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Resumo

O carcinoma renal das células claras ¢ o tipo mais comum de cancro renal em adultos
compreendendo até 80 % dos tumores renais. As abordagens terapéuticas variam de
acordo com o estadio do cancro. As principais op¢des para o tratamento sdo a cirurgia e
o tratamento farmacoldgico, nomeadamente imunoterapia ou terapéuticas dirigidas. De
forma a complementar ou otimizar as terapéuticas existentes, t€ém sido realizados varios
estudos com compostos de origem natural, presentes em alimentos, com o objetivo de
explorar o seu potencial.

Nos ultimos anos, varios estudos t€ém vindo a demonstrar as vantagens dos polifenois em
diversas doengas pelas suas diversas atividades, tais como anticarcinogénica e
antioxidante. No entanto, o impacto dos polifendis no cancro renal ndo estd bem
estabelecido, sendo necessarios mais estudos para compreender melhor o seu potencial.
Tendo em consideracdo a farmacocinética desfavoravel e a extensa metabolizagao dos
compostos polifendlicos, € util verificar a acdo dos seus metabolitos a nivel renal para
avaliar uma potencial acdo anticancerigena. Deste modo, o presente estudo teve como
objetivo estudar o impacto de diferentes metabolitos de compostos polifendlicos no
cancro renal. Para tal, realizou-se uma revisao bibliografica sobre as propriedades
farmacocinéticas dos compostos polifendlicos, a sua presenga na dieta, os seus
metabolitos e precursores e utilizaram-se bases de dados como Phenol-Hub e Phenol
Explorer. Adicionalmente, estudou-se «in vitro» o impacto de varios metabolitos de
compostos polifendlicos na migracgao coletiva das células 786-O de cancro renal humano,
através do ensaio de cicatrizacao da ferida (Wound-Healing).

Os resultados do estudo experimental demonstraram que 0os compostos mais promissores
foram os acidos homovanilico, vanilico e protocatecuico, uma vez que foram aqueles que
mais reduziram a migragao celular.

Com este trabalho foi possivel verificar a relagdo entre diversos metabolitos de compostos
polifendlicos e o desenvolvimento do cancro renal. Contudo, sdo necessarios mais
estudos, sobre os efeitos anticancerigenos desta classe de compostos, incluindo os seus

metabolitos.

Palavras-Chave: Cancro renal, células 786-0, polifenois, metabolitos, migragao celular,

ensaio de Wound-Healing.
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Abstract

Renal clear cell carcinoma is the most common type of renal cancer in adults comprising
up to 80% of renal tumors. Therapeutic approaches vary according to the stage of the
cancer. The main options for treatment are surgery and pharmacological treatment,
namely immunotherapy or targeted therapies. In order to complement or improve existing
therapies, several studies were carried out with compounds of natural origin, present in
foods, with the aim of exploring their potential.

In recent years, several studies have demonstrated the advantages of polyphenols in
various diseases due to their various activities, such as anticarcinogenic and antioxidant.
However, the impact of polyphenols on kidney cancer is not well established, and more
studies are needed to better understand their potential. Considering the unfavorable
pharmacokinetics and extensive metabolization of polyphenolic compounds, it is useful
to verify the action of their metabolites at the renal level to assess a potential anticancer
action. Thus, the present study aimed to identify the impact of different metabolites of
polyphenolic compounds on kidney cancer. To achieve this, a literature review was
carried out on the pharmacokinetic properties of phenolic compounds, their presence in
the diet, their metabolites, and precursors, and databases such as Phenol-Hub and Phenol
Explorer were used. In addition, the impact of various metabolites of polyphenolic
compounds on the collective migration of human kidney cancer 786-O cells was studied
in vitro using the Wound-Healing Assay.

The results of the experimental study showed that the most promising compounds were
homovanillic, vanillic and protocatechuic acids since they were the ones that most
reduced cell migration.

With this work it was possible to verify a relationship between several metabolites of
polyphenolic compounds and the development of kidney cancer. Nevertheless, it is
necessary to carry out further studies on the anticancer effects of this class of compounds,

including their metabolites.

Keywords: Renal cancer, 786-0 cells, polyphenols, metabolites, cell migration, Wound-

Healing Assay
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SASP - Fenotipo Secretor Associado a Senescéncia
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Capitulo 1. Introducao
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1. Cancro

A palavra cancro vem do grego Karkinos que quer dizer caranguejo e foi utilizada
pela primeira vez por Hipdcrates, o pai da medicina (Junior et al. 2009).

O cancro resulta da proliferacdo descontrolada de células originando uma massa
anormal de tecido cujo crescimento é quase auténomo (Junior et al. 2009). E classificado
de acordo com o tipo de célula saudavel que o originou (V. L. de Almeida et al. 2005).
Podem ser classificados em carcinoma (células epiteliais), sarcoma (células de tecidos de
suporte como 0ssos € musculo), linfoma (derivam de linfocitos), leucemia (células da
medula 6ssea), mieloma (plasmocitos), melanoma (melandcitos), glioma (células de
suporte cerebral ou medula espinal), tumor de células germinativas (células germinativas)
e neuroblastoma (células embriondrias malignas) (V. L. de Almeida et al. 2005).

A incidéncia e a mortalidade do cancro tém crescido em todo o mundo. As razdes sao
complexas, mas refletem tanto o envelhecimento como o crescimento da populagao (Bray

et al. 2018).

1.1. Cancerigénese

O processo de cancerigénese envolve varias etapas e complexos estadios até originar
um tumor detetavel, nomeadamente a iniciagdo, a promocado € a progressao
(Lewandowska et al. 2016).

A 1niciagdo envolve a exposi¢ao a um agente carcinogénico que ira provocar danos
irreversiveis no acido desoxirribonucleico (ADN) (Lewandowska et al. 2016). Nesta fase,
as células ja se encontram alteradas, mas ainda ndo € possivel a dete¢do de um tumor
(Almeida et al. 2005, Reddy, Odhav, and Bhoola 2003).

Na promogdo, as células encontram-se geneticamente alteradas e ocorre
transformagdo de forma lenta e gradual de células sauddveis em células malignas. Para
que 1sso aconteca, € necessaria uma exposicdo continua a um agente cancerigeno
(Almeida et al. 2005, Reddy, Odhav, and Bhoola 2003).

Por fim, a progressao, caracteriza-se pela multiplicagdo descontrolada originando um

tumor detetdvel. Neste estadio ja € possivel detetar manifestagdes clinicas (V. L. de

Almeida et al. 2005).
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1.2. Caracteristicas Cancerigenas (Hallmarks of cancer)

As caracteristicas do cancro foram propostas como um grupo de capacidades
funcionais adquiridas pelas células humanas durante o percurso entre células saudaveis e
c¢lulas malignas (Hanahan 2022).

O objetivo era fornecer uma base através da qual se poderiam racionalizar os fendtipos
complexos, correspondentes aos diversos tipos de tumores humanos em termos de um
grupo de parametros celulares comuns (Hanahan 2022, Darwiche 2020).

Na criagdo deste grupo de caracteristicas foi tido como influéncia o facto de que o
cancro se desenvolve através de multiplos processos, € que a aquisi¢do destas
caracteristicas pode estar de alguma forma relacionada com os diversos passos de
desenvolvimento tumoral (Darwiche 2020, Hanahan 2022).

Atualmente existem dez caracteristicas das células cancerigenas (autossuficiéncia na
sinalizagdo proliferativa, invasdo e metastase, indu¢ao da angiogénese, potencial infinito
de replicagdo, resisténcia a apoptose, evitar supressores de crescimento, reprogramagao
do metabolismo celular, resisténcia imunologica, instabilidade e mutagdo do genoma e
inflamacao promotora do tumor) e quatro carateristicas habilitantes que estabelecem as
condigdes através das quais as células podem adquirir as carateristicas referidas
(desbloqueio da plasticidade fenotipica, reprogramacao epigenética ndo mutacional,
microbioma e a senescéncia celular (Hanahan 2022, Sasahira and Kirita 2018, Darwiche

2020).

Emerging hallmarks &

Sustaining Evading enabling characteristics
proliferative signaling growth suppressors Unlocking 9 Nonmutational
pheno}yfpic epigenetic
Deregulating a Avoiding plasticity reprogramming
cellular immune
metabolism destruction

Resisting Enabling
cell death replicative
immortality
Genome
instability & Tumor-promoting
mutation inflammation
Senescent
cells
Inducing or accessing Activating invasion

vasculature & metastasis

Figura 1- Caracteristicas das células cancerigenas (esquerda) e as suas caracteristicas habilitantes

(direita). Reproduzido de (Hanahan 2022).
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Autossuficiéncia na sinalizacio proliferativa

Os tecidos normais controlam cuidadosamente a producdo e libertacdo de sinais
promotores de crescimento, que instruem a entrada e progressao através do ciclo de
crescimento e divisao celular garantido assim a homeostase do numero de células e assim
a manutencao da estrutura e fun¢do do tecido normal (Hanahan and Weinberg 2011,
Darwiche 2020).

As células cancerigenas desregulam esses sinais através da producao de fatores de
crescimento, produzidos pela propria cé€lula, pela estimulacao de células vizinhas, ou pela
desregulagdo de recetores, através do aumento do nimero desses recetores ou alteragao

da sua estrutura (Hanahan and Weinberg 2011, Dembic 2020, Sasahira and Kirita 2018).

Invasio e metastase

O processo de invasao e metastizacdo sao uma sequéncia de varias etapas, designado
de cascata invasdo-metastase (Hanahan and Weinberg 2011, Fares et al. 2020, Dembic
2020). Essa cascata envolve cinco etapas, nomeadamente a invasdo, intravasamento,
circulacao, extravasamento e por fim, a colonizagdo (Fares et al. 2020).

A metastase ¢ o termo geral para descrever a disseminagao de células cancerigenas
do tumor primario para tecidos circulantes e para 6rgdos distantes (Seyfried and
Huysentruyt 2013, Dembic 2020). Estima-se que seja responsavel por cerca de 90% dos
casos de morte por cancro (Seyfried and Huysentruyt 2013, Fares et al. 2020).

O epitélio normal revestido por uma membrana basal pode proliferar localmente e
formar um adenoma (Seyfried and Huysentruyt 2013, Dembic 2020). A transformagao
posterior por alteragdes epigenéticas e alteragdes genéticas leva a um carcinoma in situ,
ainda delineado por uma membrana basal intacta (Seyfried and Huysentruyt 2013).
Outras alteragdes podem induzir a disseminacao local de células de carcinoma,
possivelmente através da Transicdo Epitelio-Mesenquimatosa (TEM) do inglés
“epithelial-mesenchymal transition”, a medida que a membrana basal se torna
fragmentada (Dembic 2020, Silva De Medeiros et al. 2018). O TEM ¢é um processo
responsavel pela mudanca ou transicao do fendtipo epitelial para o mesenquimatoso, que
pode levar a perda ou expressao reduzida de marcadores especificos das células epiteliais
e ao aumento da expressdo de marcadores tipicos das células mesenquimais (Hanahan
and Weinberg 2011, Dembic 2020, Manfioletti and Fedele 2022). Constitui um meio pelo
qual as células epiteliais transformadas podem adquirir capacidade de invadir, resistir a

apoptose e disseminar (Hanahan and Weinberg 2011, Dembic 2020, Manfioletti and
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Fedele 2022, Katsuno and Derynck 2021). Este programa encontra-se silenciado em
células saudaveis, contudo, em situagcdes como inflamacao e cancro encontra-se ativado
(Silva De Medeiros et al. 2018, Ribatti, Tamma, and Annese 2020, Jayachandran,
Srinivasan, and Mani 2021).

As células do carcinoma invasivo entdo intravasam na linfa ou nos vasos sanguineos
permitindo assim o seu transporte passivo para Orgdos distantes (Seyfried and
Huysentruyt 2013, Fares et al. 2020, Dembic 2020). Em locais secundarios, as células do
carcinoma solitario extravassam, permanecem isoladas formando nicho pré-mestastatico
que se aglomera formando micrometéstase. Na auséncia de exposi¢do continua a sinais
indutores de TEM, as células de carcinoma podem reverter para um estado ndo invasivo
através de um processo reverso denominado de transicdo mesenquimatosa-epitelial
(TME) e consequentemente um novo carcinoma por meio de TEM (Hanahan and
Weinberg 2011, Fares et al. 2020, Dembic 2020, Manfioletti and Fedele 2022, Pei et al.
2019 (Seyfried and Huysentruyt 2013, Fares et al. 2020, Dembic 2020).

Normal epithelium Carcinoma in situ

B - 6050

Extravasation

Metastatic colonization
oo Micrometastasis Pre-metastatic niche

Site of Metastasis

Figura 2- Visdo geral da cascata metastatica. Adaptado de (Fares et al. 2020, Seyfried
and Huysentruyt 2013).
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A alteracdo mais caracteristica ¢ a diminui¢ao/alteracdo da molécula E-caderina
(marcador epitelial), componente chave na formacdo de jungdes aderentes essenciais a
adesdo celular (Hanahan and Weinberg 2011). A expressao aumentada de E-caderina foi
bem estabelecida como um antagonista de invasdo e metéastase enquanto a diminui¢do da
sua expressao, foi conhecida como potenciador desses fendtipos (Hanahan and Weinberg
2011, Silva De Medeiros et al. 2018). A N-caderina (marcador mesenquimatoso) também
se encontra presente quando o programa TEM esta ativado (Silva De Medeiros et al.

2018).

Induc¢io da angiogénese

Nos adultos, o processo de angiogénese encontra-se ativo apenas transitoriamente em
funcdes associadas ao ciclo reprodutivo e na cicatrizagao de feridas (Darwiche 2020).
Nas células tumorais encontra-se praticamente sempre ativo (Kumar et al. 2005, Dembic
2020). A evidéncia demostra que este mecanismo ¢ controlado por um sistema de fatores
que favorecem ou desfavorecem a sua ativacdo. Sao proteinas que se ligam a recetores
celulares das células endoteliais e podem ser classificadas como indutoras, como o fator
de crescimento endotelial (VEGF-A) ou inibidoras como a trombospondina-1 (TSP-1)
(Kumar et al. 2005, Dembic 2020).

O gene Von Hippel-Lindau (VHL) ¢ um gene supressor de tumor que reduz o
crescimento tumoral e regula negativamente diversos fatores angiogénicos (Darwiche
2020). Este gene codifica a proteina pVHL que tem como alvo o fator induzivel por
hipéxia (HIF), que controla a expressao de VEGF (Darwiche 2020, Calzadilla 2021) A
perda dessa proteina, aumenta o nivel de HIF e consequentemente aumenta a capacidade
angiogénica (Darwiche 2020, Singh 2021).

Os vasos resultantes da angiogénese apresentam caracteristicas aberrantes. A ativagao
ocorre numa fase inicial, tendo uma importancia relevante no desenvolvimento, o que

demostra ser uma caracteristica importante do cancro (Hanahan and Weinberg 2011).

Potencial infinito de replicaciao

As células tumorais, ao contrario das células normais, tém replicacao ilimitada
(Hanahan and Weinberg 2011, Darwiche 2020). Essa limitacao tem sido associada a duas
barreiras distintas, a senescéncia e “crise” (Hanahan and Weinberg 2011). Quando as
células sao colocadas em cultura, em ciclos repetidos de divisao celular, primeiro entram

num estado de senescéncia e depois na fase de “crise”, na qual a maioria das células morre
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(Hanahan and Weinberg 2011). Em raras ocasides, algumas células emergem de uma
populagdo em “crise” e exibem um potencial replicativo ilimitado. Essa transacao
denomina-se de imortalizagdo (Hanahan and Weinberg 2011, Darwiche 2020).

Nestas cé¢lulas a capacidade de replicagdao depende dos telomeros que sdo encurtados
com a replicagdo celular (Hanahan and Weinberg 2011, Kumar et al. 2005, Dembic 2020,
Darwiche 2020).

Nas células tumorais, existe um equilibrio entre a destrui¢do e o crescimento dos
telomeros havendo uma resisténcia destas células a entrada nos estados de senescéncia e
“crise” (Darwiche 2020). Essa resisténcia deve-se, maioritariamente a enzima telomerase
(enzima que insere nucledtidos levando ao aumento do tamanho dos teldémeros) ou
minoritariamente através de outros mecanismos de manuten¢do (Hanahan and Weinberg

2011, Antoine et al. 2022, Dembic 2020, Darwiche 2020).

Resistir a apoptose

A fuga a apoptose permite que as células cancerigenas sobrevivam por mais tempo,
levando a uma acumulagdo de mutacdes (Sasahira and Kirita 2018).

A apoptose ocorre como resposta ao stresse fisiologico que as células sofrem levando
a desregulacao de sinais como niveis elevados de sinalizagao oncogénica e danos no ADN
(Hanahan and Weinberg 2011).

A maquinaria apoptdtica ¢ composta por reguladores e efetores sendo os primeiros os
responsdveis pela monitorizagdo do ambiente intra- e extracelular das condi¢des de
sobrevivéncia da célula (Hanahan and Weinberg 2000). Existem dois programas
associados aos reguladores, nomeadamente apoptotico extrinseco € o apoptdtico
intrinseco (Sasahira and Kirita 2018). O primeiro estd relacionado com a recegdo e
processamento de sinais extracelulares, que induzem a apoptose, como por exemplo
através da proteina supressora de tumor (Tp53), enquanto o ultimo esta associado ao
processamento e integracao de sinais intracelulares (Hanahan and Weinberg 2011). Cada
um culmina na ativagdo de uma protease, nomeadamente as caspases 8 € 9, que iniciam
uma cascata de protedlise envolvendo caspases efetoras responsaveis pela fase de
execugao da apoptose propriamente dita (Hanahan and Weinberg 2011, Kumar et al.

2005, Dembic 2020, Sasahira and Kirita 2018).
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Evitar supressores de crescimento

Para além da célula se replicar de forma ilimitada, também tem de contornar sistemas
que impedem a proliferagdo (Hanahan and Weinberg 2011, Darwiche 2020). Muitos
destes programas estao dependentes da agdao dos genes supressores de tumores (Hanahan
and Weinberg 2011). Estes genes codificam para diversas proteinas, das quais as mais
relevantes sdo as proteinas do retinoblastoma (RB) e Tp53 (Hanahan and Weinberg
2011). A proteina RB regula a entrada em senescéncia ou apoptose através da rececao de
sinais extracelulares, enquanto a proteina TP53 ¢ regulada pela rececao de sinais
intracelulares e ¢ responsavel pela dete¢ao de erros no genoma e interrupgao do ciclo
celular (Hanahan and Weinberg 2011, Dembic 2020, Darwiche 2020).

Uma das formas que as células cancerigenas utilizam ¢ a corrupcdo da via de
sinalizagdo do Fator de Crescimento Transformador Beta (TGF-B), que ¢ uma via
inibitoria envolvida em diversos processos celulares como o crescimento celular, a
diferenciagdo celular, a migragdo celular e a apoptose (Hanahan and Weinberg 2011,

Silva De Medeiros et al. 2018).

Reprogramaciao do metabolismo celular

As células saudaveis, em condigdes aerdbicas, processam em primeiro lugar a glicose
em piruvato no citosol e depois didéxido de carbono (CO;) nas mitocondrias num processo
denominado fosforilagdo oxidativa (Hanahan and Weinberg 2011, Dembic 2020,
Sasahira and Kirita 2018, Xia et al., 2021). Em condi¢des anaerdbicas, a glicose ¢
convertida em piruvato e posteriormente em lactato num processo denominado por
glicolise aerobica (Xia et al. 2021).As células cancerigenas podem utilizar a via da
glicolise aerdbica e evitar a fosforilagdo oxidativa, mesmo na presenga de oxigénio
(Hanahan and Weinberg 2011, (Xia et al., 2021). Este processo, embora seja menos
eficiente, leva ao aumento de lactato no microambiente tumoral tornando o ambiente mais
acido, originando varios precursores intermediarios usados pelas células cancerigenas de
modo a produzir proteinas, ADN e lipidos para sustentar a sua rapida proliferacao

(Hanahan and Weinberg 2011, Darwiche 2020).
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Figura 3- Regulac@o da glucose em células saudaveis e células cancerigenas. Reproduzido de
(Xia et al., 2021).

Resisténcia imunolégica

As células e tecidos s3o monitorizados constantemente pelo sistema imunoldgico que
¢ responsavel por reconhecer e eliminar a grande maioria das células cancerigenas
(Hanahan and Weinberg 2011, Dembic 2020). Contudo, em alguns casos, estas
conseguem escapar a esse controlo e proliferar (Hanahan and Weinberg 2011).

Um estudo realizado em murganhos geneticamente modificados para serem
imunodeprimidos, demonstrou que estes apresentam uma maior probabilidade de
desenvolvimento de tumores em comparagdo com os murganhos saudaveis (Hanahan and

Weinberg 2011).

Instabilidade e mutacio do genoma

A instabilidade do genoma leva a acumulacdo de mutagdes pontuais e alteragdes
cromossomicas em todo o genoma (Darwiche 2020).

Defeitos nos genes afetam diversos componentes na maquinaria de manutencao do
ADN podendo levar a formagao de oncogenes e a perda de genes supressores de tumor
(Hanahan and Weinberg 2011, Darwiche 2020).

A perda de ADN telomérico e mecanismos epigenéticos, tal como descrito
anteriormente, também geram instabilidade cromossémica (Hanahan and Weinberg 2011,

Darwiche 2020).
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Inflamac¢io promotora do tumor

A producao persistente de mediadores inflamatorios pode levar a danos nos tecidos e
no ADN e consequentemente aumentar a probabilidade de desenvolvimento de cancro
uma vez que células inflamatdrias promovem o desenvolvimento e a metastase de células
cancerigenas através da produgado de citocinas (Sasahira and Kirita 2018, Dembic 2020).
As células cancerigenas sao capazes de criar um ambiente inflamatorio que promove o
crescimento, a sobrevivéncia e fatores angiogénicos e liberta substancias quimicas como
espécies reativas de oxigénio que podem causar mutagdes adicionais nas células
cancerigenas vizinhas (Hanahan and Weinberg 2011, Dembic 2020, Sasahira and Kirita
2018, Silva De Medeiros et al. 2018).

Foi também reconhecido que o TME, cuja composicao se define por populagdes de
células cancerigenas heterogéneas e interativas e pela multiplicidade de tipos celulares
pertencentes ao estroma, tem um papel importante na formagdo de tumores e na

progressdo da malignidade (Hanahan 2022, Xu et al. 2019).

1.3. Caracteristicas Habilitantes

Estas caracteristicas estabelecem os mecanismos moleculares e celulares pelos quais

as caracteristicas cancerigenas sao adquiridas (Hanahan and Weinberg 2011).

Desbloqueio da plasticidade fenotipica

A plasticidade fenotipica ¢ uma propriedade de um determinado gendtipo em produzir
diferentes fenotipos, em resposta a diferentes condigdes ambientais distintas (Pigliucci
2001, Schlichting and Wund 2014).

A diferenciacdo terminal em células saudaveis esta associada a uma interrupcao
permanente da proliferacdo (Hanahan 2022). As células cancerigenas conseguem evitar a
diferenciagdo e desbloqueiam o que ¢ conhecido como plasticidade fenotipica, de modo
a conseguirem continuar a crescer (Hanahan 2022). Isso pode acontecer através de trés
mecanismos principais: (i) as células que se estdo a aproximar da diferenciagdo total
podem desdiferenciar-se de volta a um estado semelhante ao inicial; (i1) as células
neoplésicas originarias de uma célula progenitora indiferenciada podem interromper o
processo de diferenciagdo e permanecer num estado parcialmente diferenciado,
semelhante a célula progenitora; e (ii1) as células que estavam comprometidas com um

determinado fendtipo de diferenciacao podem transdiferenciar, adquirindo caracteristicas
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que ndo estdo associadas a sua célula de origem (Hanahan 2022, Yating Wang and

Abolhassani 2022, Schlichting and Wund 2014).

Reprogramacio epigenética nao mutacional

A reprogramacao epigenética esta relacionada com modificagdes ao nivel do genoma
que ocorrem na mitose € meiose € afetam a fungdo de genes que ndo sdo dependentes da
sequéncia de ADN (Darwiche 2020).

As células cancerigenas podem reprogramar um grande nimero de redes de regulacao
génica de modo a alterar a expressdo genética e assim favorecer a aquisi¢ao de

caracteristicas marcantes (Hanahan 2022).

Microbioma

Os microrganismos contribuem para a saide e doenca humana, nao s6 no diagnostico,
como também no prognostico e no tratamento (Sepich-Poore et al. 2021, Hanahan 2022).
Poucos microrganismos provocam cancro de forma direta, contudo contribuem para o
crescimento tumoral, por exemplo através do seu efeito negativo sobre o sistema
imunitario (Sepich-Poore et al. 2021, Hanahan and Weinberg 2011). Para além disso,
existem bactérias com capacidade de produzir moléculas que mimetizam sinais
extracelulares proliferativos e sinais que levam a senescéncia celular favorecendo o
processo de cancerigenese (Hanahan 2022, Fares et al. 2020) Uma melhor compreensao
dos papeis dos microrganismos no cancro pode melhorar o tratamento (Sepich-Poore et

al. 2021).

Senescéncia celular

A senescéncia celular ¢ um estado de interrup¢ao permanente do ciclo celular que
ocorre em cé¢lulas em proliferagdo, quando submetidas a um dano celular (Calcinotto et
al. 2019, Campisi 2013, Hanahan and Weinberg 2011). Este processo esta associado ao
envelhecimento e a preven¢do do cancro, contudo, também pode estar associado ao
aparecimento de tumores (Calcinotto et al. 2019, Prieto and Baker 2019).

Em certas situacdes, quando o dano € irreversivel, as células podem entrar em
apoptose ou alternativamente podem tornar-se senescentes (Prieto and Baker 2019).
Apesar de terem o seu ciclo celular interrompido, sdo altamente ativas e secretam diversos
fatores como citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas, fatores de crescimento, fatores

pro-angiogénicos, espécies reativas de oxigénio e proteases que representam o “Fenotipo
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secretor associado a senescéncia” (SASP) (Yating Wang and Abolhassani 2022, Ribatti,
Tamma, and Annese 2020). O SASP est4 envolvido na reparagao de danos que levam a
senescéncia, no entanto, quando secretado em excesso, pode estar envolvido na
cancerigénese (Prieto and Baker 2019). Por um lado, pode promover a desdiferenciagao
e proliferagdao de células metastaticas vizinhas devido a secrecdo de quimiocinas pro-
inflamatoérias. Por outro lado, consegue promover a tumorigénese através da producgdo de
metaloproteinases (MMPs) que permitem a restruturagdo da matriz extracelular e

facilitam o crescimento do tumor (Banerjee et al. 2023).
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2. Cancro Renal

As células epiteliais dos tabulos renais podem originar um tumor designado por
carcinoma de células renais (CCR) (Padala and Kallam 2022, Caparica et al. 2020). Esse
tumor ¢ responsavel por cerca de 80% de todos os cancros renais e representa o sétimo
tipo histologico de cancro mais comum no mundo ocidental (Ljungberg et al. 2015,
Escudier et al. 2019, Muglia and Prando 2015).

Os dados mais recentes encontrados foram respetivos aos anos entre 2016 e 2020 onde
0 CCR foi o décimo quarto cancro mais comum em todo o mundo e apresentou uma maior
incidéncia em homens com o pico de incidéncia entre os 60 e 70 anos de idade (Kirner,
Mayer-Mokler, and Reinhardt 2014, Ljungberg et al. 2015, Internation Agency for
Research on Cancer 2020a). Para além disso, a incidéncia foi superior em paises
desenvolvidos, tendo uma possivel justificacdo as exposi¢cdes ocupacionais € ambientais

a diversos agentes carcinogénicos (Internation Agency for Research on Cancer 2020a).
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Figura 5- Incidéncia, mortalidade e prevaléncia do cancro em 2020. Reproduzido de: (Internation
Agency for Research on Cancer 2020a).
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Figura 4- Incidéncia geografica de CCR consoante o sexo. Reproduzido de (Internation Agency
for Research on Cancer 2020a).
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A pandemia da doenga COVID-19 causou atrasos no diagnostico e tratamento do
cancro devido ao fecho de estabelecimentos de saude, interrupgdes no emprego e seguro
de satde e medo da exposi¢ao ao virus (Siegel et al. 2023). Deste modo, atrasos no
diagnostico e no tratamento podem levar ao aumento no estadio e da mortalidade (Siegel
et al. 2023).

Em 2023, 1.958.310 novos casos e 609.820 mortes por cancro sdao esperados nos
Estados Unidos da América (EUA) (Siegel et al. 2023). Desses nimeros, 82.290 novos

casos ¢ 14.890 correspondem a cancro renal (Siegel et al. 2023).

Tabela 1- Previsdo da Incidéncia e da mortalidade do cancro renal nos EUA em 2023. Adaptado
de (Siegel et al. 2023).

NUMERO ESTIMADO NUMERO ESTIMADO

DE NOVOS CASOS DE MORTES
MULHERES | 29.440 4970
HOMENS | 52.360 9920
TOTAL | 82.290 14.890

Em Portugal, em 2020, o CCR constituiu o décimo quarto cancro mais comum com
uma percentagem de novos casos de 2% e uma taxa de mortalidade de 1,7% (Internation

Agency for Research on Cancer 2020b).

2.1. Fatores de risco

O cancro pode surgir a partir de fatores relacionados com a dieta, com o meio
ambiente ou com predisposi¢ao genética (Reddy, Odhav, and Bhoola 2003, Ljungberg et
al. 2015).

Os agentes carcinogénicos podem ser divididos em carcinogénicos genotdxicos,
carcinogénicos epigenéticos e pro-carcinogénicos (Reddy, Odhav, and Bhoola 2003). Os
agentes carcinogeénicos genotoxicos sao 0s compostos capazes de reagir com os acidos
nucleicos, induzindo diferentes tipos de mutacdes e alteragdes estrututurais (Reddy,
Odhav, and Bhoola 2003, Hendriks et al. 2013). Os agentes carcinogénicos epigenéticos
ndo interagem diretamente com o ADN, atuando em grande parte como promotores €
requerem, habitualmente, exposi¢des prolongadas (Gomes-Carneiro, Ribeiro-Pinto, and
Paumgartten 1997). Por fim, os pro-carcinogénicos requerem bioativagdo metabolica,
convertendo-se em metabolitos capazes de induzir a carcinogénese (Reddy, Odhav, and

Bhoola 2003).
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Os fatores de risco para o CCR incluem hipertensdo, tabagismo, obesidade,
alimentacdo, fatores genéticos e doenca renal cistica adquirida no cenario de doencga renal

terminal (Richard E. Gray and Gabriel T. Harris 2019, Escudier et al. 2019).

Tabela 2- Tipos de agentes carcinogénicos ¢ alguns exemplos. Adaptado de (Reddy, Odhav,
and Bhoola 2003, (Diario da Republica 2007).

Tipos de agentes carcinogénicos Exemplos

Genotodxicos Dimetilsulfato, etileno, nitrosaminas

Epigenéticos Nitrosaminas, nitroamidas

Pro-carcinogénicos Promotores (sacarina), hormonas (estrogénios),

imunossupressores (analogos de purinas)

Co-carcinogénicos Tabaco

Tabaco

O fumo do tabaco contém uma vasta gama de compostos cancerigenos, como aminas
aromaticas e N-nitrosaminas, que podem desencadear a iniciagdo € promover o
desenvolvimento de tumores. Um estudo desenvolvido por Cho et al. demonstrou que
mulheres e homens fumadores t€ém um risco aumentado para desenvolvimento de CCR

de 22% e 54%, respetivamente (Cho, Adami, and Lindblad 2011).

Obesidade

A obesidade ¢ também um fator de risco bem estabelecido para o desenvolvimento de
CCR, tanto em mulheres como em homens (Cho, Adami, and Lindblad 2011, Capitanio
et al. 2019). De acordo com Cho et al., valores elevados de indice de massa corporal
aumentam o risco de CCR em 24% nos homens e 34% nas mulheres. Outro estudo
desenvolvido por Capitanio et al. demonstrou que a obesidade estd significativamente
associada ao desenvolvimento CCR com um aumento de risco de 25% para homens e

35% em mulheres (Capitanio et al. 2019).

Alimentacao
De entre os diferentes tipos de alimentos, a carne aumenta o risco de desenvolvimento
de CCR devido ao seu elevado teor em aminas heterociclicas, nitritos e nitratos,

nomeadamente em carnes curadas (Cho, Adami, and Lindblad 2011). Por outro lado,
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frutas e vegetais contém nutrientes antioxidantes e outros componentes capazes de reduzir

o risco de CCR (Cho, Adami, and Lindblad 2011).

Fatores genéticos

Embora a maioria dos CCR seja esporadica, 2-4% tém causa hereditaria. As duas
alteracOes genéticas mais comuns encontram-se no gene VHL e no gene da proteina
polibromo-1 (PBRM-1) (Padala and Kallam 2022).

A sindrome de VHL ¢ uma doenga hereditaria dominante causada por uma mutacao
no gene VHL, o qual se encontra localizado no brago curto do cromossoma 3, que causa
o desenvolvimento de diversos tumores, afetando 6rgaos como o rim, pancreas, glandulas
adrenais, entre outros (Cho, Adami, and Lindblad 2011). Esta sindrome leva ao
aparecimento de CCRcc por meio de ativacdo do VEGF (Richard E. Gray and Gabriel T.
Harris 2019). Assim, a particularidade genética da CCRcc ¢ a auséncia funcional do gene
VHL, o qual ¢ um gene supressor de tumores, o que implica o aumento da atividade dos
genes responsaveis pela angiogénese e metastizagao, como por exemplo o VEGF (Cohen
and McGovern 2005). O PBRM1 ¢ o segundo gene mais mutado no CCRcc. Quando

silenciado promove a cancerigénese e proliferacao tumoral (Carril-Ajuria et al. 2019).
2.2. Sinais e Sintomas

Geralmente, os doentes com CCR sdo assintomaticos, até que a malignidade tenha
avangado (Ljungberg et al. 2015). Os sintomas incluem dor, hematuria e massa renal
palpavel e sdo observados em apenas 9% dos casos (Padala and Kallam 2022, Cohen and
McGovern 2005). Esta triade classica de dor no flanco, hemattria macroscopica e massa
abdominal palpavel esta correlacionada com doenga avangada e associada a um mau
prognostico (Ljungberg et al. 2015, Escudier et al. 2019). As sindromes paraneoplasias
sao encontradas em aproximadamente 30% dos doentes com CCR sintomaticos
(Ljungberg et al. 2015).

Outras caracteristicas comuns da doenca podem ser inespecificas, como fadiga, perda

de peso ou anemia (Cohen and McGovern 2005).
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2.3. Classificacao

Existem 3 tipos de CCR, nomeadamente o carcinoma renal das células claras
(CCRcce), o carcinoma renal papilar e o carcinoma renal cromo6fobo (J. Wang et al. 2019,
Padala and Kallam 2022, Caparica et al. 2020). O CCRcc e o CCR papilar surgem nas
células epiteliais do tibulo proximal, enquanto o CCR cromo6fobo surge nos tibulos
distais (Bahadoram et al., 2022, Lopez-Beltran et al. 2006, Padala and Kallam 2022).
Estes trés subtipos juntos representam mais de 90% de todos os tipos de CCR (Lopez-

Beltran et al. 2006, Caparica et al. 2020).
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Figura 6- Histologia dos subtipos de CCR A: CCRcc, células com amplo citoplasma rica em
lipidos. B: CCR papilar pequenas células basofilas com escasso citoplasma, organizadas em
padrdo fusiforme numa Unica camada de células envolvendo a membrana basal. C: CCR
papilar células organizadas em padrdo fusiforme com papilas recobertas por células com
abundante citoplasma granular eosinofilico com nucléolos proeminentes. D: CCR croméfobo
grandes células descoradas com citoplasma reticulado e halos perinucleares. Adaptado de
(Muglia and Prando 2015).

O CCRecc € o tipo de carcinoma renal mais comum, sendo responsavel por 75-80% de
todos os tipos de CCR (Abdulla and Shukla 2014, Riazalhosseini and Lathrop 2016, Xu
et al. 2019, Caparica et al. 2020). Este tipo de carcinoma, caracteriza-se pela secrecao de
VEGF e pode desenvolver-se devido a causas genéticas ou adquiridas (Padala and Kallam
2022, Ljungberg et al. 2015). O VEGF pertence a um grupo de proteinas com um papel
fundamental na angiogénese durante a embriogénese, cicatrizagdo de feridas, assim como

no crescimento tumoral (Semeniuk-Wojtas et al. 2016).
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Tabela 3- Principais subtipos histoloégicos do CCR. Adaptado de (Muglia and Prando 2015,
Padala and Kallam 2022, Lopez-Beltran et al. 2006).

Subtipo de Incidéncia Localizaciao Idade Comportamento
CCR bioldgico
Tuabulo .
Células Claras 75% Agressivo
proximal
Tabulo Acima dos 50 Baixa
Papilar 10% _
proximal anos mortalidade
Cromofobo 5% Tubulo distal Agressivo

2.4. Diagnostico

Geralmente, a mortalidade devido ao cancro ¢ reduzida quando os casos sao detetados
e tratados precocemente (Word Health Organization 2022).

Cerca de metade dos casos sdo diagnosticados através da detecao acidental de uma
massa renal em exames radioldgicos (Cohen and McGovern 2005, Richard E. Gray and
Gabriel T. Harris 2019).

As abordagens tradicionais para detetar e caracterizar o tipo de cancro sdo as técnicas
de ultrassons (US), tomografia computorizada (TC) e ressonancia magnética (RM)
(Ljungberg et al. 2015, Escudier et al. 2019, Brace 2011). Estas técnicas permitem a
detecdo frequente de CCR precoces e pequenos que sdao potencialmente curaveis
(Escudier et al. 2019). Inicialmente, o diagnéstico € feito por US e posteriormente
investigado por TC que permite avaliar a invasividade local e eventual envolvimento
linfonodal ou detetar a existéncia de metastases (Escudier et al. 2019). A RM pode
fornecer informagdes adicionais na investigagdo do avango local e sobre o envolvimento
venoso por trombo tumoral (Escudier et al. 2019). Nos casos em que nao se consegue
caracterizar radiologicamente o tumor ou em outras situacdes clinicas especificas pode
ser necessario realizar uma bidpsia (Muglia and Prando 2015).

Assim, o diagnoéstico € essencial para o delineamento de um esquema farmacologico

mais eficaz e dirigido.

29

Universidade Lusofona, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Ana Rita Marques Lopes Impacto de Compostos Polifendlicos na Progressdo do Cancro Renal

3%

B Localized (66%)
Confined to Primary Site
M Regional (16%)
Spread to Regional Lymph Nodes

Distant (15%)

16% Cancer Has Metastasized

Unknown (3%)
Unstaged

Figura 7- Frequéncia de CCR de acordo com a sua localizagdo. Reproduzido de: (U.S.
Department of Health and Human Services 2021).

2.5. Prognostico

O prognostico do CCR esta diretamente relacionado com o estadio em que o tumor
se encontra e a presenca ou nao de metastases (Brace 2011).

Os locais mais comuns de metdstase do CCR sdo os pulmdes, ganglios linfaticos,
o0sso, figado, glandula adrenal e cérebro (Dudani et al. 2021). Contudo, o CCR também
pode metastizar para locais menos comuns como pancreas, bago, tiroide e intestino

(Dudani et al. 2021).

Clear cell RCC
Brain: 8%
Thyroid: 0.7%
Pleura: 4%
Lymph nodes: 45%
Lung: 70%
Bone: 32%
Spleen: 0.9%
Liver: 18%

Th e

Adrenal: 10%
Pancreas: 5%
Bowel: 0.7%

Peritoneum: 2%

Figura 8- Diferentes locais e percentagens de metastizagdo do CCRcc. Reproduzido de
(Dudani et al. 2021).
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Em geral, o prognostico do CCRcc metastatico ¢ mau, com uma esperanga média
de vida de aproximadamente 13 meses (Padala and Kallam 2022). Contudo, a taxa de
resposta a terapéutica sistémica ¢ maior do que em outros tipos histolégicos de CCR
(Lopez-Beltran et al. 2006).

ApoOs ressecdo cirurgica, a vigilancia ativa ¢ realizada para monitorizar o
desenvolvimento de CCRs adicionais. A anidrase carbonica (CAIX) ¢ uma enzima
transmembranar que catalisa a hidratacdo do CO> e 4gua em dacido carboOnico e
bicarbonato (Samberkar et al. 2019). Embora a localizagdo das anidrases carbonicas no
rim tenha sido bem estabelecida ha bastante tempo, o interesse por estas enzimas
aumentou, uma vez que desempenha um papel essencial no crescimento e progressao de
CCR e estd ausente em tecidos renais adjacentes normais, ou seja, apenas se expressa no
CCRcc (Oosterwijk 2014, Samberkar et al. 2019).

Em situacdes de hipoxia, a afinidade entre HIF-a, ¢ pVHL diminui o que leva a
acumulagdo de HIF-a. Essa acumulacao provoca acidificagcdo do microambiente tumoral
criando um ambiente favordvel a migracdo de células cancerigenas e a formacdo de
metastases. Para além disso, o aumento HIF-a vai ativar a transcrigdo de genes entre os
quais CAIX (Courcier et al. 2020, van Kuijk et al. 2016, Samberkar et al. 2019).

A principal descoberta ¢ que a alta expressao de CAIX no tecido estd associado a
evolugdo da doenca, sendo assim um biomarcador de progndstico e de sobrevivéncia util
para o CCR (van Kuijk et al. 2016; Samberkar et al. 2019, Calzadilla 2021).

Podem ser realizados outros exames laboratoriais complementares, que incluem
marcadores como creatinina sé€rica, hemoglobina, contagem de leucdcitos e plaquetas,
proporc¢ao de linfocitos para neutrofilos e proteina C reativa, sendo que alguns desses sao
prognosticos de sobrevida e sdo usados para avaliacdo de risco em diferentes tipos de

pontuagdo de diagndstico (Escudier et al. 2019).
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2.6. Tratamento

A escolha da abordagem terapéutica no tratamento do CCR depende da sua
classificagcdo histologica, grau de disseminacao, saide do doente e escolha do médico
(Brace 2011). As melhores taxas de prognostico de CCRcc sdo devidas a um diagnoéstico
precoce (Padala and Kallam 2022). O diagnostico € realizado com base na classificacdo
TNM que através do tamanho (T), Nodulos (N) e metéastases (M) se traduzem em quatro
estadios. O tratamento € realizado de acordo com esses estadios. Os estadios 1, 2 € 3 sdo
caracterizados como localizados, enquanto o estadio 4 ¢ considerado doenga avangada
(Padala and Kallam 2022).

O sistema TNM baseia-se em 3 parametros principais (Padala and Kallam 2022,

Escudier et al. 2019).

T — Refere-se a localizacao e tamanho do tumor.
TX — O tumor primario ndo pode ser avaliado.
TO — Sem evidéncia de tumor primario.

T1 — Tumor com tamanho menor ou igual a 7 centimetros (cm) e maior que 4 cm
limitado ao rim.

Tla- Tumor com tamanho menor ou igual a 4 cm limitado rim.
T1b- Tumor com tamanho entre 4 ¢ 7 cm limitado rim.

T2 — Tumor com tamanho maior que 7 cm confinado ao rim.
T2a- Tumor com tamanho entre 7 e 10 cm limitado ao rim.
T2b- Tumor com tamanho maior que 12 limitado ao rim.

T3 — O tumor invade as veias principais, a glandula adrenal ou os tecidos peri
renais.

T3a- Tumor invade as veias renais ou tecidos perirenais ou sistema
pielocalicinal ou invade tecido perirenal. Nao invade Fascia de Gerota.

T3b- Tumor invade a veia cava abaixo do diafragma.

T3c- Tumor invade a veia cava acima do diafragma ou invade a parede da
veia cava.

T4 — O tumor invade Fascia de Gerota.
N — Avalia a existéncia, ou ndo, de disseminacao do tumor pelos ganglios linfaticos.
NX - Os ganglios linfaticos regionais ndo podem ser avaliados.
NO — Sem evidéncia de metéstases nos ganglios linfaticos regionais.
N1 — Evidéncia de metéstases num unico ganglio linfatico regional.

N2 — Evidéncia de metastases em mais do que um ganglio linfatico regional.

32

Universidade Lusofona, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Ana Rita Marques Lopes Impacto de Compostos Polifenolicos na Progressdo do Cancro Renal

M — Avalia a capacidade do tumor de metastizar.
MX- Metéstases ndo podem ser avaliadas.
MO — Sem evidéncia de metéstases.

M1 — Existem metéstases distantes do tumor primario.

Tabela 4- Estadios do cancro renal de acordo com a classificagao TNM. Adaptado de (Padala

and Kallam 2022, George Daniel and Jonasch Daniel 2022).

Estadio Tumor Nodulo Metastase
I T1 NO MO
11 T2 NO MO
111 T1 ou T2 N1 MO
T3 NO ou N1 MO
v T4 Qualquer N MO
Qualquer T Qualquer N M1

2.6.1. Cirurgia

A abordagem inicial de um doente com CCR tem em consideragdo a extensdo da
doencga, bem como a idade e comorbilidades, nomeadamente, a fun¢do renal (Padala and
Kallam 2022, George Daniel and Jonasch Daniel 2022).

A cirurgia € considerada o tratamento de elei¢do na maioria dos doentes com CCR
que nao apresentam metastases, sendo preferivel nos estadios 1, 2 e 3 (Padala and Kallam
2022, George Daniel and Jonasch Daniel 2022).

O tratamento pode exigir nefrectomia radical, que inclui a remog¢do do rim, a glandula
adrenal e os linfonodos regionais ou nefrectomia parcial em que ¢ efetuada apenas a
remocao da parte afetada do rim e tecidos adjacentes. A nefrectomia parcial ¢ apenas
realizada em tumores com menos de 4 cm (Cohen and McGovern 2005).

A cirurgia pode ser realizada por meio de uma abordagem invasiva ou por
laparoscopia (George Daniel and Jonasch Daniel 2022). Outros procedimentos ablativos
como radiofrequéncia e crioterapia podem ser uma alternativa para doentes com massas
renais relativamente pequenas que nao sao candidatos a cirurgia (George Daniel and

Jonasch Daniel 2022).
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Before radical nephrectomy

Adrenal gland
Tumour

After radical nephrectomy
Kidney
Ureter and blood

‘ Kidney, and part of ~——
ureter removed
supply to kidney cut

Inferior vena cava
Aorta
Ureter

Figura 9- Figuras do rim antes e depois da nefrectomia radical. Reproduzido de: (Cancer
Research UK n.d.).

After partial nephrectom
Before partial nephrectomy P P y

Part of kidney ————
removed

Adrenal gland
Cancer
Kidney
Inferior vena cava
Aorta
Ureter

Figura 10- Figura representativa do rim antes e depois da nefrectomia parcial. Reproduzido
de: (Cancer Research UK n.d.).
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2.6.2. Tratamento Farmacoldgico

Atualmente existem dois tipos de tratamento sistémico para o cancro renal
nomeadamente imunoterapia e terapéuticas dirigidas.

A imunoterapia € um tipo de tratamento que auxilia o sistema imunitario a combater
o cancro (National Cancer Institute 2019). As terapéuticas dirigidas sdo um tipo de
tratamento farmacoldgico em que se utilizam substancias capazes de atuar em alvos
especificos, havendo assim um menor impacto em cé€lulas saudaveis (American Cancer

Society 2021).

2.6.2.1. Imunoterapia

Por vérios anos, a imunoterapia com doses elevadas de interleucina (IL-2) ou
interferdo alfa (IFN-a)) permaneceu como o tratamento primario para doentes com CCRm
(Makhov et al. 2018). Atualmente, esta terapéutica ndo ¢ utilizada como primeira linha,
devido a sindrome de extravasamento capilar provocada por altas doses de IL-2 e devido
as baixas taxas de resposta ao IFN-a. Contudo, o IFN-a pode ser utilizado em combinagao

com outras opgoes terapéuticas (Cohen and McGovern 2005, Powles 2021).

2.6.2.2. Terapéuticas dirigidas
A terapia sistémica ¢ geralmente administrada como uma combinagdo de agentes

(Cohen and McGovern 2005):

1. Inibidores do check-point da Proteina 1 de Morte Celular Programada (PD-
1))

O PD-1 ¢ um recetor de superficie celular presente em linfocitos T e B ativados e células
T especificas de tumor (Han, Liu, and Li 2020, Jorge 2019). Este ¢ responsavel pela
regulacdo da tolerancia e autoimunidade (Makhov et al. 2018, Jiang et al. 2019, Keir et
al. 2006). A ligagao dos seus ligandos presentes na superficie de células tumorais reduz a
proliferacao de células T durante a ativacao de linfocitos, permitindo assim que as células
tumorais escapem a vigilancia das células T (Freeman et al. 2000).
Os farmacos que tém como alvo o PD-1 sdo o nivolumab e pembrolizumab (Cohen and
McGovern 2005). Estes anticorpos monoclonais vao ligar-se ao PD-1 bloqueando-o
potenciando a agdo das células T e consequentemente a diminuicdo do crescimento

tumoral (EUROPEAN MEDICINES AGENCY 2015).
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2. Inibidores do check-point do Ligante 1 da Morte Celular Programada (PD-
L1)

O PD-L1 ¢é um recetor presente em células tumorais. O avelumab e atezolizumab sdo

exemplos de farmacos que se ligam ao PDL-1 bloqueando-o (Cohen and McGovern

2005). Deste modo o PD-L1 ndo se consegue ligar, reduzindo assim as respostas

antitumorais das células T (European Medicines Agency 2017).

3. Anticorpos Citotoxicos da Proteina 4 Associada a Linfocitos T (CTLA-4)

O CTLA-4 ¢ um inibidor negativo presente nas células T, e a sua ativacdo promove a
tolerancia imunologica (Makhov et al. 2018).

A ativacao de linfocitos T requer a ligagdo entre os seus recetores TCR e CD28 com
recetores de células apresentadoras de antigénio (APC), nomeadamente o antigénio do
complexo major de histocompatibilidade (MHC) e B7, respetivamente (Gato et al. 2013,
Jorge 2019). Em resposta a essa ativacao, o CTLA-4 induz tolerancia imunologica atraveés
ligacdo com B7 nas APCs (Gato et al. 2013, Jorge 2019).

O ipililumab ¢ um anticorpo monoclonal recombinante humanizado, que atua através da
ligacdo ao CTLA-4, impedindo a ligacao ao ligando B7, ativando assim os linfocitos T e
consequentemente aumenta a resposta antitumoral (Gato et al. 2013,European Medicines

Agency 2011).

Célula
Linfécito T B7 Apresentadora de
Antigeno

Ipilimumabe

Ativacdode célulaT

Figura 11- Esquema do mecanismo de agdo dos farmacos anti-CTLA-4. Reproduzido de
(Gato et al. 2013).
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4. Inibidores do VEGF
O VEGF ¢ expresso em todos os tecidos de CCRcc e pode ser o fator angiogénico tumoral
mais importante, uma vez que se encontra implicado no crescimento tumoral e na
progressdo metastatica (Cohen and McGovern 2005).

e Inibidores da tirosina-cinase dos recetores VEGF
O pazopanib, lenvatinib, cabozantinib, sunitinib e sorafenib sao farmacos que inibem os
recetores da tirosina-cinase que estao implicados no crescimento tumoral, angiogénese e
progressao metastatica (European Medicines Agency 2006, 2012, 2015, 2016, 2021b,
2021c).

e Bloqueio do VEGF
O bevacizumab liga-se ao VEGF secretado pelas células tumorais impedindo assim a sua
ligacdo ao endotélio vascular e consequentemente a angiogénese (European Medicines

Agency 2021a).

5. Inibidores da proteina alvo da Rapamicina Mamifero (mTOR)
A proteina alvo da rapamicina em mamiferos também conhecida como proteina associada
a rapamicina ¢ uma proteina cinase que regula func¢des celulares onde estdao incluidas a
tradugcdo ¢ a transcrigdo como crescimento celular, sobrevivéncia, metabolismo e
imunidade (Singh 2021, Hua et al. 2019). A ativacdo desta via esta relacionada com o
comportamento agressivo traduzindo-se num mau progndstico no CCR, uma vez que
promove o crescimento tumoral e a metastase através de diversos mecanismos, como por
exemplo, a sinalizacdo do VEGF (Singh 2021, Hua et al. 2019, European Medicines
Agency 2009). Deste modo, existe a necessidade de se identificarem alvos com potencial
terap€utico e desenvolver novos farmacos para a sua inibi¢do (Singh 2021). O everolimus
¢ um exemplo de farmaco pertencente a este grupo farmacoterapéutico (Cohen and
McGovern 2005). Este farmaco diminui os niveis do VEGF reduzindo assim os processos

angiogénicos tumorais (European Medicines Agency 2009).
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2.7. Estratificacao do risco e escolha do tratamento
A escolha do tratamento para doentes com doenga avancada ¢ baseada em diferentes
critérios, sendo o modelo de prognoéstico do consorcio de CCRm o mais usado, o qual

integra seis critérios decisivos (George Daniel and Jonasch Daniel 2022):

I. Desempenho de Karnofsky (KPS) <80 %
II. Tempo desde o diagndstico até ao tratamento < 1 ano
III. Concentra¢do de hemoglobina menor que o limite inferior do intervalo normal
IV. Calcio sérico maior que o limite superior do intervalo normal
V. Contagem de neutréfilos maior que o limite superior do intervalo normal
VI. Contagem de plaquetas maior que o limite superior do intervalo normal

Os doentes que nao apresentem nenhum dos critérios descritos acima sao
considerados de risco baixo, enquanto aqueles que apresentam um ou dois desses critérios
sao considerados de risco intermédio (George Daniel and Jonasch Daniel 2022). Por fim,
doentes com trés ou mais critérios sao considerados de elevado risco (George Daniel and

Jonasch Daniel 2022).

Risco elevado Risco Intermédio e baixo

Recomendado:
* Pembrolizumab + Axitinib
* Cabozantinib + nivolumab
* Ipilimumab + nivolumab

Recomendado:
* Pembrolizumab + Axitinib
* Cabozanitinib + nivolumab

Opgodes:

« Sunitnib s
* Pazopanib ¢ Sl
P * Pazopanib

. Ti b ..
1vozani ¢ (Cabozantinib

Figura 12- Primeira linha de tratamento do CCRcc. Adaptado de (Powles 2021).

Apesar da cirurgia ser o tratamento de escolha para tumores primarios localizados, e
de se terem vindo a desenvolver e a introduzir no mercado terapéuticas farmacologicas
mais dirigidas a alvos fisiopatologicos especificos, o sucesso do tratamento depende
muito do grau e estadio da doenca e da presenca, ou ndo, de metastases (Caparica et al.
2020). Assim, torna-se essencial encontrar novos tratamentos para CCR (Caparica et al.
2020).

Diversos compostos naturais tém sido importantes para a investigacdo e

desenvolvimento de novos farmacos (Caparica et al. 2020). Neste sentido, os compostos
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polifendlicos que ocorrem naturalmente nas plantas, surgem como recursos promissores

para prevenir e tratar doencas humanas, incluindo o cancro devido as suas propriedades

biologicas muito promissoras (Caparica et al. 2020).
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3. Compostos bioativos

A ideia de que a nutri¢ao € um fator importante no desenvolvimento do cancro remota
a antiguidade (Abdulla and Gruber 2000). No inicio do século XX, Abdulla et al,
defenderam um regime alimentar rigoroso destinado a reduzir o risco de cancro, com base
no consumo de alimentos de origem vegetal, e uma reducao de carne, alcool e tabaco
(Abdulla and Shukla 2014).

Também no inicio do ultimo século, foram desenvolvidas duas hipoteses sobre as
causas ambientais causadoras do cancro (Campbell 2017). A primeira era relacionada
com a exposicao ocupacional dos trabalhadores a agentes cancerigenos e a segunda,
associada a ingestdo de compostos presentes na dieta (Campbell 2017). Em 1931,
Hoffman sugeriu que alimentos ricos em gordura e aclicar poderiam estar na lista de
possiveis fatores contribuintes para o desenvolvimento do cancro (Abdulla and Shukla
2014, Campbell 2017). Por outro lado, evidéncias de estudos prospetivos e observacionais
sugerem que consumir peixe gordo, trés ou mais porgdes de fruta, vegetais, altos niveis
de vitamina D e uma bebida alcodlica por dia pode reduzir o risco de desenvolver CCR
(Richard E. Gray and Gabriel T. Harris 2019). De salientar que o émega-3, presente em
algumas espécies de peixes, possui um efeito protetor contra o cancro, uma vez que
modula a producdo de moléculas sinalizadoras inflamatorias denominadas de
eicosanoides e o crescimento celular (Lee et al. 2020).

A escolha de uma dieta variada, equilibrada e saudavel traz beneficios para a saude,
uma vez que o consumo de alimentos ricos em vitaminas, fibras e compostos bioativos
esta associada a prevencdo do desenvolvimento de doengas cardiovasculares,
neurodegenerativas, doencas autoimunes, doencas inflamatorias, diabetes e cancro
(Alarcon-Flores et al. 2013, Balasundram, Sundram, and Samman 2006).

Os compostos fenolicos sao metabolitos que derivam das vias da pentose fosfato,
chiquimato e fenilpropanoides em plantas (Balasundram, Sundram, and Samman 2006).
Estes compostos resultam do metabolismo secundario das plantas sendo essenciais para
o seu crescimento e reproducdo (Balasundram, Sundram, and Samman 2006, Milene
Priscila and Jorge Neuza 2006). Estes formam-se em condi¢des de stresse como infegdes,
radiacao UV, lesdes, entre outros (Milene Priscila and Jorge Neuza 2006). Os compostos
fenolicos estao presentes em quase todos os alimentos de origem vegetal. Em alimentos,
os compostos fenolicos, sdo responsaveis pela cor, aroma e estabilidade oxidativa

(Balasundram, Sundram, and Samman 2006, Milene Priscila and Jorge Neuza 2006). As
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principais fontes de compostos fendlicos sdo frutas citricas como laranja, limao e
tangerina, mas também outras frutas como por exemplo cereja, ameixa, pera, maca, sendo
encontrados em maiores quantidades na polpa do que no sumo de fruta (Milene Priscila
and Jorge Neuza 2006). Pimenta verde, brocolos, repolho roxo, cebola, alho e tomate
também sao excelentes fontes destes compostos (Milene Priscila and Jorge Neuza 2006).

Relativamente a sua estrutura quimica, estes compostos, apresentam hidroxilas e anéis
aromaticos nas formas simples ou de polimeros que lhes conferem um poder antioxidante
(Milene Priscila and Jorge Neuza 2006, Vaquero, Alberto, and de Nadra 2007).

Estes compostos tém vindo a ser estudados e apresentam diversas propriedades
biologicas interessantes que 0s tornam como recursos promissores para prevenir e tratar
algumas doencgas humanas, incluido o cancro (Milene Priscila and Jorge Neuza 2006).

A atividade anticancerigena dos compostos fenolicos tem sido associada a diferentes
tipos de cancro como coldn, esdfago, pulmao, figado, mama e pele (Milene Priscila and
Jorge Neuza 2006). Os compostos fenolicos que tém demonstrado maior atividade
anticancerigena e potencial sdo o resveratrol, a quercetina, o 4acido cafeico e os flavonois
(Milene Priscila and Jorge Neuza 2006).

Esses compostos podem ser naturais ou sintéticos e dentro deles destacam-se os

polifenois e fendis simples (Milene Priscila and Jorge Neuza 2006)
3.1. Polifendis

Taninos

Os taninos sdo substancias de natureza fendlica, hidrolisaveis, com um peso
molecular significativamente alto e capazes de formarem complexos insoltiveis com os
alcaldides e proteinas (Heim, Tagliaferro, and Bobilya 2002, Milene Priscila and Jorge
Neuza 2006, Cunha et al. 2007). Podem ser classificados em taninos condensaveis e
taninos hidrolisaveis (Cunha et al. 2007). Os primeiros sdao ésteres do acido galhico
formados a partir do chiquimato, enquanto os ultimos, também denominados
proantocianidinas, sdo oligdmeros e polimeros de flavan-3-ol (catequina) e/ou flavan-3,4-
diol (leucocianidina), produtos do metabolismo do fenilpropanol (Heim, Tagliaferro, and
Bobilya 2002, Milene Priscila and Jorge Neuza 2006, Balasundram, Sundram, and
Samman 2006).
Flavondides

Os flavonodides sdo compostos largamente distribuidos na natureza e encontram-se

presentes em folhas, frutas, sementes e em outras partes das plantas (Milene Priscila and
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Jorge Neuza 2006). Sdo compostos de baixo peso molecular e com cinco atomos de
carbono (Milene Priscila and Jorge Neuza 2006).

A estrutura quimica destes compostos consiste em dois anéis aromaticos A e B unidos
por trés carbonos que formam um anel heterociclico denominado anel C (Heim,
Tagliaferro, and Bobilya 2002, Milene Priscila and Jorge Neuza 2006). O anel aromatico
A deriva da via do acetato/malonato, enquanto o anel B ¢ derivado da fenilalanina através
da via do chiquimato (Balasundram, Sundram, and Samman 2006). Variagdes nos
padrdes de substituicdao do anel C resultam nas principais classes de flavonoides, ou seja,
flavonoéis, flavonas, flavanonas, flavanois (catequina), isoflavonas, flavonoides,
antocianidinas (Balasundram, Sundram, and Samman 2006, Cunha et al. 2007). Sao
exemplos das flavonas a pigenina e a luteolina; dos flavonois, o campferol e a quercetina;
e das flavononas, a naringenina (Cunha et al. 2007). De forma geral, os flavonoides sao
compostos capazes de diminuir a permeabilidade capilar e reforcar a sua resisténcia com
marcada acao anti-inflamatéria e atividade antioxidante relacionada com a inibi¢cdo de
varios sistemas enzimaticos (Cunha et al. 2007).

Um aspeto toxicologico a destacar diz respeito a agdo mutagénica que os flavondides
livres manifestam sendo a quercetina, provavelmente o flavondéide com maiores

propriedades mutagénicas (Cunha et al. 2007).

Figura 13- Estrutura molecular geral dos flavondides. Reproduzido de: (Beecher 2003).

3.2. Fenois simples

Acidos fenolicos
Os acidos fendlicos, caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupo
carboxilico e um ou mais grupos hidroxila, conferindo-lhe propriedades antioxidantes

(Balasundram, Sundram, and Samman 2006). Compreendem dois grupos: os derivados
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dos acidos hidroxibenzoicos e os derivados dos 4cidos hidroxicinamicos (Mattila and
Hellstrdm 2007).

Os derivados dos 4acidos hidroxibenzdicos incluem os dacidos galhico, p-
hidroxibenzdico, protocatecuico, vanilico e siringico, enquanto os derivados dos acidos
hidroxicinamicos sdo compostos aromaticos com trés carbonos como os acidos cafeico,
ferulico, p-coumadrico e sindpico (Milene Priscila and Jorge Neuza 2006, Balasundram,

Sundram, and Samman 2006).

Cumarinas

As cumarinas e os seus derivados hidroxilados sdo substincias encontradas
naturalmente numa ampla variedade de plantas, microrganismos e algumas espécies
animais. A sua distribuicao na planta ¢ bastante heterogénea, sendo a sua concentragao
superior nas folhas e nos frutos, seguido dos caules e raizes (Cunha et al. 2007).

As propriedades farmacologicas, bioquimicas e as aplicagdes terapéuticas das
cumarinas simples dependem dos seus padrdes de substitui¢do na sua estrutura quimica

(Cunha et al. 2007).
3.3. Farmacocinética

Existem evidéncias de que os polifendis oferecem potencial na prote¢do de doenga
renal (Guerreiro et al. 2022). Contudo, devido a sua desfavoravel farmacocinética e
extensa metabolizagdo, a sua utilizagdo clinica deve ser cuidadosa (Guerreiro et al. 2022,
Johnson 2007).

Diversos estudos consideram o metabolismo e a biodisponibilidade de compostos
fenolicos in vivo, aspetos cruciais para entender a contribuicao benéfica para a saude
humana, no entanto, a maior parte dos estudos sao realizados em individuos saudéveis e
sabe-se que a maior parte das doengas renais pode alterar o destino in vivo de diversos
compostos (Guerreiro et al. 2022). Deste modo, as modificagdes fisiopatologicas devem
ser consideradas em estudos experimentais (Guerreiro et al. 2022).

Para melhor entender as implicagdes dos compostos fenolicos na saide humana ¢
importante perceber o mecanismo metabdlico e a sua biodisponibilidade (Nardini et al.
2002). A estrutura quimica da maioria dos polifenois ¢ recebida pelo corpo como um
xenobiotico, fazendo com que a biodisponibilidade destes compostos seja menor do que

macro ¢ micronutrientes (Kumar Singh et al. 2019, Ray and Mukherjee 2021).
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A primeira parte do sistema digestivo ¢ a boca, onde a saliva ajuda a lubrificar os
alimentos e inclui enzimas que comecam a digerir os compostos (Ray and Mukherjee
2021). De seguida passa para o estomago através do esofago (Ray and Mukherjee 2021,
Teng and Chen 2019). Poucos polifenois sdo absorvidos diretamente no estdmago
(Guerreiro et al. 2022). A absorcao ocorre principalmente em dois locais, o intestino
delgado e o colon sendo que o primeiro absorve principalmente glicosideos com baixo
peso molecular (L. Xie 2016). De salientar que estes compostos podem ainda sofrer efeito
de primeira passagem, diminuindo a sua biodisponibilidade (D’ Archivio et al. 2010).

No intestino delgado ¢ onde sdo absorvidos a maior parte dos nutrientes presentes nos
alimentos (Ray and Mukherjee 2021). A absorcao de polifendis no intestino delgado ¢
bastante baixa (5-10%) (Kumar Singh et al. 2019, de Aratjo et al. 2021). Os compostos
polifendlicos de menor complexidade podem passar por biotransformagado nos enterdcitos
e depois nos hepatocitos via reagdes de fase I (oxidagdo, reducdo e hidrélise) e
principalmente fase II (conjugac¢do) (Mithul Aravind et al. 2021, L. Xie 2016, D’ Archivio
et al. 2010, Kumar Singh et al. 2019). Estas transformacdes produzem cadeias de
metabolitos conjugados solUveis em agua que sdo libertados na corrente sistémica para
entrega aos diversos 6rgaos e para excrecao pela urina (Mithul Aravind et al. 2021).

Os restantes polifenois ndo absorvidos, com maior peso molecular, acumulam-se com
os conjugados biliares libertados no limen e sdo expostos as atividades enzimaticas
microbianas do colon dando origem a metabolitos (Kumar Singh et al. 2019, Ray and
Mukherjee 2021, Xie 2016, D’Archivio et al. 2010, Mithul Aravind et al. 2021). A
transformagao de compostos polifenodlicos pelos microrganismos intestinais influéncia
positivamente a sua biodisponibilidade e bioatividade (Mithul Aravind et al. 2021, Kumar
Singh et al. 2019). Uma vez metabolizados, sdo excretados pela bilis para retornar ao
trato gastrointestinal (TGI) (Serreli and Deiana 2019, Teng and Chen 2019). Para além
disso, podem atingir a circulacdo sanguinea onde sdo distribuidos pelos varios 6rgaos
onde chegam ao rim para serem excretados pela urina (Teng and Chen 2019). Os
metabolitos ndao absorvidos sdo eliminados pelas fezes (Marin et al. 2015).

Os metabolitos dos polifenois podem seguir assim duas vias de excregdo, a via biliar
ou urinaria sendo que metabolitos maiores e amplamente conjugados tém maior
probabilidade de serem eliminados na bilis, enquanto pequenos conjugados sao
preferencialmente excretados na urina (Manach et al. 2004, Vladimir-Kneevi et al. 2012,

Bohn 2014).
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Figura 14- Representacdo esquematica da absor¢cdo e da metabolizagdo de polifenois.
Adaptado de (Cipolletti et al. 2018, L. Xie 2016, Guerreiro et al. 2022) criado através
biorender.com.

Assim, ¢ essencial compreender a biodisponibilidade e o metabolismo dos compostos
polifendlicos, de forma a estabelecer uma associagdo entre os metabolitos e os efeitos
biologicos desta classe de compostos (Mcdade et al. 2021). Contudo, sdo ainda
necessarios mais estudos para determinar a sua eficacia na prevengao e/ou tratamento de
diferentes doengas (Amawi et al. 2017). A realizacdo de mais estudos e de ensaios em
humanos tem sido encorajada, a fim de confirmar a eficacia dos polifenois e os seus
beneficios na saide humana (Teng and Chen 2019).

Os compostos (metabolitos) estudados na presente dissertagdo sdo compostos
fendlicos a excegdo do acido 1,3,5- trimetoxibenzeno que € um metabolito nao fenodlico.
A Tabela 5 indica as diferentes subclasses dos diversos metabolitos estudados, assim
como as fontes alimentares onde se podem encontrar. Esta informacao foi obtida através

da pesquisa em bases de dados, nomeadamente Phyto-Hub e Phenol-Explorer.
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Tabela 5- Metabolitos de compostos polifendlicos que serdo estudados nesta dissertacdo, com as
respetivas subclasses e fontes alimentares. Adaptado de (Phenol-Explorer 2005b, Dey et al. 2003,
Phenol-Explorer 2011, Phenol-Explorer 2010b, Phenol-Explorer 2002a, Perestrelo et al. 2012,
Owumi, Ajijola, and Agbeti 2019, Phenol-Explorer 2005d, Phenol-Explorer 2004d, Phenol-
Explorer 2003, Phenol-Explorer 2004b, Bravo et al. 2006, Ramos et al. 1999, Gorinstein et al.
2002, Phenol-Explorer 2005a, Phenol-Explorer 2005¢, Ramos et al. 1999, Phenol-Explorer

2010a).

Nome Subclasse Fontes alimentares Referéncias
bibliograficas
Cerveja, vinhos tintoe  (Phenol-Explorer
Acido 4- Acidos rosé, aveia, farinha, 2005b, Dey et al.
hidroxifenilacético hidroxifenilacéticos azeitonas verde e preta, 2003)
azeite, cacau
Chocolate preto,
Acido fenilacético Acidos capsulas de casca de (Phenol-Explorer
hidroxifenilacéticos améndoa, cacau em po 2011)
em leite integral
Acido 3- Acidos Cha preto solido, (Phenol-Explorer
hidroxifenilacético hidroxifenilacéticos capsulas de extrato de 2010b)
pele améndoa, cacau em
p6 em leite integral,
chocolate preto
Cerveja, licores,
champanhe, vinhos rosé¢, (Phenol-Explorer
tinto e branco, farinha,  2002a, Perestrelo
Acido Acidos aveia, uvas, maca verde, etal. 2012,
protocatecuico hidroxibenzobicos kiwi, améndoas, azeite, = Owumi, Ajijola,
vinagre, lentilhas, and Agbeti 2019,
azeitonas verde e preta, Olthof et al.
cebola, sumo de laranja, 2003)
cacau em pd em leite
desnatado, nozes, amora
Acido Acidos Cerveja, azeite, (Phenol-Explorer
homovanilico hidroxifenilacéticos azeitonas verde e preta 2005d)
Cerveja, vinhos tinto e
Acidos rosé, pao, farinha, arroz, (Phenol-Explorer
Acido vanilico hidroxifenilacéticos vinagre, azeitonas verde 2004d)
e preta, azeite,
améndoas
Acido Acidos Azeitonas verdes e (Phenol-Explorer
dihidrocafeico hidroxifenilpropanoicos pretas 2003)
Acido m- Cervejas, azeite, (Phenol-Explorer
coumarico azeitonas verde e preta, 2004b, Bravo et
Acidos sumos de laranja e uva,  al. 2006, Ramos
hidroxicindmicos p6 de cacau em leite etal. 1999,
integral, extrato de cha Perestrelo et al.
verde, péssego, maga 2012, Gorinstein
et al. 2002)
Acido 3- Acidos Arando, cerveja (Phenol-Explorer
hidroxibenzéico hidroxibenzoicos 2005a, Perestrelo
etal. 2012)
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Acido benzoico
Acido

pirocatecuico

Acido 4-
hidroxibenzoico

Acido sinapico

Acido siringico

Acido 1,3,5-
trimetoxibenzeno

Impacto de Compostos Polifenolicos na Progressdo do Cancro Renal

Acidos
hidroxibenzdicos

Acidos hidroxibenzodico

Acidos
hidroxibenzdicos

Acidos
hidroxicindmicos

Acidos
hidroxibenzdicos

Metabolitos ndo
fendlicos

Arando, p6 de cacau

Po de mirtilo liofilizado

Cerveja, cereja,
champanhe, vinhos
tinto, branco e rosé,
farinha, arroz, aveia,

arando, vinagre

améndoas, azeite,
cenoura, eggplant,
azeitonas verde e preta
Cerveja, licores, vinhos
tinto, rosé e branco,
arroz, farinha, aveia,
feijao, azeitonas preta e
verde, maga, péssego,
beringela, ameixa,
batata, café

Cerveja, rum, whisky,
vinho tinto, branco e
rosé, aveia, farinha,
arroz, maga, sumo de
uva, azeite, vinagre,

noz-moscada, azeitonas
pretas e verdes

Magas, azeitona preta e
verde, whisky

(Phenol-Explorer
2005¢, Ramos et
al. 1999)
(Feliciano et al.
2016)

(Phenol-Explorer
2004a)

(Phenol-Explorer
2002b, Ramos et
al. 1999,
Gorinstein et al.
2002, Janiques et
al. 2013)

(Phenol-Explorer
2004c, Ramos et
al. 1999)

(Phenol-Explorer
2010%)
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4. Técnicas de migracao

Tal como descrito anteriormente, a maior parte das mortes por cancro deve-se a
disseminagdo metastatica (Pijuan et al. 2019). Assim, o estudo da migracao celular in
vitro na investigacdo na area do cancro apresenta um interesse particular (Justus et al.
2014).

A migragdo celular ¢ definida como o movimento real de células individuais de um
local para outro e pode acontecer de forma individual ou coletiva (Grada et al. 2017,
Justus et al. 2014). Essa migracao ¢ essencial para que o cancro consiga disseminar-se

pelo corpo e aderir a um local distante do tumor primario (Justus et al. 2014).
4.1. Migracao Coletiva

A migracao coletiva ¢ o movimento coordenado de um grupo de células que mantém
as suas conexoes intercelulares e polaridade coletiva (Grada et al. 2017). Este movimento
celular permite que as células moveis carreguem outros tipos de células imoveis e permite
que as células em migragdo influenciem outras, garantido assim a distribui¢ao celular
adequada (Pijuan et al. 2019).

Este tipo de migragdao ocorre com um grupo de c€lulas coesas que retém juncdes
célula-célula e coordena a atividade do citoesqueleto entre as células vizinhas (Pijuan et
al. 2019).

O ensaio de cicatrizacdo de ferida ou Wound Healing Assay (WHA) ¢ um método
utilizado para estudar a migragdo celular coletiva. Este consiste na realizacdo de uma
fenda formando uma lacuna numa monocamada de células confluentes, com posterior
captacdo de imagens em tempos regulares, onde € possivel verificar o preenchimento da
lacuna criada (Rodriguez, Wu, and Guan 2005, Grada et al. 2017, Justus et al. 2014) .
Esta técnica compreende quatro etapas:

1. Prepara¢do da monocamada
O namero necessario de células para formar a monocamada confluente ¢ determinado de
acordo com o tipo de linha celular e o tamanho dos pogos utilizados (Grada et al. 2017).
ApoOs inoculagdo, os pogos sdo incubados para formar uma monocamada confluente
(Grada et al. 2017).

2. Criagao da fenda
E utilizada uma ponta de uma micropipeta de plastico estéril para simular uma fenda in

vivo criando assim uma zona livre de células em cada pogo (Grada et al. 2017). E
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importante inclinar a pipeta corretamente e aplicar pressao consistente para criar uma
largura de espago consistente (Grada et al. 2017).

3. Adicao dos compostos
A monocamada ¢ lavada com meio basal para remover detritos celulares e ¢ adicionado
meio celular completo. A maior parte dos ensaios sdo realizados sob as seguintes
condicdes: 37 °C e 5% de CO: (Grada et al. 2017).

4. Aquisi¢ao de imagens
As medicdes sao geralmente feitas por 24 h na tentativa de limitar o estudo a migracao
celular e minimizar a contribuicao da proliferagao celular para o preenchimento da lacuna.
No entanto, o tempo deve ser ajustado de acordo com o tipo de célula utilizado (Grada et
al. 2017). A érea da ferida pode ser calculada usando o software de dominio publico

ImageJ® (Pijuan et al. 2019).

1. Culture preparation and cell seeding

).
' Pipette tip

Culture plate

Multiwell plate

2. Scratch-making

4. Data analysis

3. Dataacquisition (image capturing and gap measurement) in time points

Figura 15- Resumo do fluxo de trabalho do ensaio in vitro de cicatrizagdo de feridas. 1-
Cultura celular e preparagdo das células; 2- Criagdo da ferida; 3- Aquisi¢do de dados através
da captura de imagens; 4- Analise dos dados. Reproduzido de (Grada et al. 2017).

Este ensaio ¢ um dos mais simples e econdmicos e € util para determinar a capacidade
de migracdo de massas celulares inteiras. Pode ser aplicado em qualquer substrato, as
células movem-se numa determinada dire¢do para fechar a ferida e a migragdo pode ser
observada e registada ao longo do tempo (Justus et al. 2014, Liang, Park, and Guan 2007,
Rodriguez, Wu, and Guan 2005). Contudo, este ensaio apresenta algumas limitagdes tais
como: nao ser adequado para células ndao aderentes, o facto de ndo medir a quimiotaxia
celular e o risco de poder existir algum destacamento das células (Justus et al. 2014,

Rodriguez, Wu, and Guan 2005).
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4.2. Migracao individual

A migragdo celular individual ¢ mediada pela atividade do citoesqueleto sem
interacoes célula-célula com células vizinhas, e tem sido descrito como importante em
muitos processos fisioldgicos in vivo, como no desenvolvimento embriondrio € nos
estadios iniciais de invasdo no processo metastatico (Rodriguez, Wu, and Guan 2005).
Por exemplo, as células cancerigenas podem migrar individualmente através do tipo de
movimento mesenquimatoso ou ameboide (Pijuan et al. 2019).

Este tipo de migragdo individual ocorre em células cujas interacdes com o substrato
sdo fracas tais como linfocitos, neoplasias hematopoiéticas, células de carcinoma de
pequenas células do pulmao e células de carcinoma mamario (Pijuan et al. 2019).

O ensaio de Boyden Chamber ou Transwell ¢ uma técnica frequentemente utilizada
para avaliar a migra¢ao celular individual (Rodriguez, Wu, and Guan 2005). Neste ensaio
as células sdao colocadas num lado de uma membrana porosa e observa-se a migragao
individual até ao outro lado da mesma, contabilizando-se o nimero células que migraram
(Gau and Roy 2020).

Uma vantagem deste método ¢ permitir a quimiotaxia e funciona tanto para células
aderentes como nao aderentes (Gau and Roy 2020). Contudo, também apresenta
limitagdes tais como a dificuldade em visualizar células e a sua morfologia, devido ao
estado transitivo das células durante a migracao através dos poros (Gau and Roy 2020,

(Pijuan et al. 2019).

Figura 16- Ilustracdo do modelo de migracdo individual Transwell. Reproduzido de: (Corning
n.d.).
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Capitulo II. Objetivo
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A presente dissertagcdo teve como objetivo o estudo do impacto de diferentes metabolitos

de compostos polifendlicos na migracao de células renais tumorais humanas, através da:

e Realizacdo de uma revisdo bibliografica sobre cancro, cancro renal, o impacto
desta patologia a nivel da satde publica, caracteristicas fisiopatologicas e opgoes
terap€uticas disponiveis;

e Realizacdo de uma revisdo bibliografica sobre os metabolitos de compostos
polifendlicos, as suas propriedades bioldgicas, incluindo a sua potencial agao anti-
tumoral;

e Pesquisa de metabolitos de compostos polifendlicos presentes na dieta, assim
como dos seus metabolitos e precursores em bases de dados como Phenol-Hub e
Phenol Explorer,

e Realizacdo de um estudo experimental «in vitro» utilizando as células 786-O de
carcinoma renal humano, para avaliar o impacto de diferentes metabolitos de
compostos polifendlicos na migracdo celular, através do ensaio de Wound

Healing.
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Capitulo III. Trabalho Experimental
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1. Materiais e Métodos

1.1. Reagentes

A linha celular humana 786-O (Carcinoma Renal de Células Claras) foram adquiridas
a American Type Culture Collection (ATCC). Esta linha celular ¢ proveniente de um
adenocarcinoma primario de células renais claras de um homem caucasiano de 58 anos
(ATCC 2022).

Os reagentes e solventes utilizados adquiridos a Corning (USA) foram o FBS (Soro
Fetal Bovino), PBS (Tampao fosfato-salino), DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) e FBS (Soro Fetal Bovino) O acido protocatecuico e acido sinapico foram
adquiridos a Sigma Aldrich e os dacidos 3-hidroxifenilacético, dihidrocafeico, m-
coumadrico e siringico foram adquiridos a Alfa Aesar (EUA). Os restantes compostos
foram cedidos pelo laboratério da Doutoura Claudia Nunes dos Santos da Universidade
NOVA de Lisboa.

Os compostos analisados foram escolhidos com base em estudos de farmacocinética
descritos em bases de dados, nomeadamente Phenol-Explorer (http://phenol-explorer.eu)
e Phyto-Hub (https://phytohub.eu), que indicam os compostos que se encontram em
maior quantidade no rim. As concentra¢des dos compostos utilizadas nos ensaios de
migracdo celular foram estabelecidas com base em ensaios de viabilidade celular
previamente realizados no grupo de investigagao, nomeadamente através do ensaio de
cristal violeta. Foram utilizadas concentragdes dos compostos onde a viabilidade celular
foi mantida, usando as mesmas condi¢des experimentais do ensaio, nomeadamente a

presenca de 2% de FBS. As concentragdes utilizadas sdo descritas na tabela seguinte.
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Tabela 6- Concentragoes estudadas dos diferentes compostos (metabolitos) estudados.

Compostos analisados Concentracao (uM)
Acido 4-hidroxifenilacético 400
Acido fenilacético 150
Acido 3-hidroxifenilacético 150
Acido protocatecuico 100
Acido homovanilico 100
Acido vanilico 100
Acido dihidrocafeico 100
Acido m-coumarico 100
Acido 3-hidroxibenzéico 100
Acido benzéico 100
Acido pirocatecuico 100
Acido 4-hidroxibenzéico 100
Acido sinapico 50
Acido siringico 50
Acido 1,3,5-trimetoxibenzeno 50
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1.2. Métodos

1.2.1. Cultura celular

1.2.1.1.  Subcultura ou passagem de células

As células 786-O foram mantidas em meio DMEM com 10 % de FBS ¢ solu¢ao de
penicilina-estreptomicina 1% e mantidas a 37°C em atmosfera himida com 5% de CO>
em frascos T25 ou T75. Quando atingiram a confluéncia de 80 %, as células foram
destacadas pelo processo de tripsinizagao e colocadas num novo frasco numa diluigao 1:4

e/ou utilizadas para ensaios de acordo com as metodologias abaixo.

1.2.1.2. Contagem de células

Para obter o nimero de células indicado para a realizacdo do ensaio utiliza-se o
método de contagem de células. E retirada uma aliquota de 10 pL para uma cimara de
Newbauer onde ¢ colocada uma lamela. A camara deve estar dividida em quatro partes.
As células sao contadas em cada quadrante, faz-se a média e aplica-se o fator de diluicao.
Para a realizagdo deste ensaio foi necessaria uma densidade de aproximadamente 4x10*

células.

Figura 17- Vista ao microscopio da zona de contagem da camara de Neubauer.
Reproduzido de: (Barbedo 2013).
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1.2.2. Ensaio Wound-healing

Com base na densidade celular pretendida ¢ calculado o volume necessarios de células
em suspensdo por mL e de meio completo contendo 10 % FBS, de forma a obter um
volume final de 500 uL por pog¢o numa placa de 24 pogos com posterior incubagao por
24 horas.

A solucdo inicial de cada composto designada de solugdo stock tem uma concentracao
padrao. Deste modo sdo necessarios diversos calculos para obter a concentracao desejada.
O primeiro calculo diz respeito ao calculo da concentragao que € necessaria para a solugao
de trabalho de modo que a concentragdao final no pogo seja a pretendida. O segundo
calculo diz respeito ao volume do composto a pipetar da solugdo stock de forma a obter a
concentragdo obtida no primeiro calculo correspondente a solucao de trabalho.

No dia seguinte, ¢ realizada uma fenda com o auxilio de uma ponta de uma pipeta
P200, retira-se o meio, lava-se com PBS 1x e coloca-se 25 pLL do composto e 475 uL do
novo meio agora contendo 2 % FBS. Nesta fase foi realizada a primeira captura de
imagem observada ao microscopio com objetiva 10X sendo, posteriormente, captadas aos
tempos 4 h, 6 h, 10 h e 12 h. Os pogos foram marcados com caneta de acetato de modo
que fossem fotografados sempre na mesma zona. A area do fecho da ferida foi medida

através do Software ImagelJ®, Fiji com o plugin MRI ferida cicatrizacao.

12 horas

Controlo/Veiculo

Acido protocatecuico

Figura 18- Determinagdo da area de fecho da ferida das células 786-O, através do software
ImageJ®, Fiji com o plugin MRI ferida cicatrizagdo. A- Controlo as 0 h; B- Controlo as 12 h; C-
Células expostas ao acido protocatecuico as 0 h; D- Células expostas ao acido protocatecuico as 12
h.
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Para comparar os resultados entre as diferentes condi¢des experimentais, foi realizado
o teste de t-Student apds a andlise da normalidade através do teste Shapiro Wilk e da

homogeneidade das variancias, através do teste de Levene.
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2. Resultados

Tal como referido anteriormente, os metabolitos estudados sdo obtidos através da
metabolizacdo de outros compostos polifenolicos, obtidos através da alimentacdo. Os
precursores sdo apresentados na Tabela 7 que foi construida a partir das bases de dados
Phenol-Explorer e Phyto-hub. Muitos dos metabolitos apresentados podem ter origem
em diferentes compostos e, por sua vez, estes podem originar diversos metabolitos.

O acido 4-hidroxifenilacético pertence a subclasse dos 4acidos hidroxifenilacéticos e
tem como precursores a epicatequina catequina, acido cafeico, quercetina, cianidina 3-
glicosideo e dimero de rocianidina A2 (Phyto-Hub 2018c).

O acido fenilacético pertence a subclasse dos acidos hidroxifenilacéticos e tem como
precursor a quercetina (A. F. Almeida et al. 2018).

O acido 3-hidroxifenilacético pertence a subclasse dos acidos hidroxifenilacéticos e
tem como precursores a epicatequina, dimero de rocianidina A2, quercetina, acido
cafeico, rutina, acido clorogénico e acido quinico (Phyto-Hub 2018b, Gonthier et al.
2003).

O 4cido protocatecuico pertence a subclasse dos 4acidos hidroxibenzdicos e tem como
precursores o acido ferulico, o &cido cafeico, a quercetina e a cianidina 3-O- glicosideo
(Phyto-Hub 2018g, Vitaglione et al. 2007).

O 4acido homovanilico pertence a subclasse dos 4cidos hidroxifenilacéticos e tem
como precursores a rutina e a quercetina (Phyto-Hub 2018e).

O 4acido vanilico pertence a subclasse dos acidos hidroxibenzodicos e tem como
precursores o acido fertlico, acido cafeio, &cido dihidrocafeico e cianidina 3-O-glicosideo
(Phyto-Hub 2018i).

O 4cido dihidrocafeico pertence a subclasse dos acidos hidroxifenilpropanoicos e tem
como precursores o acido ferulico, o acido cafeico, o acido dihidrocafeico e a cianidina
3-O-glicosideo (Phyto-Hub 2018d, Santana-Galvez et al. 2020).

O 4cido m-coumarico pertence a subclasse dos acidos hidroxicindmicos e tem como
precursores o acido cafeico, a rutina e o dcido rosmarinico (Gonthier et al. 2003).

O 4cido 3-hidroxibenzodico pertence a subclasse dos acidos hidroxibenzoico e tem
como precursores a cianidina 3-O-glicosideo, o acido cafeico, o acido fertlico e o acido
clorogénico (Phyto-Hub 2018a, A. F. Almeida et al. 2018, Vitaglione et al. 2007,
Gonthier et al. 2003).
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O é4cido benzoico pertence a subclasse dos &cidos hidroxibenzoicos e tem como
precursor o acido p-coumarico (Phyto-Hub 2018f).

O acido pirocatecuico pertence a classe dos acidos hidroxibenzoicos (Muljono,
Scheffer, and Verpoorte 2002, Grootveld and Halliwell 1988).

O 4acido 4-hidroxibenzobico pertence a subclasse dos dcidos hidroxibenzoicos e tem
como precursores o acido cafeico, o acido ferulico, a quercetina, o acido clorogénico e o
acido quinico (A. F. Almeida et al. 2018, Gonthier et al. 2003).

O 4cido sinapico pertence a subclasse dos acidos hidroxicindmicos € tem como
precursor o aldeido sinapico (Nair et al. 2004)

O é4cido siringico pertence a subclasse dos acidos hidroxibenzoéicos e tem como
precursor a malvidina-3-O-glicosideo (Phyto-Hub 2018h).

O acido 1,3,5-trimetoxibenzeno pertence a subclasse dos metabolitos ndo fenolicos e

tem como precursor a malvidina-3-O-glicosideo (Wu et al. 2004).
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Tabela 7- Lista de precursores dos diferentes metabolitos de compostos polifenolicos analisados.

Precursores

Metabolitos

Referéncias bibliograficas

Epicatequina, catequina,
acido cafeico, quercetina,
cianidina 3-O-glicosideo,

dimero de rocianidina A2

Acido 4-

hidroxifenilacético

(Phyto-Hub 2018c)

Quercetina

Acido fenilacético

(A. F. Almeida et al. 2018)

Epicatequina, dimero de
rocianidina A2, quercetina,
acido cafeico, rutina, acido

clorogénico, acido quinico

Acido 3-

hidroxifenilacético

(Phyto-Hub 2018b,
Gonthier et al. 2003)

Acido ferulico, acido
cafeico, quercetina,

cianidina 3-O-glicosideo

Acido protocatecuico

(Phyto-Hub 2018g,
Vitaglione et al. 2007)

Rutina, quercetina

Acido homovanilico

(Phyto-Hub 2018¢)

Acido ferulico, acido
cafeico, acido
dihidrocafeico, cianidina 3-

O-glicosideo

Acido vanilico

(Phyto-Hub 2018i)

Acido cafeico, acido
fertlico, eriocitrina,
eriodictiol, acido 5-O-
cafeoilquinico, acido

clorogénico

Acido dihidrocafeico

(Phyto-Hub 2018d)(Phyto-
Hub 2018d)
(Santana-Galvez et al. 2020)

Acido rosmarinico, acido

clorogénico, acido cafeico

Acido m-coumarico

(Gonthier et al. 2003)

Cianidina 3-O-glicosideo,
acido cafeico, acido
ferulico, acido 5-O-
cafeoilquinico, acido

clorogénico

Acido 3-

hidroxibenzodico

(Phyto-Hub 2018a* A. F.
Almeida et al. 2018,
Vitaglione et al. 2007,
Gonthier et al. 2003)

Acido p-coumarico

Acido benzodico

(Phyto-Hub 2018f)

Corismato

Acido pirocatecuico

(Muljono, Scheffer, and
Verpoorte 2002, Grootveld
and Halliwell 1988)
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Quercetina, acido ferilico,

(A. F. Almeida et al.

clorogénico, acido cafeico, Acido 4- 2018,
acido quinico hidroxibenzoico Gonthier et al. 2003)
Aldeido sinapico Acido sinapico (Nair et al. 2004)
Malvidina-3-O-glicosideo Acido siringico (Phyto-Hub 2018h)
Floroglucinol 1,3,5-trimetoxibenzeno (Wu et al. 2004)

Neste trabalho avaliou-se o impacto de diversas subclasses de compostos

polifendlicos, nomeadamente, dos 4cidos hidroxifenilacéticos (Figuras 19-22), dos acidos

hidroxibenzodicos (Figuras 23-29), dos acidos hidroxifenilpropandicos (Figura 30), dos

acidos hidroxicindmicos (Figuras 31 e 32) e por fim, dos metabolitos ndo fenolicos

(Figura 33) na migracao das células 786-0, ao longo do tempo (0-12 h).

Apos a recolha das percentagens de fecho da ferida de cada composto as 12 h, esses

valores foram normalizados ao seu controlo, de forma a ser possivel comparar o efeito

anti migratorio.
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Tabela 8- Média das percentagens de fecho da ferida as 12 h e os respetivos valores normalizados.

N° de Média + Valores do fecho da

Compostos Ensaios DesvioPadrio do ferida normalizados
fecho da ferida as 12 h as 12 h (%)

Controlo 7 87,16 £10,36 % 100 + 0 %
Acido 4-hidroxifenilacético 2 91,40 £ 11,77 % 104,86 + 13,50 %
Acido fenilacético 4 88,90 £ 6,71 % 102.00 £ 7,70 %
Acido 3-hidroxifenilacético 2 94,63 + 2,60 % 108,57 £2,99 %
Acido protocatecuico 4 76,06 £ 6.86 % ** 87,26 £ 2,84 % **
Acido homovanilico 3 72,06+ 6.86 % 82,67 +7,87 %
Acido vanilico 2 74,22 + 1,08 % * 85,16 £1,24 % *
Acido dihidrocafeico 4 84,89 £ 6,23 % * 97,39 £7,15 % *
Acido m-coumarico 2 95,83 £ 5,89 % 109,95 + 6,76 %
Acido 3-hidroxibenzoico 2 98,85+ 1,62 % 113,42 £ 1,86 %
Acido benzoico 2 89,41 £13,30 % 102,59 £ 15,26 %
Acido pirocatecuico 2 86,10 + 17,65 % 98,79 £20,25 %
Acido 4-hidroxibenzoico 2 99,11 £1,26 % * 113,71 £1,44 % *
Acido sinapico 2 84,36 + 19,89 % 96,79 + 11,82 %
Acido siringico 2 86,55+ 16,39 99,30 + 18,80 %
Acido 1,3,5-trimetoxibenzeno 2 86,23 + 14,75 98,94 £ 16,92 %

*(p <0,05),** (p <0,01), quando comparados com o controlo (teste t-Student).

Relativamente a classe dos acidos hidroxifenilacéticos, o acido 4-hidrofenilacético, o

acido fenilacético, o acido 3-hidroxifenilacético e o acido homovanilico apresentaram

percentagens de fecho da ferida, quando comparados ao controlo de 104,86 + 13,50 %

(n=2), 102.00 + 7,70 % (n=4), 113,42 + 1,86 % (n=2) ¢ 82,67 + 7,87 % (n=3),

respetivamente.
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Figura 19- Impacto do acido 4-hidroxifenilacético na migragdo de células 786-O (0-12 h), por
comparagdo com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média +

desvio padrdo (n=2).
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Figura 20- Impacto do acido fenilacético na migracdo de células 786-O (0-12 h), por
comparagdo com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média +
desvio padrdo (n=4).
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Figura 21- Impacto do acido 3-hidroxifenilacético na migragdo de células 786-O (0-12 h),
por comparagdo com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média
+ desvio padrdo (n=2).
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Figura 22- Impacto do acido homovanilico na migragdo de células 786-O (0-12 h), por
comparagdo com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média +
desvio padrdo (n=3).

No que diz respeito a classe dos acidos hidroxibenzoicos, os acidos protocatecuico,
vanilico, 3-hidroxibenzoico, benzdico, pirocatecuico, 4-hidroxibenzdico e siringico
obtiveram percentagens de fecho da ferida de 87,26 + 2,84 % (p<0,05) (n=2), 85,16 £
1,24 % (p<0,01) (n=2), 113,42 £ 1,86 (n=2), 102,59 £+ 15,26 (n=2), 98,79 + 20,25 (n=2),
113,71 = 1,44 % (p<0,01) (n=2), 99,30 = 18,80 (n=2) respetivamente, quando

comparados ao controlo.
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Figura 23- Impacto do acido protocatecuico na migragdo de células 786-O (0-12 h), por
comparagdo com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média +
desvio padrdo (n=4).
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Figura 24- Impacto do acido vanilico na migrag@o de células 786-O (0-12 h), por comparagdo
com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média + desvio padrdo
(n=2).
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Figura 25- Impacto do acido 3-hidroxibenzoico na migragdo de células 786-O (0-12 h), por
comparagdo com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média +
desvio padrdo (n=2).
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Figura 26- Impacto do acido benzdico na migragdo de células 786-O (0-12 h), por comparagdo
com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média + desvio padrdo
(n=2).
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Figura 27- Impacto do acido pirocatecuico na migragdo de células 786-O (0-12 h), por
comparagdo com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média +
desvio padrdo (n=2).
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Figura 28- Impacto do acido 4-hidroxibenzdico migracdo de células 786-O (0-12 h), por
comparagdo com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média +
desvio padrdo (n=2)
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Figura 29- Impacto do acido siringico na migragao de células 786-O (0-12 h), por comparagio
com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média + desvio padrao
(n=2).
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O 4acido dihidrocafeico, pertencente a subclasse dos acidos hidroxifenilpropanodicos

apresentou uma percentagem de fecho da ferida de 97,39 = 7,15 % (p<0,01) (n=4).
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Figura 30- Impacto do acido dihidrocafeico na migra¢do de células 786-O (0-12 h), por
comparagdo com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média +
desvio padrdo (n=4).

O acido m-coumarico e sinapico pertencentes a classe dos acidos hidroxicindmicos
apresentaram percentagens de fecho da ferida de 109,95 £ 6,76 % (n=2) ¢ 96,79 + 11,82

% (n=2), respetivamente, quando comparados com o controlo.
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Figura 31- Impacto do acido m-coumarico na migragao de células 786-O (0-12 h), por
comparagdo com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média +
desvio padrdo (n=2).
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Figura 32- Impacto do acido sinapico na migragdo de células 786-O (0-12 h), por comparagdo
com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a média = desvio padrdo
(n=2)

Por fim, o acido 1,3,5- trimetoxibenzeno pertence a subclasse dos metabolitos nao

fendlicos apresentou uma percentagem de fecho de 98,94 + 16,92 % (n=2).
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Figura 33- Impacto do acido 1,3,5-trimetoxibenzeno na migrag¢do de células 786-O (0-12
h), por comparag@o com o controlo através do ensaio de WHA. Os valores representam a
média + desvio padrdo (n=2)

Globalmente, apds analise estatistica das diferengas observadas na migragao celular
ao longo do tempo, verificou-se que os compostos ndo demonstraram um grande efeito
inibitério na migracdo das cé€lulas 786-O. Os compostos menos promissores,
ultrapassando os valores do controlo (atendendo ao diferencial com o controlo), foram o

acido 4-hidroxibenzoico (13,71 %), o acido 3-hidroxibenzoico (8,57 %), o acido m-
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coumarico (9,95 %), o acido 3-hidroxifenilacético (8,57 %), o acido 4-hidroxifenilacético

(4,86 %), o acido benzoico (2,59 %), o acido fenilacético (2.00 %).

Os compostos mais promissores, apresentando uma maior redu¢ao da migragao

celular, foram o acido homovanilico (17,33 %), o acido vanilico (14,84 %) e o acido

protocatecuico (12,74 %). De seguida, o acido dihidrocafeico (2,61 %), o acido

pirocatecuico (1,21 %), o acido 1,3,5-trimetoxibenzeno (1,06 %) e por fim o acido

siringico (0,7 %).

Tabela 9- Compostos mais promissores estudados e a respetiva atividade anti-migratoria das

células 786-0 observada.

Compostos

Reducio da Migracao celular

(valores normalizados ao controlo)

Acido homovanilico

Acido vanilico

Acido protocatecuico

Acido dihidrocafeico

Acido pirocatecuico

Acido 1,3,5-trimetoxibenzeno

Acido siringico

120,000

100,000

60,000
40,000
20,000

0,000

FECHO DA FERIDA (PERCENTAGEM DO CONTROLO)

80,000 I

17,33+7,87 %

14,84 + 1,24 % *

12,74 + 2,84 % **
2,61+ 7,15 % *
1,24 +20,25 %
1,06 + 16,92 %
0,7+ 18,80 %
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METABOLITOS DE COMPOSTOS FENOLICOS

Figura 34- Percentagem de fecho de ferida de todos os metabolitos dos compostos fenolicos
analisados quando normalizado ao controlo as 12 horas, n=2-7, * p<0,05, ** p<0,01 quando
comparados com o controlo (teste t-Student).
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3. Discussao de resultados

Apesar do estudo do impacto dos compostos polifenolicos e seus metabolitos no
cancro renal ainda estar pouco explorado, alguns compostos tém vindo a ser estudados
noutros modelos tumorais (Amawi et al. 2017, (Teng and Chen 2019).

A quercetina, precursora dos metabolitos 4acido 4-hidroxifenilacético, acido fenilacético,
acido 3-hidroxifenilacético, acido protocatecuico, acido homovanilico e acido 4-
hidroxibenzodico tem apresentado resultados promissores no WHA em outras linhas
tumorais celulares. Um estudo com objetivo de investigar o efeito de diferentes
concentragdes de quercetina (10, 30, 60 uM) em células de pulmao ndo pequenas (A549)
foi realizado com 1 % de FBS e avaliado as 0 h, 3 h, 6 h, 12 h e 29 h (Klimaszewska-
Wisniewska et al. 2017). Nesse estudo, observaram que as células quando tratadas com
10 uM de quercetina demonstravam areas de ferida detetaveis e com concentragdes de 30
e 60 puM demonstravam dareas considerdveis comparativamente ao controlo
(Klimaszewska-Wisniewska et al. 2017). Este estudo demonstrou que a quercetina inibiu
a migracao de cé¢lulas A549 altamente metastaticas de forma dependente da concentragao
(Klimaszewska-Wisniewska et al. 2017). Outro estudo, com o objetivo de investigar a
acdo da quercetina no cancro da mama através de ensaio WHA e transwell demonstrou
que na concentragao de 10 uM durante 48 h este composto foi capaz de reduzir as taxas
de migracao para 38 % e 26 % (p<0,05) e reduzir as taxas de invasao celular para 55 % e
43 % (p<0,001) das células MDA-MB-231 e MCF-7 respetivamente (Cao et al. 2018).
Este estudo demonstrou ndo s6 que a quercetina teve efeitos inibitdrios marcantes nas
capacidades migratorias e invasivas das células de cancro de mama, como também foi
capaz de inibir de forma consideravel a migracdo e a invasdao de células do cancro da
mama sensivel a hormonas. Cao et al. sugerem ainda que estes efeitos poderao ser devido
a supressao da inducao de TEM evidenciado pela expressao de E-caderina e expressao
diminuida de MMP2. Para além disso, existem evidéncias de que a quercetina consegue
suprimir a via de sinalizacdo fosfatidilinositol 3-cinase / alvo da rapamicina em
mamiferos (PI3K/AKT/mTOR), responsavel pela regulacio de fungdes como
sobrevivéncia, proliferacao, migracao e metabolismo celulares, angiogénese e apoptose.
Esta via encontra-se ativada na maioria dos cancros, pelo que a sua superatividade esta
associada ao aumento da proliferagdo celular (Cao et al. 2018). Kim et al. desenvolveram
um estudo com o objetivo de estudar os efeitos anti migratdrios da quercetina em células

de carcinoma epidermodide oral (OSCC). As condigdes utilizadas foram 40 puM de
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quercetina, 1 % FBS, 1 % penicilina e estreptomicina e avaliou-se o impacto deste
composto na migragdo celular, através do ensaio WHA, as 12 e 24 h. Apos 24 horas, a
area da ferida do controlo foi quase completamente fechada, em comparagdao com a area
inicial (Kim et al. 2020). Nas células tratadas com quercetina, verificou-se uma redugado
da migragdao (Kim et al. 2020). O TGF-B1 pode promover a formagdo de tumores,
induzindo metastase mesenquimatosa (via TEM) no epitélio em vdarias células
cancerigenas (Kim et al. 2020). Adicionalmente, esse estudo demonstrou que a quercetina
inibiu fatores relacionados com TEM induzidos por TGF-B1, através do aumento da
expressao de marcadores epiteliais como E-caderina e diminui¢ao da expressdo de
marcadores mesenquimatosos como fibronectina. Para além disso, as ativacdes das
MMP2 e MMP9 encontravam-se diminuidas apos tratamento com quercetina (Kim et al.
2020). Lan et al., com o objetivo de investigarem os efeitos da quercetina na migragao e
invasao de células de osteossarcoma (HOS e MG63), as quais foram mantidas em 0%
FBS, nas concentragdes de 25, 50 e 100 uM demonstrou que a quercetina inibiu a
migracao celular nas linhas celulares de osteossarcoma de maneira dependente de
concentragdo e de tempo (Lan et al. 2017). O tratamento com quercetina (25, 50 ¢ 100
UM por 12 e 24 h) originou uma diminui¢do nas taxas de migracdo em células HOS e
MG63. Ao fim de 24 h de exposi¢do destas células na concentracdo méaxima de 100 uM
de quercetina, os autores verificaram, respetivamente, uma reducao de 46,1% e 21,3% na
taxa de migracdo. A quercetina conseguiu inibir a migracao e invasao de cé€lulas de
osteossarcoma regulando negativamente a expressao de HIF- f1, MMP2 e MMP9 (Lan
etal. 2017).

O 4cido clorogénico ¢ um precursor dos acidos 3-hidroxifenilacético, acido
dihidrocafeico, acido m-coumarico, acido 3-hidroxibenzoico ¢ acido 4-hidroxibenzoico.
Foi realizado um estudo para investigar a capacidade deste precursor em inibir a TEM de
células de cancro da mama (MCF-7). Este composto, conseguiu na concentragdo de 2,5
UM, inibir a migragdo celular, através do ensaio WHA, ao fim de 48 horas (Xue et al.
2023). O é&cido clorogénico aumentou significativamente a expressdo de E-caderina
(marcador epitelial) e diminuiu a expressao de N-caderina (marcador mesenquimatoso)
(Xue et al. 2023). Além disso, diminuiu as atividades de MMP-2 e MMP-9 e reduziu a
capacidade de migracdo e invasao das células MCF-7, o que indicou que o acido
clorogénico tem um efeito inibitorio no cancro de mama (Xue et al. 2023).

Os acidos cafeico e ferulico precursores dos metabolitos acido vanilico, acido

dihidrocafeico e 3-hidroxibenzodico tém apresentado resultados promissores no WHA em
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outras linhas tumorais celulares. Um estudo com objetivo de analisar o efeito dos acidos
fertlico e cafeico na migragdo celular em células de cancro do pulmado (A549) foi
realizado com 1 % de FBS e avaliado ao final de 24 horas. Na maior concentracao testada
(200 uM) a superficie coberta de células A549 foi de apenas 7,7 % para o &cido cafeico
e de 35 % para o acido ferulico, quando comparado com o controlo. Estudos anteriores
sugerem que estes dcidos conseguem bloquear a via de sinalizagdo da cinase regulada por
sinais extracelulares (ERK). O efeito inibitorio dos acidos cafeico, cumarico e ferulico na
migracao celular provavelmente deve-se a reducao da ligagdo as proteinas da matriz
extracelular (MEC) observada na presenga desses acidos fendlicos (Nasr Bouzaiene et al.
2015). O 4acido cafeico ¢ precursor do 4cido 4-hidroxifenilacetico, acido 3-
hidroxifenilacético, acido protocatecuico, acido vanilico, acido dihidrocafeico, dcido m-
coumarico, acido 3-hidroxibenzoico e acido 4-hidroxibenzoico. Um estudo realizado com
0 objetivo de avaliar a inibi¢ao da taxa de migracao do acido cafeico e do seu estér
fenetilico (CAPE) em células MCF-7 foi realizado com 0,5 % FBS e avaliado ao longo
de 24 horas (Kabata-Dzik et al. 2018). As percentagens de area da ferida para CA/CAPE
50 uM foram de 58 % e 104 %, respetivamente e para CA/CAPE 100 uM foram de 86 %
e 106 %, respetivamente (Kabala-Dzik et al. 2018). Um dos mecanismos possiveis da
inibi¢do da migragdo por parte do CAPE ¢ a inibi¢do especifica do Fator de Transcrigdao
Nuclear Kappa (NF-xB) que ¢ necessario para TEM e metastase do cancro da mama
(Kabata-Dzik et al. 2018).

O 4acido rosmarinico € o precursor do metabolito acido m-coumarico e demonstrou
efeitos anti-migratorios em células de carcinoma hepatico (Hep-G2) que foram tratadas
com 0 % FBS (Jin et al. 2020). Esse estudo teve como objetivo investigar a agdo
anticancerigena do acido rosmarinico nas concentragdes de 7 uM, 14 uM e 28 uM e
demonstrou resultados positivos sobre a migragao celular, uma vez que este composto
suprimiu a capacidade de migracao celular de forma dependente da concentracao (Jin et
al. 2020). Para além disso, o ensaio transwell demonstrou também uma diminui¢cdo da
invasao celular de forma concentracao dependente (Jin et al. 2020). De salientar que o
acido rosmarinico aumentou a expressao das caspases 3 e 9, essenciais no processo
apoptotico (Jin et al. 2020).

A malvidina € o precursor do acido siringico e apresentou efeitos anti-migratorios em
células de hepatocarcinoma (HepG2) com o objetivo de avaliar a proliferagdo, migragao
e invasdo das células através da regulacdo da expressdo de diversas proteinas (Yuehua

Wang et al. 2019). Foram testadas as concentragdes de 50, 100 e 200 pg/mL e a migracao
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foi avaliada ao longo de 72 horas. O ensaio WHA demonstrou que a malvidina reduziu a
migracao e invasao de cé¢lulas HepG2 via redugdo de MMP-2 e MMP-9 (Yuehua Wang
et al. 2019).

A rutina, precursora dos metabolitos dacido 3-hidroxifenilacético e 4cido
homovanilico, demonstrou efeitos anti migratérios em células de carcinoma epitelial de
pulmao humano (A549). O objetivo do estudo era explorar a atividade anticancerigena da
rutina a 20 uM incorporada em nanoparticulas cristalinas liquidas com 0,4 % de FBS
(Paudel et al. 2021, Karki, Kim, and Kim 2013). Este composto foi capaz de inibir a
migracao celular através da inibi¢ao da expressao de MMP9 (Paudel et al. 2021). Num
estudo anterior, a atividade anti-migratoria foi alcangada pela rutina na concentragao de
200 uM (ben Sghaier et al. 2016) Neste estudo, essa atividade foi alcangada com uma
concentragdo de 20 uM ao fim de 24 horas (Paudel et al. 2021).

Existem outros compostos polifenolicos que demonstraram efeito anti-migratério tal
como o hiperosideo, taxofolina, curcumina, ambos flavondides e 4acido elagico,
punicalagina que sdo compostos taninos e por fim resveratrol, um composto estibeno, em
diferentes modelos celulares (Algarni et al. 2022; Cheng et al. 2017; Jiang et al. 2022;
Pan et al. 2020; Qiu et al. 2019; Song et al. 2019; J. Xie, Pang, and Wu 2021). Os

resultados sdo apresentados de forma resumida na Tabela 10.

Tabela 10- Estudos que demonstram o potencial anti-migratério de diversos compostos polifenolicos.
Adaptado de: (Algarni et al. 2022, Cheng et al. 2017, Jiang et al. 2022, Pan et al. 2020; Qiu et al.
2019, Song et al. 2019, J. Xie, Pang, and Wu 2021).

Composto Celulas Resultados Referéncias

Objetivo (Concentragio) Bibliogréficas

Explorar o potencial terapéutico do | Hiperosideo 25, | MCF-7,

hiperosideo no cancro da mama. 50 ¢ 100 uM 4T1 Inibig¢do da migragdo de forma concentragdo dependente por 24 horas. |Qiu et al. 2019

Explorar os efeitos da taxofolina no | Taxofolina 1, 3,

cancro gstrico. 10, 30 & 100 uM AGS, NCI-| Diminuiu significativamente as atividades migratorias e invasivas das | Xie, Pang, and

N87 células AGS e NCI-N87 por 48 horas. Wu 2021
Investigar a eficicia anticancerigena Curcumt;nrlx,
de uma mistura polifendlica em . r:lsver!a 0> MCF-7 A mistura polifenélica inibiu a migragdo em células MCF-7 em 48 Algarni et al.
células de adenocarcinoma de mama | P182 0¢atcquIna ¢ . horas. 2022
humano quercetina
i 30 pg/ml

Inibiu significativamente o crescimento celular, atividade de reparagio
celular e a migragdo e invasdo celular de maneira concentragio Cheng et al.
dependente. Para além disso, reverteu a transigdo epitelial para 2017

mesenquimatosa ao aumentar a regulagdo da E-caderina por 24 horas.

Efeito do 4cido elagico em células | Acido elagico
PANC-1 de carcinoma pancredtico | 0,25; 5; 7,5 ¢ 10 | PANC-1
humano in vivo e in vitro. pg/ml

Concentragdes altas de punicalagina (50 pM e acima) suprimiu a
MCEF-7 | viabilidade de células cancro mama, migragdo e invasdo celular por 24 [Pan et al. 2020
horas.

Investigar os efeitos da punicalagina
no processo celular no cancro mama
€ 0 seu mecanismo molecular.

Punicalagina 50
M

TGF-B1 para induzir EMT em
células GBM.

Resveratrol inibiu a EMT e a migragao associada e EMT e a invasdo em| Song et al.

Resveratrol 40 yM|  GBM células GBM durante 48 horas. 2019
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Como a doenga metastatica ¢ o principal fator que leva a mortalidade por cancro,
entender os mecanismos de migragdo celular e analisar o potencial de cada composto na
migracao celular ¢ extremamente importante (Seyfried and Huysentruyt 2013, Merck
KGaA 2023).

Embora a técnica de WHA seja bastante promissora, existe pouca informacao sobre
a acdo destes metabolitos e dos seus precursores na migracao de células 786-O e noutras
linhas celulares tumorais através da técnica WHA.

Apesar de os resultados de alguns compostos nao terem sido muito promissores nesta
linha celular, ndo significa que nao tenham a¢do anticancerigena noutros tipos de células
tumorais. Para além disso, neste trabalho apenas foi avaliada a migragdo coletiva das
células, podendo um composto ter atividade anti migratéria e afetar apenas a migragao
individual celular, o que podera ser explorado futuramente. Como o objetivo do presente
ensaio experimental foi verificar a migragao celular, a percentagem de FBS foi a menor
possivel (2% FBS) de modo a garantir a viabilidade celular por um lado, e por outro lado
assegurar que seria medida apenas a migragao celular e ndo a proliferacao celular. Este ¢
um ponto muito importante que deve ser sempre tido em conta ao realizar este ensaio, o
qual podera variar consoante a linha celular utilizada. As concentracdes dos varios
compostos estudados foram fisiologicas, contudo, com base na literatura consultada a
acdo anti migratéria € dependente da concentragdo, ou seja, quanto maior a concentragao
maior sera o efeito anti migratorio. Deste modo, poderemos estar também na presenca de
alguns compostos que poderdo ter um efeito na migracdo celular em concentragdo
suprafisioldgicas ou farmacologicas, mas que ndao foram aqui estudadas, por nao se
encontrarem no ambito deste projeto. Este, deverd ser mais um ponto a ter em conta na
continuagdo deste trabalho experimental ou noutra perspetiva sobre o potencial efeito

antitumoral dos compostos polifendlicos.
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Capitulo IV: Conclusao
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O cancro representa um problema de satde publica sendo uma das principais causas
de morte em todo o mundo. Diversos fatores podem ter influéncia no aparecimento e
desenvolvimento desta patologia tais como fatores ambientais, genéticos € ocupacionais.

O carcinoma renal ¢ um tipo de cancro renal responsavel por diversas mortas em todo
o ano. Pode ser classificado em cromo6fobo, papilar e de células claras sendo este ultimo
associado a mutagdo nos genes VHL e PBRM1.

A maior parte dos doentes com CCR sdo assintomaticos, o que dificulta ndo s6 o
diagnostico como também o progndstico. Deste modo, consultas de rastreio sao
necessarias para uma dete¢do precoce.

No passado, o tratamento era realizado com cirurgia se localizado, ou com
imunoterapia. Contudo, devido aos efeitos adversos e a baixa taxa de resposta tanto a IL-
2 como interferdo- o ja nao sdo utilizados como primeira linha de tratamento, atualmente,
sdo utilizadas terapé€uticas dirigidas combinadas.

De forma a complementar ou otimizar as terapéuticas existentes, t€m sido realizados
varios estudos com compostos de origem natural, presentes em alimentos, com o objetivo
de explorar o seu potencial.

Muitos fitoquimicos presentes numa alimentacdo rica em frutos e horticolas tém sido
sugeridos como agentes bloqueadores da carcinogénese ou como agentes supressores
atuando no decorrer das fases de iniciacdo, promog¢do e progressao. Os compostos
fenolicos sao divididos em duas grupos principais nomeadamente acidos fenolicos e
polifendis. A grande maioria dos estudos sdo realizados in vitro, ndo considerando a
biodisponibilidade destes compostos, o que constitui uma limitacdo, uma vez que a
maioria desses compostos bioativos presentes nos alimentos sofrem uma rapida
metaboliza¢do, sendo biotransformados noutros compostos.

O ensaio de cicatrizagao de ferida ou Wound-Healing Assay foi o método selecionado
para estudar a migracao celular in vitro. Este método baseia-se na observacao da migragao
celular coletiva, através de uma “ferida” criada numa monocamada de células em cultura.

Os compostos mais promissores foram o acido homovanilico, o 4cido vanilico
seguido do acido protocatecuico. Contudo, as concentracdes utilizadas nestes ensaios
foram concentragdes fisiologicas e de acordo com a literatura concentragdes mais
elevadas poderao ter uma maior possibilidade de inibigdo da migracao celular.

Futuramente, seria interessante avaliar o impacto das combinagdes destes compostos
sobre a migragao celular, uma vez que muitos destes compostos encontram-se presentes

na dieta em misturas complexas, procurando-se um possivel sinergismo. Por outro lado,
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também seria interessante aumentar a concentracao destes compostos para concentragoes

farmacologicas.
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