudo, realizaram-se ensaios de viabilidade celular para comprovar a

citotoxicidade da curcumina em células humanas de osteossarcoma U2-OS.

5.1. Materiais e Métodos

As células U2-OS foram mantidas em meio de cultura Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100 U/mL de
penicilina e 0,1 mg/mL de estreptomicina. As culturas foram mantidas a 37 °C, sob

atmosfera himida, contendo 5 % de dioxido de carbono (COy).

A curcumina foi dissolvida com DMSO durante duas a trés horas com agitacao

constante e com uma temperatura de 37 °C (NIST, 2010).

Ensaio de coloracdo com violeta de cristal

A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de coloracdo com violeta de
cristal (CV). As células foram semeadas em microplacas de 96 pocos (aproximadamente
3000 células em 190 uL de meio de cultura, por poco) e incubadas por 24 horas. Apos
este periodo, as células foram entdo expostas a curcumina (1- 5,7 uM), durante 24 horas
(Fig. 7 A). DMSO 0,5 % e 5 % (v/v) foram usados como controlos negativo e positivo,
respetivamente. O ensaio CV foi realizado de acordo com o protocolo descrito
previamente por Fernandes e colaboradores (2010), e incluiu a lavagem dos po¢os com
PBS (tampao fosfato salino, pH =7,4) a 37° C, a fixacao das células aderentes com etanol

e a coloragdo com Violeta de Cristal. Apos solubilizagdo com solucéo de etanol com 1%
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de &cido acético (Fig. 7 B), foi lida a absorvancia a 595 nm. O ensaio compreendeu quatro

replicados para cada concentracéo testada.

Figura 15: Microplacas com a adi¢do do violeta-cristal.

5.2 Resultados e Discussao

Os resultados obtidos ndo foram o0s expectaveis pois a curcumina ndo inibiu

consideravelmente a viabilidade das células do osteossarcoma nas condi¢des do ensaio

(Tabela 5, Figura 14). A concentracdo mais elevada (5,7 JM) apresentou menor

viabilidade celular (inibicdo de 10,5%).

Tabela 6: Concentragdes da curcumina e com os valores de viabilidade celular e com respetivos desvio-

padrao.

[Curcumina] (LM) Viabilidade celular Desvio-padrédo (SD)
(%)
0 100 1,8
1 93,3 91
2 94 8,2
3 96,3 13,2
4 94,9 3,6
57 89,5 6,3
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Concentracao da [curcumina] ( uM) vs Viabilidade celular (%)

100,00% . .
100,00% 93,00% 94,00% 96,30% 94,90% 89,50%

90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
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10,00%

0,00%

0 1 2 3 4 5,7
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Viabilidade celular (%)

Figura 16: Grafico de barras da concentracdo da curcumina versus a percentagem da viabilidade celular.

Os resultados obtidos, pela baixa toxicidade observada, ndo permitem calcular o
valor de IC50 da curcumina. Seria necessario estudar concentracfes mais elevadas, o que
ndo foi possivel devido a reduzida solubilidade da curcumina. Para aumentar a sua
solubilidade, pode haver estratégias como a implementacao de lipossomas biodegradaveis
e biocompativeis, nanoparticulas, adjuvantes (Gera et al., 2017) ou complexos
fosfolipidos (Chuan et al., 2017). Os lipossomas possibilitam o transporte deste
componente até ao local de chegada (Chuan et al., 2017). Num estudo com células de
osteossarcoma da linha KHOS, estes apresentam um maior IC50 do complexo entre
lipossoma e curcumina do que IC50 da curcumina sem lipossoma, ou seja, a viabilidade
celular € menor com o complexo entre lipossoma e curcumina. Os efeitos deste complexo
demonstram que sdo trés a quatro vezes superiores e aumentam o uptake comparando
com 0s ensaios contendo curcumina sem lipossoma (Feng et al., 2017). Como também,
existem ensaios que comprovam a curcumina ndo impede o crescimento das células
cancerigenas (Lima et al., 2018) (Aziz et al., 2018).No estudo realizado por Li e 0s seus
colaboradores (2012), verificou-se para que haja a diminuicéo significativa da viabilidade
celular, é necessario que as concentragdes sejam superiores a 7,5 UM (Li et al., 2012).
Estas estratégias podem ser implementadas para aumentar a biodisponibilidade da
curcumina e a sua eficacia na diminuicdo da viabilidade de células tumorais (Chuan et
al., 2017).
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5.3 Conclusio

Nas condigdes testadas, a curcumina ndo demonstrou uma citotoxicidade
pronunciada para as células de osteossarcoma. Contundo sdo necessarios mais estudos,
utilizando diferentes condi¢des experimentais, para avaliar a eficacia da curcumina no

osteossarcoma.

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias 34
Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Maria Teresa Cunha Miranda da Silva Costa
Compostos de origem alimentar com potencial efeito na progressao do cancro

6. Conclusao

O cancro € considerada a segunda causa de morte, provocando 9,6 milhdes de
vitimas mortais todos os anos (Today, 2018).

A carcinogénese é o0 processo que origina as células neoplasicas e inclui trés
etapas principais: a iniciacdo, a promocdo (Klaassen, 2008) e a progressdo (Lu & Kacew,
2010). A degradacdo da matriz extracelular permite que as células tumorais atinjam a
circulacdo sistémica ou linfatica (N.Mitchell et al., 2006; Pinto, 2013). Quando isto
sucede, o cancro estende-se para locais mais longinquos e existe a metastizacdo (Pinto,
2013).

Os hébitos alimentares podem influenciar a progressdao tumoral. Existem
alimentos que contém compostos bioativos com fungdes anticancerigenas (Klaassen,
2008). Entre estes compostos bioativos encontram-se o trissulfeto de dialilo, os
isotiocianatos (Chikara et al., 2017) e polifendis como o resveterol e a curcumina (Yen et
al., 2018) .

Apesar dos efeitos anti-tumorais reportados para a curcumina, no ensaio in vitro
realizado neste trabalho, ndo se verificou uma citotoxicidade relevante em células de
osteossarcoma. No entanto, o estudo foi limitado pela baixa solubilidade da curcumina,
sendo necessarios estudos adicionais, com diferentes condi¢fes experimentais, para uma
concluséo definitiva.

Os compostos bioativos alimentares acima mencionados apresentam alteragdoes
significativas nas metastases dos varios cancros, associados a baixo custo e facil
acessibilidade (Fofaria et al., 2015).

Estes bioativos associados com os medicamentos oncoldgicos mostraram bons
resultados e podem eventualmente ser implementados ao longo dos tratamentos e da
prevencdo dos cancros mais agressivos como sdo 0s casos da utilizacdo da curcumina
com docetaxel (Perrone etal., 2015) ou com DATS com docetaxel/cisplatina em ensaios
in vivo (Puccinelli & Stan, 2017). E necessario mais ensaios e estudos para comprovar
detalhadamente a vantagem destas associacoes.

Por outro lado, através da dieta, é dificil a obtencdo de concentragdes
suficientemente elevadas dos compostos bioativos para que tenham a acgdo pretendida
como acontece, por exemplo, com o trissulfeto de dialilo (Nicastro et al., 2015) ou 0s
isotiocianatos (Palliyaguru et al., 2018).
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E recomendada uma alimentacdo equilibrada, saudavel e completa de modo
adquirir estes bioativos (Theodoratou et al., 2017). As organizacOes relacionadas com a
salde, incluindo organizacbes governamentais e ndo governamentais, devem
implementar medidas de prevencao para que 0s riscos de cancros ou doencas cronicas
sejam reduzidos e promover uma alimentacao adequada e exercicio fisico nas diferentes
faixas etérias (Meader et al., 2017). As medidas devem ser dirigidas para os adolescentes
ou adultos jovens, para que mudem os seus estilos de vida, pois é nestas fases da vida
comecam a iniciar os comportamentos de risco (McCloud, Kohler, & Viswanath, 2017)
como o sedentarismo, a alimentacdo pobre em fruta ou legumes e o tabagismo (World
Health Organization, 2018a). As medidas implementadas deverdo incluir comunicacao
direcionada para os jovens, nos media, para promover estilos mais sdos (Meader et al.,
2017), leis favoraveis a comportamentos saudaveis e politicas ambientais e socais

relacionadas com a satde (McCloud et al., 2017) .
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