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Resumo

Os compostos fenolicos, compostos bioativos naturais, tém sido amplamente estudados
como potenciais agentes anticancerigenos devido as suas capacidades para modular
mecanismos redox e inflamatorios. No entanto é necessario realizar estudos de forma a
corroborar a acdo anticancerigena destes compostos e, ainda, determinar as concentracdes
a que estes exercem efeito.

O presente trabalho tem como objetivo a avaliacdo da citotoxicidade in vitro dos &cidos
p-cumarico e fertlico em células renais tumorais humanas (786-0).

Neste estudo avaliou-se a citotoxicidade de dois compostos fendlicos, os acidos p-
cumarico e fertlico, a concentra¢des de 10 uM e 20 uM, isoladamente e em combinagéao
com a cisplatina, nas células 786-0. Esta avaliacdo foi feita pelo método colorimétrico
Cristal Violeta.

Os 4&cidos p-cumarico e ferulico a concentragdes de 10 uM ndo produziram efeito
citotoxico na linha celular utilizada. No entanto, a 20 uM revelaram uma possivel
atividade antitumoral, ainda que pouco significativa, a qual foi corroborada na presenca
de cisplatina. Este estudo devera continuar a ser aprofundado, de forma a considerar
futuramente os beneficios da combinacdo de compostos fendlicos como agentes anti-
cancerigenos.

Abstract

Phenolic compounds, natural bioactive compounds, have been widely studied as potential
anticancer agents due to their ability to modulate redox and inflammatory pathways.
However, it is necessary to carry out studies in order to corroborate the anticancer action
of these compounds and also to determine the concentrations at which they exert an effect.

The present work aims to evaluate the in vitro cytotoxicity of p-coumaric and ferulic acids
in human renal tumor cells (786-0).

In this study, was evaluated the cytotoxicity of two phenolic compounds, p-coumaric and
ferulic acids, at concentrations of 10 uM and 20 puM, both isolated and combined with
cisplatin, in 786-O cells. This evaluation was carried out by using the Violet Crystal
colorimetric method.

The p-coumaric and ferulic acids at concentrations of 10 uM did not produce cytotoxic
effect in the cell line used. However, at 20 uM they revealed a possible antitumoral
activity, although not very significant, which was corroborated in the presence of
cisplatin. This study should continue to be deepened, in order to consider the benefits of
the combination of phenolic compounds as anti-cancer agents in the future.



Lista de abreviaturas

786-0 — Linhagem de adenocarcinoma humano

CCR — Carcinoma de células renais

ccCCR — Carcinoma de células renais de células claras

pCCR — Carcinoma de células renais papilar

chCCR — Carcinoma de células renais cromofobo

VHL - Von Hippel-Lindau

FH — Fumarato-Hidratase

BHD — Sindrome de Hogg Dubé

VEGF — Fator de crescimento endotelial vascular

VEGFR-1 — Recetor 1 do fator de crescimento endotelial vascular
VEGFR-2 — Recetor 1 do fator de crescimento endotelial vascular
PDGFR - Fator de crescimento derivado de plaquetas

c-KIT — Recetor do fator de células-tronco

RET — Recetor codificado pelo proto-oncogene RET

MTOR — Proteina alvo da rapamicina em mamiferos

DNA — Acido desoxirribonucleico

SOD - Superdxido dismutase

GPx — Glutationa peroxidase

CAT — Catalase

CoQ10 — Coenzima Q10

Caco2 — Linhagem celular imortalizada de células de adenocarcinoma colorretal humano
MCT — Acido Monocarboxilico

DMSO - Dimetilsulfoxido

FBS — Soro Bovino Fetal

PBS — Tampao fosfato salino

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

CV — Cristal Violeta

Cisp — Cisplatina



Ac. — Acido

Fer. — Ferulico
p-cum. — p-CUMArico
Ra — Replicado A
Rb — Replicado B
Rc — Replicado C

SD — Desvio-padrao
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Introducéo

O cancro é uma das maiores causas de mortalidade, a nivel global (Reddy, Odhav,
& Bhoola, 2003). No caso do carcinoma das celulas renais, 0 mesmo assume o0 décimo
quarto lugar na tabela de incidéncia dos diferentes tipos de cancro, com 431 288 novos
casos, e 0 décimo quinto lugar na tabela de mortalidade dos diferentes tipos de cancro,
com 179 368 mortes, no ano de 2020 (International Agency for Research on Cancer
(World Health Organization), 2020).

Em 2025, as previsdes para a incidéncia e mortalidade do cancro renal sdo de
475 485 novos casos e 203 535 mortes. Desta forma, estima-se que em 5 anos haja o
aumento de 432 357 novos casos e 44 197 mortes (International Agency for Research on
Cancer (World Health Organization), 2020).

O facto de cada tipo de cancro ter caracteristicas proprias conduz a procura
incessante de novas abordagens para prevencéo, diagnostico e tratamento (Fitzmaurice et
al., 2018).

As abordagens terapéuticas atualmente conhecidas, em alguns casos, apenas
proporcionam o aumento da esperanca de vida dos doentes oncoldgicos e estdo
geralmente associadas a efeitos adversos graves. Desta forma torna-se indispensavel a
investigacao de novos métodos de atuacdo nesta doenca, quer a nivel terapéutico, quer a
nivel preventivo (Reddy et al., 2003).

A crescente taxa de incidéncia de carcinoma das células renais desperta cada vez
mais a necessidade de investigar novas terapias para o tratamento e prevencdo desta
doenca e, desta forma, diminuir a sua taxa de mortalidade. A importancia de descobrir
novas terapias centra-se, essencialmente, na obtencdo de maior eficacia, mas também na
reducdo de efeitos adversos ou outras complicacbes associadas a tratamentos ja

conhecidos.

Desta forma surge o estudo do impacto de &cidos hidroxicinamicos alimentares
na progressao do cancro renal que, para além de se focar na solugcdo de uma doenca
cada vez mais comum, procura estratégias baseadas na alimentacdo que possam ter um

impacto benéfico nestes doentes.



O presente estudo explorou os efeitos citotoxicos dos acidos feralico e p-

cumarico, a concentragdes de 10 uM ¢ 20 uM, em células tumorais renais humanas (786-
0), durante 48h.

A escolha dos compostos em estudo foi apoiada por estudos anteriores,
nomeadamente de farmacocinética, que comprovam que os acidos ferdlico e p-cumarico

atingem os rins e em concentracdes apreciaveis.
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Engquadramento Teorico

1. Cancro renal

As ceélulas epiteliais dos tubulos renais podem originar um tumor designado por
carcinoma de células renais (CCR) (Wang et al., 2019), o qual é mais prevalente nos
homens do que nas mulheres (Mancini, Righetto, & Baggio, 2020). O risco de os homens
contrairem CCR é, por estimativa, 1,85 vezes maior do que para as mulheres,
principalmente na faixa etaria dos 40-60 anos, sendo que esta desigualdade tende a
diminuir a partir dos 70 anos. A diferenca do risco, entre os géneros, de contrair a doenca
pode ser explicada pelo facto de as mulheres serem mais velhas do que os homens
aquando do diagnoéstico e evidencia a plausibilidade de as hormonas femininas,

nomeadamente 0s estrogénios, terem um papel protetor (Mancini et al., 2020).

O carcinoma de células renais é o décimo quarto cancro mais comum (Figura 1) e
a sua incidéncia é diferente para cada area do globo (Figura 2), sendo maior nos paises
desenvolvidos. A razdo desta diferenga ainda ndo é clara, mas cada vez mais se
correlaciona a exposi¢fes gendmicas, ocupacionais e ambientais (International Agency
for Research on Cancer (World Health Organization), 2020).
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Figura 1 - Incidéncia dos diferentes tipos de cancro (Reproduzido de (International Agency for Research
on Cancer (World Health Organization), 2020)).
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Figura 2 - Incidéncia de CCR em diversas areas do globo, consoante género (Reproduzido de (International
Agency for Research on Cancer (World Health Organization), 2020)).

Os principais fatores de risco para 0 CCR podem ter diversas origens: estilos de
vida, como por exemplo, o0s habitos tabagicos, a obesidade e o consumo de alcool; agentes
quimicos, 0s quais sd0 comuns nas exposi¢des ocupacionais, como por exemplo o
tricloroetileno e o acido aristoloquio; outras patologias coexistentes, como por exemplo,
a Hipertensao Arterial, a Diabetes Mellitus e a Doenca Renal Cistica; e a propria genética
de cada individuo (Safiri et al., 2020). No caso da exposic¢do ao tricloroetileno, a qual é
mais comum em mecanicos, lavandarias, fabricantes de cloreto de polivinilo e de tabaco,
a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancro ja considera esta substancia quimica como
um cancerigeno, classificado no Grupo 1, e vincula-o ao cancro renal (Gray & Harris,
2019).

Este tipo de cancro, o CCR, é reconhecido por diversas histologias, respostas
terapéuticas e origem por multiplos genes. Atualmente sdo conhecidos 17 genes distintos
gue podem estar associados a um maior risco de CCR e sabe-se que a ocorréncia de
mutagdes nos mesmos acarreta dificuldades para as células, ao nivel da sua capacidade

para refutar a mudancas no oxigénio, ferro, nutrientes e energia (Linehan et al., 2019).

O CCR pode ser classificado, consoante as suas particularidades citogenéticas e

genéticas, em varios subtipos patologicos, sendo que 0s principais sdo o carcinoma de
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células claras (ccCCR), o carcinoma papilar (pCCR), o qual é classificado no tipo | ou
tipo 1, e o carcinoma cromofobo (chCCR). O subtipo mais comum é o carcinoma de
células renais de células claras (ccCCR), seguido do pCCR e, por fim, o chCCR uma vez
que representam, respetivamente, aproximadamente 70%, 10-15% e 5% dos CCR
(Mancini et al., 2020).

A particularidade genética correlacionada ao CCR de células claras € a auséncia
ou mutacdo de um gene supressor de tumores, o Von Hippel-Lindau (VHL), responsavel
por 60-90% dos casos pontuais. A auséncia deste gene estimula os genes implicados no
feedback a hipoxia que, por conseguinte, aumenta a atividade dos genes responsaveis pela
angiogénese e metastizacdo ((Jonasch, Gao, & Rathmell, 2014), (Pfaffenroth & Linehan,
2008)).

A particularidade genética do CCR papilar é a relacdo a duas sindromes
hereditarias causadas por mutacdes no proto-oncogene MET e no gene da enzima
fumarato-hidratase (FH), uma enzima presente no ciclo de Krebs e que funciona como
supressora de tumores. Os individuos que sofrem mutacGes no proto-oncegene MET
ficam mais propensos ao CCR papilar tipo | enquanto que as mutag¢des no gene fumarato-
hidratase predispdem ao CCR papilar tipo Il, também designado por cancro de células
renais e leiomiomatose hereditaria ((Jonasch et al., 2014), (Pfaffenroth & Linehan,
2008)).

Quanto ao CCR cromdfobo, a sua particularidade genética estreita-se as perdas
cromossomicas, inclusive de cromossomas inteiros, como por exemplo, 0s cromossomas
1, 2, 6,10, 13, 17, 21 e 24, ainda que as consequéncias destas perdas ndo sejam bem
compreendidas (Jonasch et al., 2014). O presente subtipo de carcinoma de celulas renais,
tal como o subtipo CCR de células claras, pode, em alguns casos, advir de pacientes com
a Sindrome de Hogg Dubé (BHD) (Pfaffenroth & Linehan, 2008).

Para alem do carcinoma das células renais existem outros tumores que, apesar de
raros, afetam o sistema renal e que, muitas vezes, sdao classificados incorretamente em
subtipos do CCR, como é o caso do carcinoma do ducto coletor, de tumores uroteliais e

do carcinoma medular renal (Jonasch et al., 2014).

O diagnostico de CCR esté a tornar-se mais facil uma vez que as radiografias
abdominais séo feitas com mais frequéncia (Jonasch et al., 2014), no entanto, atualmente,

aproximadamente 30% dos doentes detetam esta patologia numa fase mais avancada, na
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fase metastatica (Luo et al., 2019). O atraso no diagndstico da doenca deve-se, muitas
vezes, ao facto de que a maioria dos doentes oncoldgicos com CCR sédo assintomaticos e
0 seu diagndstico é feito acidentalmente, aquando da realizacdo de exames de imagem

abdominal por razdes ndo relacionadas (Gray & Harris, 2019).

O carcinoma das células renais, em fase avancgada, pode manifestar-se com dores
no flanco, massas abdominais palpaveis, varicocele, edema bilateral nas pernas e outros
sintomas mais comuns, como por exemplo, febre, perda de peso, tosse, adenopatia e dores
Osseas. Para além destes sintomas, sabe-se que cerca de 20% dos doentes sofrem de
sindromes paraneoplésicas, as quais sdo evidenciadas pela hipertenséo, hipercalcemia e
policitemia (Gray & Harris, 2019).

No que diz respeito ao tratamento desta patologia, 0 mesmo depende da fase em
que é diagnosticado, isto é, se 0 CCR é identificado através de massas renais localizadas
ou se ja se trata da fase metastatica. Se o CCR for diagnosticado através de massas renais
localizadas, a terapia passa pela sua remocao através intervengdes cirdrgicas e pela sua
vigilancia ativa (Ditri, 2017). Assim sendo, as massas renais localizadas podem ser
tratadas por ablacdo térmica, ablacdo por radiofrequéncia, nefrectomia parcial,
nefrectomia radical e cirurgia ((Ditri, 2017), (Gill, 2009)).

A principal vantagem da nefrectomia radical é a capacidade de ser utilizada em
massas com diversos tamanhos, independentemente do seu estdgio clinico. J& a
nefrectomia parcial € mais utilizada, geralmente, em massas renais com tamanho inferior

a 7 cm de diametro, o que corresponde ao estagio clinico T1 (Ditri, 2017).

A cirurgia para pequenas massas renais, ainda que seja uma técnica invasiva,
evidencia respostas promissoras uma vez gque se estima que 97% dos pacientes aumentam

a sua sobrevida em 5 anos (Gill, 2009).

A ablacéo por radiofrequéncia e a crioablacdo apresentam-se como alternativa a
cirurgia para pequenas massas renais uma vez que sao procedimentos menos invasivos e
0 Seu sucesso € simétrico a cirurgia. Por estas razdes, as técnicas de ablacdo tém-se

tornado a primeira op¢édo para pequenas massas renais simples (Gill, 2009).

Se na terapia de massas renais localizadas se optar por utilizar a ablagéo térmica,
0 procedimento é feito por laparoscopia ou percutaneo. Este método de tratamento

abrange a crioablacdo e a ablacdo por radiofrequéncia (Ditri, 2017).
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A vigilancia ativa é sempre importante no seguimento de um doente oncologico,
mas é ainda mais importante em pacientes cujo diagndstico seja em estagio inicial, com
massas renais de tamanhos reduzidos, inferiores a 4 cm, baixa probabilidade de maleficios
agressivos ou expetativa de vida é limitada (Ditri, 2017). No caso do CCR metastatico, a

terapia de primeira linha é a terapia sistémica (Zhang et al., 2019).

Como referido anteriormente, o diagnostico de carcinoma de células renais em
fase metastatica acontece em cerca de 30% dos pacientes. O tratamento desta patologia
enfrenta diversos desafios devido a resisténcia que as células cancerigenas adquirem aos

medicamentos (Gray & Harris, 2019).

Atualmente, a terapia sistémica para 0 CCR metastatico engloba os inibidores do
recetor VEGF, inibidores da tirosina quinase e imunoterapias. Se o doente ainda néo foi
alvo de intervencBes medicamentosas, o tratamento pode ser feito através de uma
associacdo de inibidores do recetor de VEGF ou inibidores da tirosina quinase com
interferdo-o (Gray & Harris, 2019) e grandes concentracdes de interleucina 2 (Wang et
al., 2019). A taxa de resposta dos dois ultimos farmacos situa-se entre os 10% a 20% e
correspondem a remissées completas com maior durabilidade (Pfaffenroth & Linehan,
2008). Posteriormente, se o doente evidenciar progressao da patologia, mesmo com o
tratamento, este passa a ser feito em associa¢do com inibidores do recetor de VEGF ou
inibidores da tirosina quinase com imunoterapia e um imunossupressor. A imunoterapia
é feita com Nivolumab (Opdivo) e a imunossupressdo com Everolimus (Gray & Harris,
2019)., um inibidor do mTOR (proteina alvo da rapamicina em mamiferos) (Semeniuk-
Wojtas, Lubas, Stec, Szczylik, & Niemczyk, 2016).

Tabela 1 - Exemplos de inibidores do recetor de VEGF e da tirosina quinase (adaptado de (Gray &
Harris, 2019), (Semeniuk-Woijtas et al., 2016)).

Substancia ativa Nome comercial Alvo terapéutico (Semeniuk-Wojtas et al., 2016)

Sunitinib Sutent Tirosina quinase (VEGFR-1, VEGFR-2,
PDGFR, c-KIT, RET)

Pazopanib Votrient Tirosina quinase (VEGFR-1, VEGFR-2,
PDGFR, c-KIT, RET)

Sorafenib Nexavar Tirosina quinase (VEGFR-1, VEGFR-2,
PDGFR, c-KIT, RET)

Bevacizumab Avastin VEGF
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A terapia sistémica, anteriormente referida, melhora efetivamente a esperanca de
vida dos doentes com CCR, no entanto, a terapéutica deste cancro é ainda um desafio
devido a toxicidade e aos efeitos colaterais dos medicamentos, bem como a sensibilidade
de cada paciente aos diversos farmacos ((Wang et al., 2019), (Luo et al., 2019)). Os efeitos
toxicos mais recorrentes dos inibidores do recetor VEGF sdo o0s transtornos
gastrointestinais e cutaneos, fadiga e hipertenséo (Semeniuk-Wojtas et al., 2016). No caso
dos carcinomas graves, 0s mesmos desenvolvem resisténcias aos medicamentos surgindo
a necessidade de substituir os medicamentos utilizados chegando a um ponto em que 0s
doentes ficam sem farmacos eficazes (Zhang et al., 2019). Por todos estes obstaculos, a
pesquisa de novos alvos terapéuticos e biomarcadores para esta patologia é cada vez mais
importante ((Wang et al., 2019), (Luo et al., 2019)) embora, no caso da imunoterapia

estudada atualmente, o sucesso seja de aproximadamente 10% (Zhang et al., 2019).

A pesquisa de novos alvos terapéuticos torna-se mais facil ao nivel que o
conhecimento sobre o0s mecanismos patolégicos do CCR vai aumentando. O
conhecimento, ja existente, sobre 0 CCR proporcionou a concecdo de farmacos que
inibem a angiogénese através do VEGF - inibicdo direta, e da inibicdo damTOR - inibicao
indireta (Wei, Wang, Ye, & Chen, 2018).

16



2. Citotéxicos

Os antineoplasicos empregues na terapia do cancro podem ser classificados em
agentes “ciclo celular especificos” e agentes “ciclo celular ndo especificos”, sendo este
ultimo grupo de farmacos o mais frequentemente utilizado. Além desta classificacéo,
cada um dos grupos &, posteriormente, dividido em subgrupos (Tabela 2) (Almeida et al.,
2005).

Tabela 2 - Classificacdo dos principais grupos de antitumorais (Adaptado de (Almeida et al., 2005)).

Farmacos ciclo-celular especifico Farmacos ciclo-celular ndo especificos

Anti-metabolitos Antibidticos

Alcalbides de plantas Alquilantes de complexos de coordenagdo de
Platina

Outros Agentes alquilantes

Os antineoplésicos podem ser classificados, de acordo com a interagdo que tém
com o DNA, em inibidores da sintese de nucleotideos, inibidores da DNA-girase e

agentes que atuam diretamente no DNA (Almeida et al., 2005).

Os principais representantes dos agentes que atuam diretamente no DNA sdo 0s
agentes alquilantes, os quais podem ser subclassificados em mustardas, nitrosureias,
compostos de platina e outros, como por exemplo, a bleomicina. No caso dos inibidores
da sintese de nucleotideos, os farmacos principais sdo 0s analogos das bases nitrogenadas,
sendo eles os antifolatos, antipirimidinas e antipurinas. Por fim, os inibidores da DNA-

girase estreitam-se, essencialmente, as antraciclinas (Almeida et al., 2005).

A terapia sistémica com citotdxicos, também designada quimioterapia citotoxica,
comegou a ser utilizada no tratamento de doencas oncoldgicas ha mais de 60 anos. E um
tratamento que se baseia, geralmente, na utilizacdo de substancias genotdxicas cujo alvo
sdo as células com maior taxa de proliferacdo (Hans, Senarisoy, Bhaskar Naidu, &
Timmins, 2020).

A acdo dos agentes genotoxicos pode ser direta ou indireta, sendo exemplos,
respetivamente, os farmacos a base de platina e os inibidores de topoisomerase (Hans et
al., 2020).

O sucesso do tratamento com citotoxicos de acdo direta no DNA torna-se dificil,

uma vez que depende da lesdo que os mesmos causam ao DNA e do tipo de células em
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que se pretende atuar. Se o grau de lesdo no DNA for reduzido, a célula estimula a sua
reparacao visando a suspensdo do ciclo celular de forma a conservar o genoma e evitar a
ocorréncia de mutaces e reduzir as hipoteses de cancerigénese. Por outro lado, se o grau
de lesdo no DNA for elevado, a célula inicia a morte celular para que as células mais

lesadas sejam excluidas (Hans et al., 2020).

Os genes responsaveis pela reparacdo do DNA sdo expressos em maior quantidade
em células cancerigenas, forma a fortalecer a reparacdo destas células, o que se pode
converter numa desvantagem, uma vez que esta condi¢cdo beneficia 0 processo de
metastizacdo. Esta é uma das formas pelas quais as células cancerigenas desenvolvem

resisténcia aos agentes citotoxicos que outrora foram eficazes (Hans et al., 2020).

Os citotoxicos revelam beneficios na terapia do cancro, no entanto, estes
farmacos, principalmente os agentes alquilantes, também podem causar danos nos tecidos
ndo tumorais, devido a interacdo que tém com o DNA e ao stress oxidativo (Hans et al.,
2020).

2.1. Cisplatina

A cisplatina, também designada por [(SP-4-2)-diaminodicloroplatina] (Makrilia,
Syrigou, Kaklamanos, Manolopoulos, & Saif, 2010), é um citotoxico incluido nos
compostos de coordenacdo com platina e, devido a sua capacidade para alquilar o DNA,
é dos antineoplasicos mais utilizados na quimioterapia ao longo dos ultimos 30 anos,

embora tenha sido descoberta ha mais de 150 anos (Almeida et al., 2005).

Figura 3 - Estrutura quimica da cisplatina (Reproduzido de (Almeida et al., 2005)
O principal mecanismo de acdo da cisplatina é a alquilagdo que ocorre,
preferencialmente, no N7 da Guanosina, uma base azotada do DNA, mas também pode
formar ligaces covalentes com a Adenosina e a Citosina. Desta forma pode concluir-se

que a acdo deste citotoxico estd associada a inibicdo especifica da sintese do DNA
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(Almeida et al., 2005), ou seja, impede 0 aumento do nimero de células cancerigenas, tal
como a inducdo de ruturas na dupla helice do DNA, conduzindo a paragem do ciclo

celular (Tserga et al., 2019).

A capacidade da cisplatina para se ligar ao DNA revelou-se benéfica para o
combate contra o cancro (Almeida et al., 2005) uma vez que € o tratamento de primeira
linha para diversos tipos de cancro metastatico ou quando se pretende preservar algum
6rgdo. A sua taxa de sucesso é de 6,5% no aumento de 5 anos de sobrevida (Rivelli, Mak,
Martins, da Costa e Silva, & de Castro, 2015). Contudo, os beneficios desta utilizacao
devem ser contrabalancados com os maleficios, dado que a cisplatina tem evidenciado
toxicidade celular, uma vez que €é capaz de causar mutacbes no DNA e alterar a ligacao
deste as proteinas (Almeida et al., 2005). Os principais efeitos tdxicos conhecidos séo a
nivel neuronal, otorrino, emético e nefroldgico (Makrilia et al., 2010), sendo a principal

consequéncia a necrose tubular aguda (Zazuli et al., 2018).

Em termos de farmacocinética, a excrecdo da cisplatina ocorre, essencialmente,
por via renal, pelo que é possivel que esta se acumule nos tdbulos renais (Crona et al.,
2017). A taxa de excrecdo, ao fim de 48h, situa-se no intervalo de 27% a 50%. Séo estes
dados farmacocinéticos que podem fundamentar a nefrotoxicidade, uma vez que 0s rins
presenciam elevadas concentracdes de cisplatina e 0s seus mecanismos de transporte sao
repetidamente alterados. As condic¢des anteriormente referidas proporcionam transtornos
intermédios a nefrotoxicidade, como por exemplo, a inflamacéo renal, o dano oxidativo

e a morte celular programada (Zazuli et al., 2018).

A nefrotoxicidade associada a cisplatina dificulta a sua utilizacdo de forma eficaz,
visto que a eficacia deste citotoxico € dose-dependente e, por isso, a utilizacdo de
concentragfes maiores potencia a sua a¢do, mas também aumenta os riscos do doente
contrair efeitos nocivos para os rins. Além disso, sabe-se que mesmo apds a
descontinuacdo do tratamento com cisplatina, a platina pode ser detetada alguns anos mais
tarde, 0 que aumenta, ainda mais, as inquietacdes relativas a sua nefrotoxicidade (Zazuli
etal., 2018).

Os efeitos nefrotoxicos causados pela cisplatina foram demonstrados em estudos
antecedentes e os mesmos revelaram que a nefrotoxicidade afeta cerca de 20% dos
pacientes. A incidéncia nos idosos corresponde aproximadamente a 66%, enquanto que

nas criangas ultrapassa os 70% (Zazuli et al., 2018), sendo os efeitos percetiveis ao fim
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de 10 dias de terapia (Crona et al., 2017). Todavia, a lesdo do tabulo renal pode ser
atenuada com a suplementagdo de magnésio, visando restabelecer a perda deste eletrélito
causada pela cisplatina. A hidratacdo é também uma medida adjuvante na conten¢do das
lesbGes renais, uma vez que o0 aumento da ingestdo de liquidos promove o aumento de
fluxo urinario e, por conseguinte, a excrecdo da cisplatina, levando a reducao do periodo

de circulacdo deste agente alquilante no tabulo proximal (Crona et al., 2017).
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3. Antioxidantes alimentares

O stress oxidativo é causado pelo desequilibrio entre a formacéo de radicais livres
e componentes antioxidantes conduzindo ao dano oxidativo nas células, o qual pode
resultar em doencgas cardiovasculares, doengas degenerativas, diabetes e cancro. Pode
conduzir, por exemplo, ao aumento da expressdo de oncogenes (Sangsefidi, Yaghoubi,
Hajiahmadi, & Hosseinzadeh, 2020), bem como a estimulacdo do envelhecimento

(Baptista, Gongalves, Bressan, & Pellzio, 2018).

Além das doencas associadas ao stress oxidativo, este também esta envolvido na
estimulacdo de vias de sinalizacdo celular, relacionadas com a proliferacdo, migracdo de
células cancerigenas e angiogénese. As vias de sinalizacao celular sdo igualmente fulcrais
na apoptose uma vez que podem combater a progressao e metastizacdo do cancro, sendo
este 0 motivo de se utilizarem terapias anti-neoplasicas que, entre outros mecanismos,
atuem através do stress oxidativo, induzindo a formacéo de espécies reativas de oxigénio

(ROS) para eliminar as células tumorais (Lee, Cai, Shu, & Nechuta, 2017).

As ROS, como por exemplo radicais superdxidos, hidroxilos e peroxidos de
hidrogénio, e as espécies reativas de nitrogénio (Baptista et al., 2018), podem ser
originados a partir dos mecanismos fisiol6gicos do organismo humano, como por
exemplo, a producéo de energia a nivel mitocondrial, o metabolismo lipidico e inflamag&o
(Melini, Melini, Luziatelli, Ficca, & Ruzzi, 2019).

O organismo humano esta preparado fisiologicamente para combater o stress
oxidativo, uma vez que possui enzimas capazes de eliminar ROS, ou pelo menos reduzir
a sua concentracao e quebrar a cadeia de formacdo de radicais (Sangsefidi et al., 2020).
No caso dos sistemas enzimaticos responsaveis serem bloqueados pode haver acumulagao
de ROS e, por consequéncia, danos no DNA, proteinas e lipidos, conduzindo a lesdo e
morte celular (Hernandez-Ruiz et al., 2019). As principais enzimas pertencentes ao
sistema de defesa antioxidante séo a superoxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase
(GPX) e a catalase (CAT) (Melini et al., 2019).

Os antioxidantes sdo moléculas, enddgenas ou exdgenas, que sdo capazes de
neutralizar os radicais livres ao ceder-lhes um eletrdo e, desta forma, torna-los mais
estaveis. A reacgdo que ocorre entre antioxidantes e radicais livres finaliza a cadeia de
stress oxidativo que, por consequéncia, impede ou atrasa a lesdo das células ou tecidos.

Os tocoferois, vitamina C, compostos fendlicos, a glutationa, o ubiquinol, o &cido urico e
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a coenzima Q10 sdo alguns dos exemplos de antioxidantes (Melini et al., 2019), sendo
que muitos destes compostos podem ser obtidos a partir da dieta (Tonin, Steimbach,
Wiens, Perlin, & Pontarolo, 2015).

Entre os antioxidantes naturais destacam-se ainda os polifenois, que sdo obtidos

através da dieta ao ingerir alimentos como frutas frescas e vegetais (Baptista et al., 2018).

3.1 Acidos hidroxicinamicos
A deficiéncia de compostos bioativos na dieta humana integra os fatores de risco
para o desenvolvimento de doencas crénicas nao transmissiveis, como o cancro, doengas

cardiovasculares e muitas outras (Oliveira & Bastos, 2011).

O papel fundamental dos compostos bioativos na dieta humana deve-se a sua
capacidade de regular os sistemas de defesa antioxidante, anti-inflamatoria e mutagénica,
0S quais sdo cruciais para evitar as doencas crénicas ndo transmissiveis (Oliveira &
Bastos, 2011). Dietas ricas em compostos fendlicos, um exemplo de compostos bioativos,
estdo associadas a reducdo do risco de alguns cancros. Os mecanismos de acdo das
substancias fendlicas tém vindo a ganhar destaque nos ultimos anos, sendo alvo de muitos
estudos. Os estudos mais recentes sugerem que estas substancias sdo capazes de modular
a atividade de diferentes enzimas como a telomerase, interagir com recetores e vias de

transducdo de sinais e, ainda, regular o ciclo celular (Oliveira & Bastos, 2011).

Os é&cidos fendlicos sdo dos compostos mais abundantes nos alimentos e sdo
constituidos por anéis aromaticos ligados a um grupo funcional hidroxilo. Os acidos
fenolicos podem dividir-se, de acordo com o nimero de anéis fendlicos e com 0s grupos
funcionais, aos quais estdo ligados, em dois grupos: os acidos hidroxibenzoicos e 0s
hidroxicinamicos. Como exemplo dos acidos hidroxicinamicos temos o acido p-cumarico
e 0 acido ferulico (Figura 4), que nos alimentos podem ser encontrados na forma livre,
mas principalmente na forma esterificada de &cido quinico, acido tartarico ou

carbohidratos e derivados (Oliveira & Bastos, 2011).
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Figura 4 - Estruturas quimicas dos acidos p-cumarico (A) e fertlico (B) (reproduzida de ("PhytoHub,"
n.d.)).

A ingestdo diaria de &cidos hidroxicindmicos é estimada em 211 mg por dia (Lafay
& Gil-lIzquierdo, 2008).

Os é&cidos hidroxicindmicos s&o encontrados em diversos alimentos,
principalmente cereais, frutas e legumes, tal como em algumas bebidas (Oliveira &
Bastos, 2011). No entanto, a concentracdo dos diversos &cidos hidroxicinamicos nos
alimentos ndo é equivalente (Lafay & Gil-lzquierdo, 2008). Por exemplo, o acido ferdlico
[acido 3- (4-hidroxi-3-metoxifenil) prop-2-endico] estd presente em maiores
concentragOes no feijao branco, farelo de milho, farelo de trigo, beringela, beterraba,
mirtilo e chocolate negro enquanto que o &cido p-cumarico [acido 3-(4-hidroxifenil)-2-
propendico] esta presente em maiores concentracdes nas azeitonas cruas, amendoins,
ameixa, arando americano e arando europeu (Tabela 3). Considerando estes dados,
estudos recentes afirmam ser possivel um individuo ingerir 80-165 mg de &cido ferulico
numa refeicdo (Paiva, Goldbeck, Santos, & Squina, 2013).

Tabela 3 - Teor dos &cidos p-cumaérico e fertlico em alimentos (adaptado de (Rothwell JA, Pérez-Jiménez
J, Neveu V, Medina-Ramon A, M'Hiri N, Garcia Lobato P, Manach C, Knox K, Eisner R, Wishart D,
2013)).

Acido p-cumérico Acido ferdlico

Bebidas alcodlicas

Cervejas Cerveja normal 0,10 mg/ 100 ml 0,26 mg/ 100 ml
Licor Noz 0,26 mg/ 100 ml -

Vinhos Vermelho 0,55 mg/ 100 ml 0,08 mg/ 100 ml
Branco 0,15 mg/ 100 ml 0,09 mg/ 100 ml
Rosé 0,13 mg/ 100 ml -

Cereais e derivados

Produtos de cereal Pdo, centeio, farinha integral - 3,90 mg/ 100 g
Cereais Milho, farinha refinada 0,33 mg/ 100 g -

Aveia, farinha grdo integral 0,16 mg/ 100 g 0,19 mg/ 100 g

Centeio, farinha integral 0,23 mg/ 100 g 0,45 mg/ ml

Arroz refinado (branco) 0,11 mg/ 100 g -

Trigo comum, farinha refinada - 8,08 mg/ 100 g

Trigo duro, farinha refinada - 14,11 mg/ 100 g

Trigo duro, farinha gréo integral - 72,21 mg/ 100 g
Café e cacau

Cacau-chocolate Chocolate negro 24,00 mg/100g

Frutos e produtos de frutas

Drupas secas Ameixa

1,11 mg/ 100 g

EELEY Arando americano 1,08 mg/ 100 g 0,81 mg/ 100 g
Arando europeu 2,02 mg/ 100 g -
Arando vermelho 3,93 mg/ 100 g -
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Framboesa amarela

Morango

Magé (sobremesa), inteira, crua
Péra descascada

Maga (cidra), sumo concentrado
Mag4 (cidra), sumo puro
Maca (sobremesa), sumo puro

Séalvia comum seca
Tomilho comum seco
Manjerona seca
Oregéo seco

Alecrim seco
Vinagre

Amendoim descascado
Amendoim descascado torrado
Preto, descascado, cru

Outros, descascado, cru
Branco, descascado, cru

Preta

Verde

Beringela

Tomate, inteiro, cru
Couve-flor crua

4,30 mg/ 100 g
0,21 mg/ 100 g
0,27 mg/ 100 g
0,18 mg/ 100 g

0,11 mg/ 100 ml
0,93 mg/ 100 ml
0,19 mg/ 100 ml

4,95 mg/ 100 g
4,95 mg/ 100 g
2,40 mg/ 100 g
5,75 mg/ 100 g
3,67 mg/ 100 g
0,29 mg/ 100 ml

2,53 mg/ 100 g
6,46 mg/ 100 g

1,43 mg/ 100 g
5,90 mg/ 100 g
0,08 mg/ 100 g

1,00 mg/ 100 g

0,07 mg/ 100 g

0,20 mg/ 100 ml
0,19 mg/ 100 ml
0,07 mg/ 100 ml

5,80 mg/ 100 g
5,65 mg/ 100 g
7,10 mg/ 100 g
5,20 mg/ 100 g
2,00 mg/ 100 g
0,11 mg/ 100 ml

0,35 mg/ 100 g
0,30 mg/ 100 g
0,43 mg/ 100 g

0,21 mg/ 100 g
3,01 mg/ 100 g
0,22 mg/ 100 g
0,27 mg/ 100 g
0,53 mg/ 100 g

Além das diferencas de concentracdes, destes compostos fenolicos, deve ter-se em
consideracdo que as quantidades presentes nos alimentos, nem sempre sao as que chegam
ao rim pois depende da respetiva farmacocinética (Tabelas 4 e 5) ((Paiva et al., 2013),
(Rothwell JA, Pérez-Jiménez J, Neveu V, Medina-Ramon A, M’Hiri N, Garcia Lobato P,
Manach C, Knox K, Eisner R, Wishart D, 2013)).

Estudos anteriores realizados em animais, mostram que a absor¢do dos acidos
hidroxicinamicos, ingeridos isoladamente, comecga no estdmago e continua no intestino
delgado, sendo que € aqui que ocorre a absor¢do dos acidos hidroxicindmicos livres que
anteriormente ndo foram absorvidos (Oliveira & Bastos, 2011). A absorg¢do dos &cidos p-
cumarico e ferulico nas células Caco-2 é semelhante a de modelos animais uma vez que
utilizam o sistema transportador de &acido monocarboxilico (MCT) para permear a
membrana epitelial do intestino. Todavia, no caso das células Caco-2, a difusdo passiva

ndo € menosprezada para explicar a absorcao (Alam et al., 2016).

A concentracao de acidos hidroxicindmicos que chega ao rim depende do grau de
absorcéo no intestino delgado (Paiva et al., 2013) e do grau de metabolizagéo, que ocorre

no intestino e no figado, por intermédio das enzimas de fase Il, ou seja, as
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sulfotransferases, UDP-glucotransferases e catecol-o-metiltransferases. As enzimas de
fase Il transformam os &cidos hidroxicindmicos em conjugados sulfatados, glucuronados
ou metilados, dependendo da enzima de quem séo alvos, para promover a excrecao biliar
e urinaria, uma vez que os conjugados se tornam mais hidrofilicos (Oliveira & Bastos,
2011).

Apesar da metabolizacdo dos acidos fendlicos ser feita essencialmente por
sistemas enzimaticos, a mesma também pode ocorrer através da flora microbiana do c6lon
(Oliveira & Bastos, 2011).

Tabela 4 - Teores de acido p-cumadrico na urina de humanos (adaptado de (Rothwell JA, Pérez-Jiménez J,
Neveu V, Medina-Ramon A, M'Hiri N, Garcia Lobato P, Manach C, Knox K, Eisner R, Wishart D, 2013)).

Dados cinéticos

Fonte do acido p-cumarico Doses administradas Duracao da
administracao

Acido citrico na 4gua 0,59 /dia 7 dias 3,5 umol /24 h

Cacau em pd no leite 40 g/ dia 4 semanas 0,31 umol apos 24
h

Cacau em pd na agua 409 Dose Unica 0,05 nmol / mg de
_ creatinina apds 24 h

Cacau em pé no leite 4049 Dose Unica 0,004 nmol / mg de
creatinina apds 24 h

Tabela 5 - Teores de acido ferdlico na urina de humanos (adaptado de (Rothwell JA, Pérez-Jiménez J,
Neveu V, Medina-Ramon A, M'Hiri N, Garcia Lobato P, Manach C, Knox K, Eisner R, Wishart D, 2013)).

Fonte do acido ferulico Doses administradas Duracdo da Dados cinéticos
administracao

Ché preto 4 g/dia 7 dias 34 umol / 24 h apos
Acido citrico na agua 0,5 g/ dia 7 dias 26 pmol / 24 h apos
Cacau em pé no leite 40 g/ dia 4 semanas 4,28 ymol / 24 h
apos 1 semana
Cacau em pé na agua 4049 Dose Unica 10,52 pmol / mg de
_ creatinina ap6s 24 h
Cacau em pd no leite 40¢g Dose Unica 2,31 nmol / mg de
creatinina apds 24 h
Chocolate negro 80¢g Dose Unica 160 nmol / g de
_ creatinina ap6s 24 h
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O acido p-cumario e o acido ferulico sao sintetizados na via do mevalonato e do
xiquimato, a partir da tirosina e da L-fenilalanina (Figura 5), e podem ter diversos
precursores e metabolitos (Tabela 6) ((Alam et al., 2016); (Paiva et al., 2013);
(“PhytoHub,” n.d.)). Além das vias principais, o acido feralico também pode resultar da
metilacdo do &cido cafeico (Oliveira & Bastos, 2011).
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Figura 5 - Biossintese dos acidos ferulico e p-cumaérico (reproduzido de (Kumar&Pruthi, 2014)).

Tabela 6 - Precursores e metabolitos do acido p-cumérico e do &cido ferdlico (elaborado a partir da
informacéo disponivel em ("PhytoHub", n.d.)).

Precursor Metabolito Espécie Biofluido
Acido 4-hidroxibenzoico

Acido benzéico Urina
Acido di-hidro-p-cumarico
' o - —— Humano . -
Acido p-cumarico ACId’O 3-fenilpropidnico N&o disponivel
Acido hipurico Plasma, urina
Acido coumarico-4’-O-glucuronido
Sulfato de acido p-coumarico Plasma
Sulfoglucuronideo de acido p-coumarico Ratg
Acido p-cumarico Urina
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Rato, humano Plasma, urina
3 Rato
Acido ferdlico Humano Fezes, soro,
urina
Acido 3-hidroxibenzdico Rato, humano Plasma, urina
Acido 4-hidroxibenzoico Humano
Acido protocatecuico
Acido vanilico Rato, humano
Acido 3°, 4’-di-hidroxifenilacético _
Acido di-hidrocafeico Humano Urina
Acido di-hidro-p-cumarico
Acido 3-(3’-hidroxifenil) propiénico Rato, humano Plasma, urina
Acido 3-fenilpropiénico Humano Plasma
Acido di-hidroferdlico Urina
Acido feralico-4’-O-glucuronido
Acido ferilico-4’sulfato Rato Plasma
Sulfoglucuronideo de &cido ferulico
Ferulolilglicina Urina
Acido hipurico Humano Plasma, urina

Acido 3,4-dimetoxibenzdico

Os metabolitos dos &cidos ferdlico e p-cumarico sdo diversos, no entanto, 0s
principais sdo o acido 4-hidrobenzoico, o acido hipurico, acido vanilico, o acido p-
cumarico e o acido ferulico. O &cido vanilico, um dos principais metabolitos do acido
feralico, resulta da oxidacdo do &cido di-hidroferulico, produto da reducdo do &cido
ferdlico (Oliveira & Bastos, 2011).

O facto destes &cidos, ferulico e p-cumarico, serem facilmente obtidos a partir da
dieta, diretamente ou como metabolitos de outros compostos alimentares, e serem
detetados na urina, motiva ao estudo para a melhor compreensdo dos seus mecanismos

de acéo, bem como o seu impacto na progresséo tumoral.

Desta forma surge o presente estudo, cujo objetivo € avaliar o impacto de acidos
hidroxicinamicos alimentares, mais especificamente dos acidos p-cumarico e ferulico, na

progresséo do cancro renal.
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Materiais e métodos

Materiais

Os equipamentos empregues nos ensaios foram camara de fluxo laminar vertical,
microscopio invertido de contraste de fase, incubadora para cultura celular e um leitor de
placas SYNERGY|HTX multimode reader da BioTek.

As células renais tumorais humanas (786-O) foram adquiridas a ATCC
(American Type Culture Collection). O &cido p-cumaérico, a cisplatina, o PBS, tripsina, a
solucdo de penicilina-estreptomicina, o dimetilsulfoxido (DMSO), o etanol, o &cido
acetico e o cristal violeta foram adquiridos a Sigma-Aldrich. O soro bovino fetal (FBS) e
o meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) foram adquiridos a

Biowest. O &cido ferulico foi adquirido a Byoformula.

Métodos

Cultura celular

As células de adenocarcinoma humano 786-O foram cultivadas em meio DMEM
com elevada concentracao de glucose (4,5 g/L) suplementado com 10% de FBS e 1% de
solucdo de penicilina-estreptomicina e foram mantidas a 37 °C sob uma atmosfera humida
contendo 5% de COx.

Calculo de confluéncia

O calculo de confluéncia permite determinar o volume que se deve retirar de uma
suspensdo celular, na passagem de células. Neste calculo deve ter-se em conta que as

células 786-0O tém um ciclo de replicacéo de, aproximadamente, 18h.

_ quantidade de suspensao no frasco (x)
Volumeretirar =

numero de ciclos de replicagdo (2)
(*) geralmente é 2 mL (0,5 mL tripsina + 1,5 mL meio) — num Frasco de cultura Tas

(2) o numero de ciclos de replicacéo equivale a 2 porque, num ciclo, uma célula origina

duas células
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Passagem de células

O presente procedimento deve decorrer sempre na cdmara de fluxo laminar, a qual
deve ser limpa antes e ap0s a sua utilizagdo. O primeiro passo, apds limpeza do local de
trabalho e desinfecdo das méos e material a utilizar, serd descartar o meio. Posteriormente
pipeta-se, para o canto do frasco de forma a ndo lesar mecanicamente as células, 1 mL de
verseno. Seguidamente descarta-se o verseno e, com 0 mesmo cuidado, pipeta-se 0,5 mL
de tripsina, no caso de um frasco T2s. Se o frasco fosse um T7s, a quantidade de tripsina
a pipetar seria 1 mL. A tripsina deve manter-se em contacto com as células cerca de 3
minutos para que haja o destacamento destas, no entanto, ndo € necessario incubar a 37
°C, pois as células 786-O destacam facilmente. No final da espera, pipetam-se 1,5 mL de
meio suplementado para o frasco inicial onde ainda se mantém as células para inativar a
tripsina. De seguida pipetam-se, no caso de um T25, 5 mL de meio para um frasco novo
devidamente identificado. Homogeniza-se o contetdo do frasco inicial com a técnica “up-
down” para se ter a certeza de que, quando retirarmos a quantidade pretendida para o
novo frasco, previamente calculada, mantemos a concentracdo celular. Finalizando o
procedimento verifica-se, ao microscépio, a confluéncia do novo frasco e incuba-se
durante 3 dias, no maximo, até nova passagem. O transporte do frasco deve ser feito na
vertical para que ndo se corra o risco de molhar e romper o filtro das trocas gasosas, 0

qual estd na tampa, e assim comprometer a esterilidade.

Contagem de células

A contagem de células ocorre na Camara de Neubauer pelo que o primeiro passo
deve ser a sua montagem. Posteriormente pipeta-se 10 pL, de meio com células, para cada
um dos lados da Camara de Neubauer. Seguidamente procede-se a contagem de células
no microscopio, com a objetiva de 10x. Note-se que devemos escolher dois limites do
quadrante para que so as células desses limites sejam incluidas na contagem de células e
que, geralmente, procede-se a contagem de células em trés quadrantes. Depois faz-se a
média e multiplica-se por 10* de forma a conhecer o nimero de células por mL e, assim,

calcularmos o volume necessario para inocular o nimero de células pretendido.
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Ensaio colorimétrico de cristal violeta (CV)

O ensaio do CV é um método ndo enzimatico que calcula a biomassa de células
aderentes, ou seja, através da afinidade entre o corante e 0 DNA. Este ensaio foi utilizado
para avaliar o efeito citotdxico dos compostos fenolicos nas células 786-0, as quais foram
inoculadas em placas de 96 pocos. Cada poc¢o da placa continha 6000 células, as quais

foram incubadas durante 24h.

No primeiro ensaio, apds as 24h, tratou-se as células com os &cidos p-cumarico e
ferdlico, a concentracéo final de 10 uM, durante 48h. O controlo positivo utilizado foi
uma solugéo de DMSO 5% enquanto o controlo negativo utilizado foi o solvente, DMSO
0,5%. No fim da incubacdo das 48h procedeu-se a lavagem das células com PBS 1x para
que as células ndo aderentes fossem removidas. Posteriormente adicionou-se etanol a
96% frio por 10 min, para fixar as células, e seguidamente coraram-se as células,
adicionando o cristal violeta a 0,1% por 5 min a temperatura ambiente. O corante deve
ser removido emergindo cuidadosamente a placa em &gua. Por fim adicionou-se &cido
acetico a 1%, ressuspendeu-se e mediu-se a absorbancia a 595 nm, utilizando um leitor

de placas. Para este estudo foram feitos 2 ensaios independentes.

No segundo ensaio, o procedimento foi semelhante, sendo que a Unica diferenca
foi no tratamento das células. Neste ensaio, as células foram tratadas com cisplatina, a
concentracdo final de 25 uM, com os &cidos p-cumarico e ferulico, a concentracao final
de 20 uM, e ainda com a cisplatina combinada com cada um dos acidos, mantendo a

concentracgéo individual. O estudo contou com 3 ensaios independentes.
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Resultados e discussao

A avaliacdo do efeito dos acidos p-cumarico e ferdlico foi feita em comparagéo

com o controlo positivo e o controlo negativo.

No primeiro estudo avaliou-se, em células 786-0O, o efeito citotoxico dos acidos
p-cumarico e ferulico a concentragéo de 10 uM.

Tabela 7 - Tratamento dos resultados do ensaio A do primeiro estudo.

Média Abs Percentagem Desvio-padrédo
Controlo - 0,555 55,5% 0,0620
Acido p-cumarico 0,556 55,6% 0,0871
Acido ferulico 0,555 55,5% 0,0786
Controlo - 0,532 53,2% 0,0945
Controlo + 0,124 12,4% 0,0350

Tabela 8 - Tratamento dos resultados do ensaio B do primeiro estudo.

Média Abs Percentagem Desvio-padréo
Controlo - 0,369 36,9% 0,0617
Acido p-cumarico 0,348 34,8% 0,0518
Acido ferulico 0,379 37,9% 0,0546
Controlo - 0,382 38,2% 0,0890
Controlo + 0,094 9,40% 0,0229

Tabela 9 — Viabilidade celular, média e desvio-padrédo do primeiro estudo.

Acido p-cumarico Acido ferulico Controlo+  Controlo -

Viabilidade Ra ‘ 102,65% 102,39% 22,97% 100%
Viabilidade Rb ‘ 99,87% 108,72% 26,90% 100%
Média 101,26% 105,85% 24,94% 100%
Desvio-padrdo 7% 7% 3% 0%
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Figura 6 - Viabilidade celular das células 786-O ap6s 48h expostas aos acidos p-cumarico e ferdlico,
avaliada pelo método Cristal Violeta. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrédo de 2
ensaios independentes.

No controlo positivo deve observar-se morte celular pelo que a viabilidade celular
deve ser significativamente inferior a 100%, tendo sido neste primeiro estudo de 24,94%.
O controlo negativo representa a viabilidade das células 786-O a 100%, ndo havendo
morte destas. Assim sendo, podemos verificar que 0 presente ensaio nao evidenciou
atividade antitumoral, uma vez que a viabilidade celular das células 786-0, determinada
pelo método colorimétrico cristal violeta, ndo sofreu alteracdes significativas quando
tratadas com 10 uM dos acidos p-cumarico e ferulico, em comparacao a viabilidade do
controlo. A viabilidade celular das células tratadas, individualmente, com os acidos p-
cumarico e feralico foi de 101,26% e 105,56%, respetivamente (Grafico 1).

Apbs o tratamento e discussdo dos resultados do primeiro estudo procedeu-se a
realizacdo de um novo estudo, o qual contou novamente com os acidos p-cumarico e
feralico, mas desta vez a concentracdo de 20 uM. Neste segundo estudo inseriu-se uma
nova variavel, a cisplatina a concentragéo de 25 uM, para comparar o seu efeito citotoxico
com o dos acidos p-cumarico e ferulico e estudar um potencial efeito sinérgico destes

compostos.

Tabela 10 - Médias da viabilidade celular (%) sem branco e desvio-padrao do segundo estudo.

Composto  Ra Rb Rc Média SD
DMSO 5% | 12,62%  28,36%  6,31% 15,76% 9%
Cisplatina 25 uM | 61,65%  40,11%  47,63%  49,80% 9%
Controlo - | 100% 100% 100% 100% 0%
Ferdlico | 96,59%  96,84%  96,44%  96,62% 0%
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Ferulico + Cisplatina | 49,76% 54,00% 42,09% 48,62% 5%
P-cumarico | 106,04%  94,58% 94,67% 98,43% 8%
P-cumarico + cisplatina | 59,39% 41,06% 42,16% 47,54% 15%

% Viabilidade celular

120,00%
100,00%
80,00%
60,00%
40,00%
20,00%

0,00% e —
Controlo + Controlo- Cisplatina ~ Ac. Fer. Ac. Fer. +Cis Ac. P-Cum. Ac. P-
Cum.+Cis

Figura 7 - Viabilidade celular das células 786-O ap6s 48h expostas a cisplatina, aos acidos p-cumarico e
ferdlico e a combinagdes destes compostos, avaliada pelo método Cristal Violeta. Os resultados estdo
expressos como média * desvio padrdo de 3 ensaios independentes.

Tal como no primeiro estudo, o controlo positivo deve apresentar morte celular
pelo que a sua viabilidade celular deve ser significativamente inferior a 100%, tendo-se
verificado (15,76%), e o controlo negativo representa a viabilidade das células 786-O a

100%, ndo havendo morte destas.

Assim sendo, com este segundo estudo, pode constatar-se, se compararmos com
os resultados do primeiro estudo, que o aumento na concentracdo dos acidos p-cumarico
e ferdlico trouxe uma diminuicdo na viabilidade celular, ainda que as diferencas ndo
tenham sido significativamente inferiores a 100% para que se possa afirmar que a 20 uM,
estes compostos fendlicos apresentam efeitos citotoxicos. A viabilidade celular do acido
ferulico foi de 96,62% e a do acido p-cumarico foi de 98,43% (Gréfico 2).

No caso da cisplatina, a viabilidade celular das células tratadas com este composto
isoladamente foi de 49,80%, ou seja, houve morte celular. Este resultado esta de acordo
com o esperado, visto tratar-se de um farmaco antitumoral amplamente utilizado e que
em estudos in vitro anteriormente realizados, reduziu a viabilidade celular (SHI et al.,
2016).
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As células tratadas com cisplatina combinada com os acidos p-cumarico e ferdlico
apresentaram uma reducéo da viabilidade, ainda que pouco significativa, tendo sido os
valores de 47,54% e 48,62%, respetivamente.

Os resultados obtidos séo sustentados por estudos anteriores, que mostram que 0s
acidos p-cumarico e fertlico em concentragdes variadas entre 1 pM e 500 pM, durante
48h, ndo causaram impacto significativo na viabilidade celular das células 786-O. A
viabilidade celular foi, no entanto, influenciada por uma concentracdo mais elevada do
acido p-cumarico ((Caparica, Julio, Baby, de Almeida, & Costa, 2020), (Lopes, 2012)).
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Conclusao

O presente estudo investigou o efeito citotdxico dos acidos p-cumarico e ferulico
numa linha celular renal tumoral humana. A utilizacdo destes compostos foi motivada
pelo conhecimento das suas capacidades antioxidantes. Os resultados, na concentracdo
de 10 uM, ndo revelaram acdo anticancerigena. No entanto, na concentracédo de 20 uM,
dos acidos p-cumarico e ferulico, verificou-se uma diminuicdo da viabilidade celular,

ainda que muito reduzida e insuficiente para validar a atividade citotoxica.

O decréscimo constatado na viabilidade celular encaminha para a premissa de que
concentracdes mais elevadas destes compostos possam originar efeitos citotdxicos
realmente consideraveis. Sabe-se, por estudos ja existentes, que o &cido p-cumarico a
concentracdes de 1000 uM produziu efeitos citotoxicos nas células 786-O. Assim sendo,
espera-se gque concentracfes mais elevadas dos compostos fendlicos em causa, pelo
menos do acido p-cumaérico, exercam acdo anticancerigena, no entanto, tém de ser

realizados mais estudos para que tal seja comprovado.

Antes de se descartar a possibilidade do éacido ferdlico ser um agente
anticancerigeno no cancro renal, devem-se realizar estudos a concentracdes mais altas
pois pode ser um composto menos potente e que necessite de maior concentracdo para

atuar como anticancerigeno.

Deve ter-se em consideracdo que, apesar do &cido p-cumarico apresentar efeito
citotoxico a 1000 uM, tendo em conta os estudos farmacocinéticos da Tabela 4, é pouco
provavel que se atinjam concentragdes citotoxicas fisioldgicas de &cido p-cumarico uma

vez que a concentracdo deste que chega aos rins € baixa.

A corroboracdo efetiva dos efeitos citotdxicos por parte dos &cidos ferulico e p-
cumarico traria maior conforto para os pacientes oncoldgicos, no entanto, cada paciente
teria de estudar profundamente, em conjunto com profissionais de salde, a respetiva
nutricdo, dado que os alimentos com altos teores nestes compostos fendlicos sdo
especificos e que seria necessario calcular a quantidade de cada alimento a ingerir de

forma a se obter, no rim, a concentra¢do necessaria para tratamento.
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