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Resumo

O cancro representa uma das maiores preocupacgdes de salude publica a nivel mundial, devido
as suas elevadas taxas de incidéncia e mortalidade. A variabilidade apresentada pelos
mecanismos bioldgicos expressos no cancro dificulta, em larga escala, a sua total compreensao.
Nesse sentido, relinem-se esfor¢os com vista a melhoria da prevengdo e do seu tratamento.
Tendo em conta que as opgdes terapéuticas existentes ndo demonstram a efetividade que a
patologia exige, torna-se proveitosa a investigacdo de novos compostos bioativos que tragam
vantagens e possam ser implementados no seu tratamento. Alguns &cidos hidroxicindmicos,
como € o caso do acido cafeico, demonstram ac¢do promissora neste ambito, pelo que tém sido

estudadas as suas possiveis aplicacoes.

Recorrendo a revisao da literatura, o presente trabalho objetivou o estudo da atividade citotoxica
de 4cido cafeico. Utilizando-se a base de dados Phenol-Explorer estudou-se a
biodisponibilidade do &cido cafeico, pesquisando-se por fontes alimentares, precursores e
metabolitos. Adicionalmente, foi avaliada «in vitro» a atividade citotoxica do &cido cafeico
isoladamente, bem como a sua combinacdo com a cisplatina. Utilizaram-se células de
adenocarcinoma renal humano (786-O) com um tempo de exposi¢do aos reagentes de 48 h,
recorrendo-se ao ensaio do cristal violeta (CV).

Nas concentracdes estudadas de &cido cafeico (10 e 25 puM), ndo foi demonstrada uma
diminuicdo da viabilidade celular. A combinacdo do acido cafeico com a cisplatina reduziu os
valores de viabilidade celular quando comparado com o controlo, mas néo revelou diferenca

comparativamente a atividade da cisplatina isoladamente.

Apesar dos resultados aqui obtidos, torna-se pertinente a realizagcdo de mais estudos, com
diferentes condicGes experimentais e em outras linhas celulares de cancro, de forma a clarificar
se 0 acido cafeico e os seus metabolitos, precursores e outros acidos hidroxicinamicos poderdo

impactar na progressao do cancro renal.

Palavras-chave: Cancro renal; Acido Cafeico; Acidos Hidroxicinamicos; Citotoxicidade



Abstract

Cancer represents one of the greatest public health concerns worldwide, due to its high
incidence and mortality rates. The variability presented by the biological mechanisms expressed
in cancer makes it difficult, on a large scale, to fully understand it. In this sense, efforts are
being made to improve its prevention and treatment. Bearing in mind that the existing
therapeutic options do not demonstrate the effectiveness that the pathology requires, the
investigation of new bioactive compounds that bring advantages and can be implemented in its
treatment becomes fruitful. Some hydroxycinnamic acids, such as caffeic acid, show promising

action in this area, so their possible applications have been studied.

Using a literature review, the present work aimed to study the cytotoxic activity of caffeic acid.
Using the Phenol-Explorer database, the bioavailability of caffeic acid was studied, searching
for food sources, precursors and metabolites. Additionally, the «in vitro» cytotoxic activity of
caffeic acid alone, as well as its combination with cisplatin, was evaluated. Human renal
adenocarcinoma cells (786-0) with an exposure time to the reagents of 48 h were used, using

the crystal violet (CV) assay.

At the studied concentrations of caffeic acid (10 and 25 uM), no decrease in cell viability was
demonstrated. The combination of caffeic acid with cisplatin reduced cell viability values when

compared to the control, but showed no difference compared to the activity of cisplatin alone.

Despite the results obtained here, it is pertinent to carry out further studies, with different
experimental conditions and in other cancer cell lines, to clarify whether caffeic acid and its
metabolites, precursors and other hydroxycinnamic acids may impact on the progression of

kidney cancer.

Keywords: Kidney cancer; Caffeic Acid; Hydroxycinnamic Acids; Cytotoxicity



Abreviaturas e Siglas

786-0O — Linha celular de adenocarcinoma renal humano
AHC — Acido Hidroxicinamico

AKT — Proteina Cinase B

ATCC — American Type Culture Collection

CaSki — Linha celular de Virus do Papiloma Humano-16 positivo
ccRCC — Clear Cell Renal Cell Carcinoma

CDKNZ2A — Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A

ChRCC — Chromofobe Renal Cell Carcinoma

CIP2A — Cancerous Inhibitor of Protein Phosphatase 2A
CV — Cristal Violeta

DALY — Anos de vida perdidos por incapacidade (Disability Adjusted Life Years)
DCV - Doencas Cardiovasculares

DGS - Direcdo Geral de Saude

DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO — Dimetilsulfoxido

DNA — Acido Desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic Acid)
FBS — Soro Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum)

HeLa — Linha celular de carcinoma do colo do utero

HPV — Virus do Papiloma Humano (Human Papillomavirus)
IL-2 — Interleucina-2

IMC — indice de Massa Corporal

MCF-7 — Linha celular de adenocarcinoma da mama

MDA-MB-231 — Linha celular humana de adenocarcinoma da mama



MET — Proto-oncogene, receptor tyrosine kinase

MiRNA — MicroRNA

MTOR — Alvo de rapamicina nos mamiferos

MTT — Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazdlio

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PBS — Tampéo Fosfato-salino (Phosphate-Buffered Saline)

PI3K — Fosfoinositideo 3-cinase

ROS — Espécies Reativas de Oxigénio (Reactive Oxygen Species)

SETD2 — Histona Lisina Metiltransferase para lisina-36 e histona H3

SNS — Sistema Nacional de Saude

SWI/SNF — Switch/Sucrose Non-Fermentable

TERT - Transcriptase Reversa de Telomerase (Telomerase Reverse Transcriptase)
VEGF — Fator de Crescimento Endotelial Vascular (Vascular Endothelial Growth Factor)
VHL - Von Hippel-Lindau

XTT-NR-SRB — Tetrazolium hydroxide-Neutral Red-Sulforhodamine B
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Introducéo

Ha décadas sem expetativa de abandonar a agenda internacional, o cancro é uma das
principais preocupacdes ao nivel da salde, por ocupar um lugar de destaque nas listas de
doencas incidentes na populagdo mundial (Fidler, Bray, & Soerjomataram, 2018). Também
comummente designado por neoplasma ou tumor maligno (WHO, 2021), esta patologia retne
cada vez mais esforcos no sentido de se controlar a evolucdo (Whiteman & Wilson, 2016) das

taxas de morbilidade e mortalidade associadas (Fidler et al., 2018).

Segundo a Direcdo Geral de Saude (DGS), no ano de 2015, foram diagnosticados
cinguenta mil novos casos de cancro em Portugal (DGS, 2016). O cancro ocupa também um
lugar cimeiro nas causas de mortalidade do pais, sendo apenas ultrapassado pelas doencas
cardiovasculares (DCV) (Saude, 2017). A incidéncia do cancro ndo apresenta sinais de
abrandar, prevendo-se que atinja novos valores recorde nas proximas décadas (Zugazagoitia et
al., 2016), podendo chegar aos 22 milhdes de novos casos e 13 milhdes de mortes em 2030
(Fidler et al., 2018). Portugal devera seguir esta tendéncia ascendente, estimando-se 65 mil
casos em 2035 (DGS, 2016).

A distribuicdo geografica desta doenca é abrangente, estando presente em todo o globo.
As taxas de incidéncia tém vindo a apresentar algumas variagdes, de acordo com o nivel de
desenvolvimento socioeconémico do pais, mas em todos eles € das principais causas de morte
(Torre, Siegel, Ward, & Jemal, 2016). Tendo em conta o panorama internacional que se regista
e a tendéncia de incremento constante da incidéncia dos novos casos de cancro, aumentam em
igual medida os esforgos para encontrar novos trajetos para a cura ou, pelo menos, no sentido
de proporcionar melhor qualidade e esperanca de vida aqueles que padecem da patologia

(Zugazagoitia et al., 2016).

Tendo em conta a existéncia de diversos tipos de cancro, também os fatores de risco sdo
diferenciados. Sejam intrinsecos ou extrinsecos ao nosso organismo (Wu, Zhu, Thompson, &
Hannun, 2018), todos eles tém a capacidade de alterar o correto funcionamento das nossas
células, podendo levar a formag&o de tumores (Lewandowska, Rudzki, Rudzki, Lewandowski,
& Laskowska, 2019). Torna-se urgente atuar no sentido de prevenir a exposicao a estes agentes
(Whiteman & Wilson, 2016) e na alteragcdo de habitos que promovam o desenvolvimento da

patologia (Miranda-Filho, Bray, Charvat, Rajaraman, & Soerjomataram, 2020).



A fisiopatologia do cancro é bastante heterogénea entre os seus variados subtipos,
apresentando mecanismos e processos bioldgicos complexos que alteram as funcdes celulares
de forma a se despoletar a formacéo de uma neoplasia (Bajaj, Diaz, & Reya, 2020). Apesar da
heterogeneidade apresentada, as células cancerigenas adquirem funcgdes base que as permitem
manter a integridade celular necessaria ao seu crescimento (Hanahan & Weinberg, 2011) e
eventual progressdo e metastizacdo (Candido & Hagemann, 2013), como a resisténcia a

mecanismos de morte celular e inibidores de crescimento (Peng & Croce, 2016).

O subtipo a ser estudado experimentalmente ao longo deste trabalho serd o cancro renal.
Dentro deste existem variacdes biologicas de destaque, sendo dividido dessa forma em
diferentes classificacdes, principalmente: carcinoma de células renais claras (ccRCC),
carcinoma renal papilar (PRCC) e carcinoma renal cromé6fobo (ChRCC) (Inamura, 2017). A
variabilidade de processos biologicos entre os subtipos de cancro renal exige linhas de
tratamento cada vez mais delineadas, evoluindo-se assim no sentido da terapéutica dirigida,
com a investigacdo de alvos terapéuticos especificos (Atkins & Tannir, 2018), com recurso a
imunoterapia (Soares et al., 2020). Com a identificacdo das moléculas-alvo, torna-se possivel e
necessaria a investigacdo de novos compostos bioativos que apresentem, ndo s atividade

tumoral promissora, como beneficios em relacdo aos farmacos em uso.

Os compostos fendlicos, nomeadamente os acidos hidroxicindmicos (AHC), tém
ocupado um lugar promissor no combate a patologias cronicas, por apresentarem atividade
antioxidante, antiproliferativa (Sova & Saso, 2020), anti-inflamatdria e anticancerigena (Ding,
Xu, Fang, & Jiang, 2020). No que diz respeito a sua utilizagdo no cancro, alguns dos principais
AHC, como é o caso do acido cafeico, j& demonstraram atividade antitumoral no figado, mama,

adenocarcinoma, célon, entre outros (Sova & Saso, 2020).

Os AHC séo encontrados naturalmente numa panoplia de elementos utilizados na nossa
alimentacdo sendo o custo de obtencdo relativamente reduzido, para além de apresentarem
atividade bioldgica e baixa toxicidade (Bian, Wei, Zhao, & Li, 2020). O &cido cafeico, como
AHC, apresenta caracteristicas vantajosas para a sua aplicagdo, embora surja como ponto
importante, a sua baixa biodisponibilidade nos fluidos bioldgicos. Esta foi evidenciada apos
pesquisa na base de dados Phenol-Explorer, relativamente as quantidades de &cido cafeico e
dos seus metabolitos, presentes na urina e no plasma apds ingestdo a partir de diferentes fontes

alimentares.



O trabalho desenvolvido teve como objetivo avaliar a atividade citotoxica do &cido
cafeico no carcinoma renal, recorrendo-se a células de adenocarcinoma renal humano, mais
especificamente a linha celular 786-O, de forma a estudar o impacto deste composto neste tipo
de cancro. Foi também avaliada a atividade do &cido cafeico em associagdo com a cisplatina,
farmaco antitumoral amplamente utilizado. Esta avaliacdo foi realizada através do ensaio do
Cristal Violeta (CV).



1 — Cancro

1.1 — Epidemiologia

O cancro apresenta uma elevada prevaléncia de casos a nivel mundial, sendo igualmente
expressiva a sua taxa de mortalidade. De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS),
s0 no ano de 2020, pereceram a esta doenca cerca de dez milhdes de pessoas (WHO, 2021). Na
Tabela 1, dizendo respeito ao ano de 2020, apresentam-se 0s tipos de cancro com maior
expressdo nos numeros de casos diagnosticados, bem como aqueles com maior ndmero de
oObitos registados.

Tabela 1 - Numero de Ocorréncias por Tipo de Cancro (em milhdes). A: Tipos de cancro com maior

nimero de casos diagnosticados, em 2020; B: Tipos de cancro com maior nimero de oObitos
relacionados, em 2020. Adaptado de (WHO, 2021)

Numero de Ocorréncias por Tipo de Cancro (em milhdes)
A B
Mama (2,26) Pulméo (1,80)
Pulmao (2,21) Colon e Reto (0,935)
Colon e Reto (1,93) Figado (0,830)
Prostata (1,41) Estdmago (0,769)
Pele (1,20) Mama (0,685)

O crescimento dos numeros relacionados com o cancro pode ser justificado pelo
aumento da populacdo mundial, pelo envelhecimento da mesma devido a avangos na esperanca
média de vida (Fidler et al., 2018), reduzindo-se a eficicia da capacidade intrinseca de
reparacao celular (WHO, 2021), bem como por uma maior exposicao a fatores de risco (Wild

et al., 2019), muito relacionados com os estilos de vida adotados (Torre et al., 2016).

O sucesso que um pais apresenta na gestdo da doenca esta estreitamente relacionado
com 0 seu contexto socioecondmico e as politicas de saude implementadas. Paises
desfavorecidos neste prisma apresentam mais fatores de risco e, consequentemente, maior taxa

de incidéncia e de mortalidade (Fidler et al., 2018).

Inicialmente, os paises com um indice de desenvolvimento superior apresentavam taxas
de incidéncia da doenga numa maior escala de grandeza do que aqueles mais abaixo nesse indice
(Torre et al., 2016). No entanto, tem-se registado, fruto de alteragdes demograficas e sociais

promovidas pela globalizagéo (Vineis & Wild, 2014), um conjunto de paises em que a carga da
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doenca se tem acumulado, catapultando-os para a lista de paises mais afetados pela mesma e
movendo, assim, as percentagens de casos registados no sentido das populacdes de menor

indice de desenvolvimento (Torre et al., 2015).

A prevaléncia do cancro deve ser necessariamente diminuida (Trendowski, 2014), mas
0 conhecimento que temos atualmente sobre a patologia ndo é suficiente para que a mudanca
seja tdo drastica como a mesma exige (Toftgard, 2021). O esclarecimento dos processos da
origem celular dos tumores e dos mecanismos de metastizacdo (Toftgard, 2021), bem como o
estudo da sua restante etiologia e epidemiologia (Trendowski, 2014), sdo 0s passos primordiais

no combate ao desenvolvimento da doenca (Bajaj et al., 2020).

No combate ao cancro como ameaca de salde publica, a prevencdo surge destacada,
sendo uma das etapas fulcrais no controlo da doenca (Whiteman & Wilson, 2016). Acredita-se
gue um terco a metade dos casos de cancro registados seriam passiveis de ser prevenidos
(Vineis & Wild, 2014). Com politicas eficazes, os valores de incidéncia e de mortalidade seriam
menores, tal como os gastos em salde, uma vez que, apesar de envolver um grande esforgo
financeiro, continuaria a ser um investimento substancialmente menor ao realizado para
sustentar tratamentos e terapéutica comparticipados (Vineis & Wild, 2014). Se néo existirem
medidas que priorizem a prevencdo, o tratamento de cancro ndo € custo-efetivo a nivel

econdémico para um pais (Wild et al., 2019).

Nesta prevencdo surgem diferentes formas de atuacdo. Na fase primaria, relinem-se
esforcos para atuar na reducdo da exposicdo, por parte da populacdo, aos fatores de risco
(Whiteman & Wilson, 2016), estudando-se as metodologias que resultem numa maior adesao
(Di Sebastiano, Murthy, Campbell, Desroches, & Murphy, 2019). As redes sociais surgem
como uma possivel plataforma a utilizar para, mais facilmente, se fazer passar a mensagem
pretendida. No entanto, as publicacdes online com teor cientifico em que se promova a
prevencdo em saude, ndo tém resultado no feedback esperado e necessario (Plackett et al.,
2020).

A intervencdo junto da populacio, envolvendo a sensibilizacdo acerca da doenca,
comecando nas escolas (Trendowski, 2014), devem estar associadas acdes de rastreio e
promoc¢do do mesmo (Allemani et al., 2015). Assim, alia-se a prevencdo priméria a secundaria,
na qual ha a possibilidade de detetar eventuais neoplasias (Wild et al., 2019) num estado
precoce de desenvolvimento, que tornara um eventual tratamento menos complexo (Loud &

Murphy, 2017), para além de reduzir os DALY (Anos de vida perdidos por incapacidade)
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associados a patologia (Wild et al., 2019). A prevencao terciaria, que representa a Ultima fase,
envolve uma intervencao junto de sobreviventes da patologia, monitorizando-se a evolucéo dos
parametros que demonstrem uma possivel recorréncia ou ressurgimento da doenca (Wild et al.,
2019).

No sentido de melhorar os nimeros da doenga a nivel mundial, realca-se a necessidade
de se encontrar, comparando taxas de sobrevivéncia registadas em varios paises, as politicas
mais corretas a implementar, ndo s6 no tratamento, mas também na prevencdo da doenca
(Miranda-Filho et al., 2020), com o intuito de reduzir a incidéncia, analisando-se os planos de

acao daqueles com resultados mais positivos (Allemani et al., 2015).

Foi neste sentido que, num estudo, se utilizaram registos populacionais de taxas de
sobrevivéncia a 5 anos, para diferentes tipos de cancro, em 67 paises. Esses registos incluiam
25,7 milhdes de adultos e 75 mil criancas com diagnostico de cancro entre 1999 e 2009
(Allemani et al., 2015). Podendo determinar-se e utilizar-se este tipo de dados, através de uma
analise mais intensiva e extensiva dos mesmos, sera possivel avaliar que fatores estdo por detras
do sucesso ou insucesso de um pais ou regido (Miranda-Filho et al., 2020), sendo porventura
aplicaveis a outras partes do globo, de forma a colmatar falhas nas suas politicas e sistemas de
salude (Allemani et al., 2015). Em paises subdesenvolvidos, as condi¢des demograficas e
socioeconémicas exercem uma influéncia avassaladora nos resultados obtidos, sendo este tipo
de estudos uma via Util de determinacdo dos pontos em que outros paises podem auxiliar na

implementacao das politicas corretas (Miranda-Filho et al., 2020).

Ne generalidade do globo, ha um longo caminho a percorrer no que diz respeito a
estratégias preventivas eficazes (Krstic, Mijac, Popovic, Pavlovic Markovic, & Milosavljevic,
2019). A evolucao tem sido positiva em alguns paises, com reducdo da mortalidade em certos
tipos de cancro, atribuida a implementacéo de politicas e procedimentos de qualidade superior,
mas nao é suficiente para colmatar o problema de saude publica existente (Loud & Murphy,
2017). A monitorizacdo desta evolugdo deve ser assegurada em todos os paises, de forma avaliar
0 possivel sucesso das politicas impostas e comparar com outros paises (Mema, Yang, Vaska,
Elnitsky, & Jiang, 2016). Claramente, podemos tambéem constatar que a pandemia da COVID-
19 veio dificultar ainda mais a implementacao de planos de salde, atrasando muitas acdes de
rastreio com o0 encerramento provisorio de servigos (Feletto, Grogan, Nickson, & Canfell,
2020). Esta nas maos dos decisores politicos e da populagéo, a elevacao da prevencdo em saude

ao patamar necessario.



1.2 — Fatores de Risco

O aparecimento de tumores malignos deve-se, em grande escala, a exposi¢édo a fatores
de risco, os quais tém a capacidade de interagir direta ou indiretamente com 0 genoma ou ainda
conduzir a alteragdes epigendmicas e mediar a formacéao destas anomalias (Herceg et al., 2018)
por desregulacdo do normal funcionamento celular (Lewandowska et al., 2019). O género e
idade de um individuo séo fatores de risco que se tornam, na maioria dos casos, dominantes
(Thomas, Miller, & Ward, 2022). E fatores intrinsecos ao organismo humano, como a existéncia
de mutacBes génicas que aumentem a predisposicdo a formacdo de neoplasias, sao
caracteristicas a ter em conta (Wu et al., 2018). No entanto, o impacto de fatores potencialmente
modificaveis na incidéncia de cancro é elevado, estando na génese de uma grande percentagem
dos casos (Islami et al., 2018), envolvendo, entre outros, o fumo do tabaco, a poluicdo
ambiental, o sedentarismo, representado especialmente pela falta de atividade fisica e a auséncia
de uma dieta equilibrada (WHO, 2021).

Estima-se que o fumo do tabaco dé origem a mais de metade dos casos de cancro do
pulméo registados (Whiteman & Wilson, 2016), tendo sido o tipo de cancro mais fatal em 2020
(WHO, 2021), com uma expressao acentuada também em Portugal (Forjaz et al., 2020). Um
estudo de 2012 atribuiu cerca de 3,6% de todos os cancros diagnosticados nesse ano, a
existéncia de um IMC elevado, tomando maior expressdao no género feminino (5,4%) em
relacdo ao masculino (1,9%) (Arnold et al., 2015). Relacionado com as opc6es alimentares,
também se podem fazer assuncGes entre o0s alimentos ingeridos em maiores quantidades e a
formac&o de tumores malignos. E o caso de carnes vermelhas ou processadas que aumentam a
probabilidade de desenvolver estas anomalias no célon, reto e estdbmago (Lippi, Mattiuzzi, &
Cervellin, 2016), outros dos tipos de cancro com maior mortalidade (WHO, 2021), sendo que,
as carnes brancas, ndo se associa um incremento destes riscos (Lippi et al., 2016). Também a
radiacdo ultravioleta representa um fator de risco a considerar, em casos de exposi¢ao cronica

e prolongada, podendo-se desenvolver carcinoma na pele (Lewandowska et al., 2019).

A relativa reducdo das taxas de mortalidade que se tem registado em paises mais
desenvolvidos centra-se na diminuicdo da exposicdo a fatores de risco, bem como em
tratamentos cada vez mais eficazes e diagndsticos precoces (Torre et al., 2016). Por outro lado,
0 aumento denotado nos paises em crescimento socioecondmico € associado a adogéo de estilos
de vida que o potenciam, como habitos tabagicos, sedentarismo e pobre alimentacdo, que induz

um aumento do IMC médio da populacdo (Torre et al., 2016). A estes fatores juntam-se aqueles
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ja existentes no pais, principalmente de origem infecciosa (Vineis & Wild, 2014) como 0s virus
da hepatite B e C, Helicobacter pylori e HPV (WHO, 2021), que continuam a representar uma
ameaca, apesar dos esforgos para a sua mitigacao (Islami et al., 2018).

1.3 — Fisiopatologia

O desenvolvimento de um tumor inicia-se com um processo complexo de modificagdes
genéticas que permitem divisdes celulares ininterruptas, escapando a mecanismos celulares de
regulacao do crescimento, como indutores de apoptose e inibidores de crescimento (Bajaj et al.,
2020), ndo sendo um processo que, numa fase inicial, seja facilmente detetado através de uma
alteracdo morfoldgica visivel (Curtius, Wright, & Graham, 2018). Uma célula normal pode
multiplicar-se, transformando-se num grupo de células, vindo a desenvolver uma neoplasia
(Curtius et al., 2018). Dentro desse grupo de células, decorrem diversas interacdes que guiam
0 tumor através das suas fases de crescimento, envolvendo a progressdao, metastizacdo e

angiogénese (Candido & Hagemann, 2013).

(Hanahan & Weinberg, 2011) descreveram as principais caracteristicas das células
cancerigenas nos diversos tipos de cancro (Figura 1), podendo 0s processos bioldgicos e
mecanismos funcionais da tumorigénese e etapas seguintes ser distintos entre eles. Consideram
como caracteristica fundamental a capacidade das células cancerigenas perpetuarem a sua
proliferacdo, mantendo a integridade celular a nivel estrutural e funcional, podendo assim
desenvolver as restantes fungdes (Hanahan & Weinberg, 2011). Esta manutencdo é possivel
através de moléculas como microRNA (miRNA) que ultrapassam mecanismos de morte
celular, inibidores de crescimento (Peng & Croce, 2016) e estimulam a inducéo da angiogénese
(Zheng & Hou, 2021), sendo outras das caracteristicas essenciais identificadas por (Hanahan &
Weinberg, 2011). Outras das mencionadas sd@o a perpetuacdo da replicacdo (Hanahan &
Weinberg, 2011), na qual é imperativa a ativacdo de porcbes cromossémicas como a
transcriptase reversa da telomerase (TERT), que permite o alongamento dos telémeros e a
replicacéo por tempo indefinido (Dratwa, Wysoczanska, Lacina, Kubik, & Bogunia-Kubik,
2020), bem como a ativagéo da metastizacdo (Hanahan & Weinberg, 2011). A revisdo elaborada
por (Hanahan & Weinberg, 2011) é a base de grande parte da investigacéo realizada no sentido
de compreender a fisiopatologia do cancro, dada a organizacdo dos mecanismos e a

identificacdo de potenciais alvos terapéuticos. Com a evolucdo das técnicas utilizadas na



investigacdo, torna-se natural o incremento da especificidade da literatura associada aos

mecanismos da patologia (Senga & Grose, 2021).

EGFR Cyclin-dependent
inhibitors kinase inhibitors
Sustaining Evading
Aerobic glycolysis proliferative growth Immune activating
inhibitors signaling suppressors anti-CTLA4 mAb

Avoiding
immune
destruction

Proapoptotic ReSisl'li”Q E”I‘f‘b“’,‘g Telomerase
BH3 mimetics oo foplicative Inhibitors
death immortality
Genome Tumor-
instability & _ promoting
mutation inflammation
PARP Inducing Activating \ Selective anti-
inhibitors angiogenesis invasion & inflammatory drugs
metastasis
Inhibitors of Inhibitors of
VEGF signaling HGF/c-Met

Figura 1 - Caracteristicas essenciais das células cancerigenas e respetivos potenciais alvos terapéuticos.
Reproduzido de (Hanahan & Weinberg, 2011).

No sentido de controlar a doenca e entender os processos mais criticos da mesma, a
metastizacdo é uma das fases mais importantes a ser estudada, tendo em conta 0 peso que
representa na sua mortalidade e morbilidade (Seyfried & Huysentruyt, 2013). Esta fase envolve
o alastramento de células cancerigenas do 6rgdo de origem para outros adjacentes ou mais
distantes (Nguyen, Bos, & Massagué, 2009), identificando-se uma cascata de metastase, na qual
células do tumor principal entram na circulagdo sanguinea e linfatica, escapando ao sistema
imunitario, invadindo e desenvolvendo um tumor secundario noutro 6rgdo (Hanahan &
Weinberg, 2011). A metastizacdo varia consoante o 6rgado em que o tumor principal se localiza,
nédo se conhecendo nenhuma origem concreta deste processo (Seyfried & Huysentruyt, 2013).
Apesar de ndo se conseguir ainda estabelecer uma relacdo direta entre esta localizagdo e o 6rgéo
que vira a ser afetado, existem alguns tipos de cancro onde é possivel estimar o destino da

metastizacdo (Nguyen et al., 2009), como representado na Tabela 2.



Tabela 2 - Local de metastizacdo mais recorrente para alguns tipos de cancro. Adaptado de (Nguyen
etal., 2009).

Orgao do Tumor Principal Local de Metastizacéo
Mama Ossos, Pulmdes, Figado e Cérebro
Pancreético Figado e Pulmdes
Prostata Ossos
Colorretal Figado e Pulm&es

As caracteristicas de um tumor sdo amplamente heterogénicas, moduladas por
mecanismos celulares e moleculares (Visvader, 2011). Comecando nas alteracdes verificadas
nas células cancerigenas (Fortunato et al., 2017) até as diferentes expressdes da doenca
consoante o 6rgao em que se implementa inicialmente (Nguyen et al., 2009), toda a patologia
possui variagdes imprevisiveis que dificultam a atuacao das medidas de satde (Visvader, 2011).
Esta heterogeneidade é o principal inimigo da terapéutica, pois conduz a resisténcia & mesma
(Bajaj et al., 2020).

Expectavelmente, tal como a propria patologia, a dispensa de medicamentos
oncolégicos apresenta uma evolucao ascendente, aumentando também os encargos para 0 SNS
(DGS, 2016). Dados de 2006 refletindo sobre a satide em Portugal (Tabela 3), comparam o
cancro com as DCV em diversos parametros (Araujo, 2009), conhecendo-se os lugares cimeiros
de ambas as patologias na incidéncia e mortalidade nacional.

Tabela 3 - Comparacao de gastos totais em saude, gastos totais em medicamentos e DALY de cancro
e DCV, no ano de 2006 em Portugal (Araujo, 2009).

Gastos Totais em Saude | Gastos Totais em Medicamentos DALYSs
Cancro 3,91% 5,6% 15,3%
DCV 9,14% 21,6% 18,6%

Vista a rdpida progressdo dos numeros de incidéncia da doenga, morbilidade e
mortalidade, os gastos totais efetuados ndo acompanham as reais necessidades que 0s mesmos
impdem. Tornam subfinanciados os esfor¢os e planos a implementar, quando comparados com
as DCV, uma vez que o0 cancro se aproxima cada vez mais destas no topo das doencas que

infligem a comunidade (Araujo, 2009).

Interpretando dados comparativos de 2014 e 2015, registou-se um incremento de 9,8%

na despesa com medicamentos oncoldgicos. No entanto, em termos de quantidades de
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medicamentos, esse aumento foi de apenas 4,5%, justificado pela aquisicdo de medicamentos

cada vez mais inovadores e, por conseguinte, dispendiosos (DGS, 2016).

Um dos caminhos estudados para evoluir no tratamento do cancro envolve a utilizacéo
de terapia molecular, com o intuito de impedir a progressao e metastizacao do cancro (Lee, Tan,
& Oon, 2018). Estas linhas de acdo contribuem para uma medicina personalizada, deixando de
consistir numa terapéutica-padrdo, mas numa cada vez mais especifica para as necessidades do
paciente (Jackson & Chester, 2015).

Essa especificidade é, precisamente, das caracteristicas mais dificeis de alcancar dada o
perfil genético heterogéneo da patologia nas suas diversas manifestacbes (Zugazagoitia et al.,
2016). Mais ainda, o investimento necessario é extenso, tendo em conta que se torna basal a
determinacéo de alvos moleculares especificos para cada tipo de cancro, bem como farmacos
de diferentes classes capazes de desenvolver a resposta adequada (Jackson & Chester, 2015). E
nesta necessidade que a Genomica se torna fulcral. Contribui, ndo s6 na identificacdo dos
referidos alvos, mas também na previsao da resposta do organismo a um certo imunossupressor,
seja em termos de tratamento ou de desenvolvimento de resisténcia (Berger & Mardis, 2018).
A capacidade e probabilidade das células tumorais se tornarem resistentes a compostos em
estudo é amplamente documentada, evidenciando alteracGes genéticas que dificultam a
implementacdo de novas linhas terapéuticas (Fortunato et al., 2017).

Tendo em conta o trabalho que falta desenvolver, existe um longo caminho a percorrer
ao nivel de investigacdo para que a terapia molecular se torne uma opcdo fiavel e utilizada
extensivamente no tratamento do cancro (Zugazagoitia et al., 2016). Uma das alternativas a
estas metodologias pode ser encontrada nos compostos que ocorrem naturalmente na natureza,
visto que sdo facilmente obtidos, e vérias classes possuem atividade biol6gica de interesse para

o cancro (Bian et al., 2020).

1.4 — Cancro Renal

O cancro renal, também designado adenocarcinoma renal, apresenta uma expressao
significativa nos nimeros associados ao cancro a nivel mundial. Durante o ano de 2020, foram
diagnosticadas 431.288 pessoas com cancro renal e pereceram ao mesmo 179.368 (International

Agency for Research on Cancer (World Health Organization), 2020). Os géneros ndo sédo
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igualmente afetados, tal como demonstram os dados da Figura 1, tanto em termos de incidéncia
(Figura 1A) como de mortalidade (Figura 1B), sendo evidente um maior nimero de casos afeto
ao sexo masculino (International Agency for Research on Cancer (World Health Organization),
2020). No que diz respeito a distribui¢do geogréafica destes nimeros, a mesma ndo € homogénea
por todo o globo, a semelhanca do que acontece com os restantes tipos de cancro, pelas razes
discutidas em 1.1 — Epidemiologia. Na Figura 2 encontra-se representada a comparacao da
incidéncia (Figura 2A) e da mortalidade (Figura 2B) entre os diferentes continentes, tendo a

Asia e Europa como os dois mais afetados.

Incidéncia Mortalidade

160 039 63 768
A B

m Homens = Mulheres m Homens = Mulheres

Figura 2 - A: Casos diagnosticados de cancro renal, no ano de 2020, por género; B: Numero de mortos
por cancro renal em 2020, por género. Adaptado de (International Agency for Research on Cancer
(World Health Organization), 2020)

Incidéncia Mortalidade

a &

A B

m Asia u Europa m América do Norte u Asia u Europa ® América do Norte

América Latina  m Africa = Oceania América Latina u Africa = Oceania

Figura 3 - A: Comparag&o da incidéncia de cancro renal em 2020, por continente; B: Comparagdo da
mortalidade de cancro renal em 2020, por continente. Adaptado de (International Agency for Research
on Cancer (World Health Organization), 2020)

Os fatores de risco para o desenvolvimento de cancro renal incluem obesidade e
tabagismo, tal como em outros tipos de cancro, mas algumas caracteristicas genéticas exercem
uma predisposicdo para um individuo desenvolver cancro renal, como é exemplo a sindrome
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de von Hippel-Lindau (VHL) (Hancock & Georgiades, 2016), caracterizada pela perda de
funcdo de um ou ambos os alelos do gene com 0 mesmo nome, desenvolvendo diversos tipos
de tumores (Chittiboina & Lonser, 2015), e a sindrome de Birt-Hogg-Dubé (Hancock &
Georgiades, 2016), caracterizada por tumores de pele benignos e quistos nos rins e pulmdes
(Napolitano et al., 2020). Também existe evidéncia que alguns analgésicos, como é o caso do
paracetamol, podem representar um fator de risco para o desenvolvimento de cancro renal, em

situacdes de uso crénico (Karami et al., 2016).

Em casos detetados em fase inicial sem apresentar metastizacdo, se for viavel a
realizacdo de cirurgia, decorre uma nefrectomia, ou seja, remoc¢do parcial ou total do rim
(Martinez Chanza, Tripathi, & Harshman, 2019). A ablacdo térmica e por radiofrequéncia
eliminando células afetadas tem sido utilizada com melhorias na complexidade do pos-
operatorio (Hancock & Georgiades, 2016). A quimioterapia € uma vertente bastante utilizada
em diversos tipos de cancro, tal como no carcinoma renal. Um dos farmacos utilizados € a
cisplatina, que atua causando danos no DNA das células tumorais. Como, simultaneamente,
interfere com os mecanismos de reparagao celular, promove a sua apoptose (Dasari & Bernard
Tchounwou, 2014). No entanto, a expressdo de algumas oncoproteinas como a CIP2A
(Cancerous Inhibitor of Protein Phosphatase 2A), aumentam a resisténcia dos tumores ao

tratamento com cisplatina, reduzindo a sua eficécia (Y. Zhang, Fang, Zang, Ren, & Xu, 2018).

O cancro renal apresenta diferentes variagcdes, dando origem a subtipos biologicamente
distintos (Haake & Rathmell, 2017). Cada um apresenta as suas proprias caracteristicas
patoldgicas e genéticas (Inamura, 2017), sendo possivel o seu estudo e distin¢do por evolucéo
das técnicas utilizadas, com um aumento do peso da genémica na compreensao dos mecanismos
inerentes a estes tumores (Jonasch, Gao, & Rathmell, 2014). Desta forma, € possivel identificar
e caracterizar os principais tipos de cancro renal: carcinoma de células renais claras (ccRCC),

carcinoma renal papilar (PRCC) e carcinoma renal croméfobo (ChRCC) (Inamura, 2017).

O ccRCC representa 65 a 70 % dos casos de cancro renal em adultos, caracterizado por
lesGes de cor amarelada e com sinais de hemorragia e necrose. A nivel celular, apresentam
parede fina e vasculatura irregular, sendo o citoplasma limpido por acumulacdo de lipidos e
glicogénio (Inamura, 2017). Apresentam mutagéo no gene VHL em 90% dos casos, sendo que,
caso ambos os alelos estejam silenciados, desencadeia-se uma via de ativacdo de genes pro-
angiogénicos (Inamura, 2017). Pode apresentar mutacfes na via PI3K/AKT/MTOR, com um

papel importante na angiogénese (Karar & Maity, 2011), responsavel pela proliferacéo e
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metastizacdo de varios tumores (Roudsari et al., 2021), em SETD2, uma histona
metiltransferase responsavel pela integridade gendémica (Lu et al., 2021) e no complexo

SWI/SNF que reconstroi cromatina (Inamura, 2017).

O PRCC representa 15 a 20 % dos cancros renais em adultos, podendo ser dividido em
tipo 1 e 2, apresentando o primeiro melhor progndstico que o segundo. As lesdes caracteristicas
tém aparéncia fridvel, com hemorragia e necrose (Inamura, 2017). No tipo 1, estdo presentes
papilas cobertas por células de citoplasma e ndcleos reduzidos, com macrofagos, sendo que no
tipo 2 os citoplasmas e nucleos sdo grandes, com papilas fibrovasculares, podendo ou néo
incluir macrofagos (Inamura, 2017). A nivel de mutacdes genéticas, o tipo 1 apresenta
alteracdes em MET (Inamura, 2017), um gene cuja expressdo aumentada tem implicacdo em
vias patoldgicas de adenocarcinomas (J. Zhang, Guo, Liu, Li, & Ying, 2017). O tipo 2 envolve
silenciamento de CDKNZ2A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A), que pode potenciar a
metastizacdo (Qiao et al., 2021), e mutacdes em SETD2 (Inamura, 2017).

O ChRCC representa 5 a 7 % dos casos de carcinoma renal em adultos, traduzindo-se
num progndstico favoravel, existindo ainda relacdo entre a sindrome Birt-Hogg-Dubé e uma
maior incidéncia deste tipo de cancro. As lesdes apresentam uma tonalidade acastanhada, tendo
a nivel celular grandes membranas, nucleos irregulares e citoplasmas com eosindfilos
granulares (Inamura, 2017). Inclui comummente mutag¢fes somaticas no DNA mitocondrial e
expressao aumentada de TERT (Inamura, 2017), uma subunidade catalitica dos telémeros que

influencia a sua manutencdo (Dratwa et al., 2020).

O tratamento de cancro renal tem passado por uma evolucao constante, devido a avangos
na compreensao da sua fisiopatologia que permitem a identificacdo de novos alvos terapéuticos
(Atkins & Tannir, 2018). Antes destas descobertas, a terapéutica farmacoldgica baseava-se
numa abordagem ndo especifica com a utilizacéo de citoquinas, nomeadamente interleucina-2
(IL-2) (Braun et al., 2021) que influencia os numeros de linfocitos T, tendo apresentado
resultados satisfatorios ao nivel do tratamento da doenga, mas ndo ao nivel da toxicidade para
0 paciente (Wrangle et al., 2018). A primeira linha de tratamento baseia-se agora na inibigéo
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que bloqueia a angiogénese tumoral
(Martinez Chanza et al., 2019), uma terapéutica mais dirigida e especifica que a anterior (Barata
& Rini, 2017). Esta envolve a utilizagdo de inibidores de tirosina-cinase ou de anticorpos anti-
VEGF, como € o caso do bevacizumab (Braun et al., 2021). Mais recentemente, o estudo da

imunoterapia tem estado em destaque, apresentando mais oportunidades de tratamento para 0s
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pacientes e, em conjunto com a terapia convencional, tem vindo a reduzir a mortalidade em
paises que a adotam (Soares et al., 2020), com uma resposta favoravel e duradoura no caso de
cancro renal (Bates, Derakhshandeh, Jones, & Webb, 2018). Na Figura 4 estdo
esquematicamente representados alguns dos farmacos atualmente utilizados ou em estudo para

o tratamento de cancro renal, bem como as suas moléculas-alvo e vias terapéuticas.

A investigacdo de novos farmacos exige também a identificacdo de biomarcadores cada
vez mais especificos que permitam prever a sua eficacia (Deleuze et al., 2020), de forma a
conjugar-se as necessidades do paciente ao mecanismo de acdo e finalidade do tratamento,

podendo até ser utilizada uma combinacdo de terapéuticas (Barata & Rini, 2017).
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(Fep) TUMOR CELL
Temsirolimus
Everolimus

Inactivated VHL tumor ( Axitinib
suppressor \gf_q_e_ 3 _ Cabozantinib
@ ) Levatinib
-------- \ / Pazopanib
Pro Sorafenib
Normoxia and Sunitinib
normal VHL gene

PDGFR

mRNA translation
; / Transcriptional
Cyclin D1 —> activation of

c-Myc

\ \4@ HIF target gi:%,

Cell growth and survival

Figura 4 - Vias terapéuticas e farmacos utilizados no tratamento direcionado de cancro renal.
Reproduzido de (Barata & Rini, 2017)

Dada a investigacao realizada sobre as vias terapéuticas a seguir e quais as moléculas-
alvo essenciais na terapéutica do cancro renal, o proximo passo envolve a aquisicdo de
conhecimento acerca de potenciais agentes anticancerigenos que possam integrar esta
terapéutica, mas que apresentem melhores perfis de seguranca, com reduzidas reacdes adversas
e custo-beneficio mais favoravel (Liviu Preda & Galieta Mincd, 2018). Com estas
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caracteristicas apresentam-se compostos naturais como os polifenois, que exibem atividade

bioldgica potencialmente interessante na terapéutica anticancerigena.
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2 — Acidos Hidroxicinamicos

Os polifendis estdo abundantemente presentes na natureza, ocorrendo naturalmente nas
plantas (Cardona, Andrés-Lacueva, Tulipani, Tinahones, & Queipo-Ortufio, 2013). Por
consequéncia, sdo constituintes assiduos da nossa dieta, encontrados principalmente em
vegetais (Shen et al., 2020), chds (Khan & Mukhtar, 2018), leguminosas (Liu, Ragaee,
Marcone, & Abdel-Aal, 2020) e frutas (Zhou et al., 2016). Adquirem formas solUveis ou
insollveis, conjugados ou ndo com moléculas de inferior tamanho no caso das primeiras

(Bento-Silva et al., 2020), sendo raro adotarem uma forma livre (Sova & Saso, 2020).

Sdo atribuidas diferentes propriedades a estes compostos, incluindo atividade
antioxidante, anti-inflamatéria e anticancerigena (Ding et al., 2020), defendendo-se a sua
utilizacéo contra patologias crénicas (Luca et al., 2020) como DCV e neurologicas, diabetes e
cancro, ndo s6 no tratamento mas também na prevencdo (Khan & Mukhtar, 2018). Alguns dos
efeitos estdo relacionados com a modulacédo da atividade enzimatica e inducéo de alteracdes na
transducé@o de vias de sinalizacdo moleculares (Martini, Conte, & Tagliazucchi, 2019). No
cancro, a sua intervengdo incide principalmente sobre mecanismos de controlo celular,
envolvendo promocao da apoptose e regulacdo da autofagia (Bian et al., 2020), assim como em

vias moleculares da carcinogéenese (Zhou et al., 2016).

A atividade antioxidante reconhecida nestes compostos tem vindo a ser estudada, de
forma a ser aplicada em patologias cronicas (Martini et al., 2019), como as referidas
anteriormente. Nessas, 0 stress oxidativo proprio do organismo humano é um mecanismo
comum das suas patogeneses, visto ser uma das vias de resposta possiveis ao desenvolvimento
das doengas, caracterizado por uma producao excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Koroleva et al., 2014). Os compostos fendlicos colmatam este desequilibrio através da sua
acdo scavenger, pela transferéncia de um protédo (H") ou de um eletrdo entre as ROS e a sua

propria estrutura (Koroleva et al., 2014).

Os polifendis sdo caracterizados por multiplos anéis de benzeno hidroxilados, podendo
ser classificados em é&cidos fenodlicos, estilbenos (ex: resveratrol (Kiokias, Proestos, &
Oreopoulou, 2020)), lignanas (ex: silimarina (Cui, Du, Liu, & Rong, 2020)) e flavonoides (ex:
quercetina e catequinas (Kiokias et al., 2020)) (Bian et al., 2020), fazendo-se a distin¢éo de
acordo com o namero de anéis fendlicos e qual a estrutura ligante que apresenta (Sova & Saso,

2020). O primeiro grupo, os acidos fendlicos, detém esta nomenclatura devido ao seu principal

17



grupo funcional: um &cido carboxilico (Sova & Saso, 2020). Podem ser divididos em duas
grandes classes: acidos hidroxibenzoicos e acidos hidroxicinamicos (Russo et al., 2017). Destas
destacam-se os AHC, pois incluem estruturas moleculares que indiciam e demonstram

atividades bioldgicas mais promissoras (Zhou et al., 2016).

Os AHC tém a sua origem natural a partir de trés aminoacidos aromaticos: fenilalanina,
tirosina e triptofano. Estes sdo formados na via do xiquimato por conversdo de intermediarios
provenientes da glicdlise e da via da pentose fosfato, (Figura 5) (Taofig, Gonzalez-Paramaés,
Barreiro, & Ferreira, 2017). Dos varios AHC sintetizados nesta via, demarca-se o acido p-
cumarico, uma vez que ele proprio atua como precursor de outros compostos de destaque, como

os &cidos ferulico e cafeico, dos mais abundantes na natureza (Taofiq et al., 2017).

Glicolise Via do Via da Pentose
Xiquimato Fosfato
=3

(o]

A 4
o
= OH S OH
—_—
HO’

Acido Cindmico Acido p-Cumirico

|

o
o
-~ x OH
+——
HO
HO
oH HO

Acido Ferilico Acido Cafeico Acido Clorogénico

I |
o Ny on 4oj©/\‘)LOH oH
HO' HO ¢ =~ OH
o
o

Acido Sinapico Acido Rosmarinico

8 #
~ OH

Figura 5 - Precursores, origem e formacao de Acidos Hidroxicinamicos. Adaptado de (Taofiq et al.,
2017).

A estrutura dos acidos hidroxicindmicos baseia-se num fenilpropanoide Ce-C3 (Leonard,
Zhang, Ying, & Fang, 2021) com um grupo carboxilo na cadeia lateral e grupos hidroxilo no

anel aromatico (Sova & Saso, 2020). A posicdo e quantidade destes ultimos permitem a
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existéncia de uma ampla diversidade bioldgica nesta classe de substancias (Sova & Saso, 2020),
sendo-lhes atribuido um papel fulcral na captacao de radicais livres (Taofiq et al., 2017) e nos

seus efeitos antitumorais (Sova & Saso, 2020).

Uma das palavras-chave a reter na investigacdo e eventual aplicacdo destes compostos
obtidos nos alimentos, € a sua biodisponibilidade. Este € o fator que, influenciado pela absorcéo
e pelo metabolismo, define quais sdo as reais vantagem dos &cidos em questdo no
funcionamento do organismo e combate a patologias (Martini et al., 2019). O reconhecimento,
por parte do corpo humano, dos AHC como xenobidticos, impacta diretamente a extensdo da
sua decomposicdo (Cardona et al., 2013). A circulacdo entero-hepatica tem, aqui, protagonismo
na reducdo da biodisponibilidade por via oral (Shen et al., 2020), ao desenvolver reacGes de
biotransformacdo mediadas por enzimas, entre 0s enterdcitos no intestino e o figado (Luca et
al., 2020). E nessas células intestinais que decorre a pouca absor¢o registada, uma vez que o

restante é transformado em metabolitos noutros por¢des do intestino (Leonard et al., 2021).

A transformacéo referida altera a estrutura da molécula fendlica original, deixando de
possuir as mesmas caracteristicas, resultando em metabolitos que, tanto podem perder
atividade, como aumenta-Ila significativamente (Sova & Saso, 2020). Estas reac6es sao levadas
a cabo pela microbiota intestinal (Cardona et al., 2013), composta por 10'* organismos,
incluindo fungos, bactérias e virus, tendo possibilidade de interagir com uma ampla gama de
xenobidticos (Shen et al., 2020). Resultante desta metabolizacdo, originam-se compostos de
tamanho inferior (Cardona et al., 2013) e estrutura dispar, passando a ser absorviveis pelo

organismo humano para a circulacéo sistémica (Luca et al., 2020).

Esta metabolizacdo tem a capacidade, também, de atuar diretamente a favor do
organismo, uma vez que os metabolitos fendlicos podem favorecer o crescimento de espécies
benéficas na microbiota (Fraga, Croft, Kennedy, & Tomas-Barberan, 2019), auxiliando o
sistema imunitario a prevenir algumas doencas (Leonard et al., 2021), gracas a sua atividade

imunomoduladora (Cueva, Silva, Pinillos, Bartolomé, & Moreno-Arribas, 2020).

As possiveis utilizacbes destes acidos carecem de uma estratégia mais eficaz na
aplicacdo clinica, tendo em conta que o seu potencial se prende pelas investigacdes in vitro e in
vivo realizadas, utilizando-se compostos puros (Kiokias et al., 2020), nas quais apresentam
resultados promissores. As limita¢fes na biodisponibilidade e distribuicdo sistémica precisam
de ser ultrapassadas, de forma a se poder considerar a aplicacao destes compostos na terapéutica

anticancerigena, explorando novas técnicas como a nanoencapsulacédo (Tabrez et al., 2020).

19



2.1 — Acido Cafeico
2.1.1 — Propriedades e Aplicagdes

O Acido Cafeico (Figura 6) € um polifenol da classe dos acidos fenélicos e da subclasse
dos acidos hidroxicinamicos (Phenol-Explorer, 2002). Por fazer parte da constituicdo de
alimentos como batatas, fruta e gréos de café, passa a ser o principal AHC na dieta dos humanos
(Espindola et al., 2019), sendo que na fruta, representa entre 75 a 100% da totalidade de AHC
(Silva, Oliveira, & Borges, 2014).

HO
OH

Figura 6 — Estrutura quimica do acido cafeico. Reproduzido de (Merck, 2020)

O écido cafeico é um polifenol produzido naturalmente por plantas, como metabolito
secundario da via do xiquimato (Silva et al., 2014), por desaminacao da fenilalanina ou tirosina,
catalisada pela enzima fenilalanina amdnia-liase (El-Seedi et al., 2012), bem como por
hidroxilacdo do acido p-cumarico (Taofig et al., 2017). O acido cafeico, visto ser um dos
intermediarios na biossintese de lignina nas plantas, elemento-chave da sua estrutura é
encontrado abundantemente nas mesmas (Maruyama, Kawakami, Lwin, Imai, & Shamsa,
2018).

Ao é&cido cafeico, é-lhe reconhecido atividade antioxidante, anti-inflamatéria e
antineoplasica (National Center for Biotechnology Information, 2004). A primeira possui
varios mecanismos de atuacdo, influenciada pela estrutura da molécula (Sidoryk, Jaromin,
Filipczak, Cmoch, & Cybulski, 2018), sendo a principal por eliminacdo de ROS, com recurso
a transferéncia de eletr6es ou doacdo de atomos de hidrogénio (Silva et al., 2014). O acido
cafeico, desempenha diversas funcbes especificas, incluindo acdo inibitoria sobre o
araquidonato 15-lipoxigenase e 5-lipoxigenase, glutationa transferase e histona deacetilase
(ChEBI, 2019). Outra dessas funcdes, caracteristica dos acidos desta classe, envolve a interagdo

com a microbiota intestinal, possuindo a capacidade de inibir o crescimento de bactéria
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intestinais. Comparativamente a outros AHC, o acido cafeico é dos que exerce maior acao nesse
sentido (Leonard et al., 2021).

2.1.2 — Fontes Alimentares e Metabolitos Resultantes

E possivel obter o acido cafeico a partir de diferentes fontes alimentares como alface,
uvas, cha, café (El-Seedi et al., 2012), propolis (Assumpcao, Takeda, Sforcin, & Rainho, 2020),
bagas (Silva et al., 2014), entre outros. Nestas, destaca-se a presenca em Aronia melanocarpa,
cujo contetido em acido cafeico pode atingir os 645,5 mg/100 g (El-Seedi et al., 2012). O 4cido
cafeico encontra-se também presente em diversas especiarias, com valores médios entre 20,20
e 26,40 mg/100 g em salvia-comum, tomilho, horteld-verde (as trés na sua forma desidratada),
canela de Ceildo e estrela de anis, com muitas outras acima de 10 mg/100 g, como orégaos e

gengibre (forma desidratada), cominhos e noz-moscada (Phenol-Explorer, 2002).

Das diversas fontes alimentares originam-se valores farmacocinéticos distintos. As
guantidades de acido cafeico presentes nos alimentos ndo sdao totalmente absorvidas pelo
organismo, levando a valores muito inferiores na urina e no plasma, comparativamente aqueles
que sdo ingeridos (Oliveira & Bastos, 2011). Isto deve-se, principalmente, ao facto dos
compostos fenolicos, como é o caso do acido cafeico, serem reconhecidos como xenobidticos,
sendo metabolizados e excretados rapidamente (Oliveira & Bastos, 2011). Com esta
metabolizacdo formam-se diversos compostos, possiveis de quantificar em fluidos bioldgicos.
Para se demonstrar as variagdes mencionadas, entre as quantidades ingeridas e as presentes nos
fluidos bioldgicos, realizou-se uma pesquisa com recurso a base de dados Phenol-Explorer,
analisando-se as quantidades de acido cafeico excretadas, representadas pelos valores na urina,
bem como as quantidades registadas no plasma em circulagdo, em comparacdo com as
quantidades ingeridas a partir de algumas fontes alimentares (Tabela 4). E possivel confirmar
a excrecdo aumentada referida, visto que as quantidades na urina tendem a ser superiores as
registadas no plasma. Utilizando a mesma base de dados, pesquisaram-se alguns dos principais
metabolitos do &cido cafeico e correspondentes quantidades presentes na urina e plasma, apés

a sua administragdo em ratos (Tabela 5).
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Tabela 4 — Quantidades de &cido cafeico doseadas em amostras de urina e plasma humanos, em variados
estudos, a partir de diferentes fontes. Adaptado de (Phenol-Explorer, 2002)

- . Duracéo do :
Fonte de &cido cafeico | Dose _ Urina Plasma
Ensaio
. o . ) 56 umol/24h
Acido 5-cafeoilquinico | 2 g/dia 7 dias )
apoés 1 semana
. . 2.1 ymol
Café instantaneo 49 Dose Unica )
apos 24 h
Extrato de casca de . 0.7 pmol
189 Dose Unica )
uva apos 24 h
) . 0.3 pmol
Extrato de cha verde 0,3¢g Dose Unica ]
apos 24 h
PO de cacau em leite ) 0.07 pmol 0.08 pmol/L
40 g/dia | 4 semanas ] ]
desnatado apos 24 h apos 24 horas
O uso de “---" significa que ndo ha dados nesse parametro

Tabela 5 — Metabolitos resultantes da administracdo de acido cafeico em ratos, presentes na urina e no
plasma ap6s a administracdo de 250 umol/dia de &cido cafeico, durante 8 dias. Adaptado de (Phenol-
Explorer, 2002)

Metabolito Urina Plasma
Acido hipdrico 428 pmol apo6s 8 dias 54.8 umol/L apo6s 8 dias
Acido cafeico 181 pmol ap6s 8 dias 41.3 umol/L apds 8 dias
Acido 3-hidroxifenilpropionico 63.2 umol apos 8 dias 1.4 umol/L ap6s 8 dias
Acido fertlico 14.5 pmol apos 8 dias 7.3 umol/L ap6s 8 dias

E possivel verificar que as quantidades ingeridas sdo bastante dispares das quantificadas
presentes nos fluidos bioldgicos, exacerbando o papel da dose de &cido cafeico necessaria para
se conseguir a atividade bioldgica pretendida (Selvakumar et al., 2020). Para além disso,
evidencia-se a diversidade de compostos que se formam apos a metabolizacdo, em qualquer um
dos modelos, sendo apenas uma amostra da totalidade verificada biologicamente (Sova & Saso,
2020).

Como referido anteriormente, os metabolitos fenélicos, neste caso de acido cafeico,

possuem atividade bioldgica, por vezes diferente do composto precursor. De entre outros, temos
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como exemplo, o acido dihidrocafeico, obtido por reducao do &cido cafeico, que se destaca por
apresentar atividade antioxidante, anticancerigena, anti-inflamatoria e efeitos protetores a nivel

neuroldgico, cardiaco e hepético - Figura 7 (Sova & Saso, 2020).

Desta forma, debrucando-se a investigacdo na possivel aplicacdo de acido cafeico no
tratamento de patologias como o cancro, serd de igual importancia avaliar os metabolitos que
apresentam maior atividade bioldgica nesse &mbito, pois podem ser obtidos naturalmente a
partir dos seus precursores e, porventura, possuir atividade mais especifica e elevada para o
tecido-alvo escolhido (Martini et al., 2019).
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Figura 7 — Acido Cafeico e alguns dos seus metabolitos com atividade biol6gica. Adaptado de (Sova &
Saso, 2020)
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3 — Avaliacéo In Vitro da Atividade Citotoxica de Acido Cafeico
3.1 — Materiais e Métodos

3.1.1 — Reagentes

O soro bovino fetal (FBS) e 0 meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) foram adquiridos a Biowest (Nuaillé, Franca). O tampao fosfato (0,01 M, pH 7,4), a
tripsina, o etanol, a solucdo de penicilina-estreptomicina, o acido acético, o dimetilsulféxido
(DMSO), o cristal violeta (CV), a cisplatina e o &cido cafeico foram adquiridos a Sigma-Aldrich
(Saint Loius, MO, EUA). O verseno foi preparado no laboratério. O acido cafeico foi preparado
em DMSO, tendo sido a concentracédo final de DMSO igual a 0.5% (v/v).

3.1.2 — Cultura Celular

As celulas de adenocarcinoma humano 786-O foram cultivadas em meio DMEM com
elevada concentracgdo de glucose (4.5 g/L), suplementado com 10% de FBS e 1% de solucgéo de
penicilina-estreptomicina, tendo sido mantidas a 37 °C, sob uma atmosfera hiumida com 5% de
CO». As células 786-O foram adquiridas a American Type Culture Collection (ATCC;
Manassas, VA, EUA).

3.1.3 — Trabalho em Assepsia

Para assegurar a assepsia de todos os procedimentos envolvendo a utilizacao de culturas
celulares, estes foram realizados no interior de uma camara de fluxo laminar vertical. Esta
camara permite a circulacdo de ar filtrado no interior da mesma, protegendo as superficies e
material em utilizacdo. Desta forma, os movimentos realizados pelo operador devem ser
cautelosos, ndo interrompendo o fluxo de ar na parte superior de todos 0s pontos mais

suscetiveis a contaminacdes, como € o caso de frascos de reagentes abertos.

A utilizacdo de alcool a 70% é fulcral para manter a assepsia no interior da camara,
devido a sua capacidade desinfetante, reduzindo o risco de possiveis contaminacdes. Todo o
interior da camara deve ser limpo com recurso a alcool a 70%, antes e depois da sua utilizacao.
O mesmo se aplica a todo o material que entra na cadmara, incluindo luvas, pipetas e frascos de

reagentes.
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3.1.4 — Passagem de Células

As células foram incubadas em frascos que permitem a sua proliferacdo até a
confluéncia desejada de, aproximadamente, 80-90%. Para se perpetuar a utilizagcdo da linha
celular, é necessario efetuar a passagem das células para um novo frasco, de forma a crescerem
novamente. Esta passagem de células tem lugar no interior da camara de fluxo laminar,

seguindo um procedimento rigoroso, de forma a néo afetar a viabilidade das mesmas.

Apols a desinfecdo das luvas e material a utilizar, abriu-se o frasco das células,
descartando o meio do seu interior. Os valores de cada reagente, de seguida indicados, sdo
adequados para frascos Tzs, podendo-se também utilizar frascos Tss com quantidades
adequadas de reagente. Pipetou-se 1 mL de verseno para um dos cantos do frasco, de forma a
ndo se danificar as células aderidas na base do frasco, s6 depois passando cuidadosamente este
reagente por toda a base, antes de ser descartado. O verseno tem como principal funcédo limpar
o conteudo do frasco e preparar as células nele presentes para se destacarem. Indica-nos também
0 pH, mudando de vermelho a amarelo com o incremento de metabolitos presentes, podendo
ser necessario efetuar esta limpeza mais do que uma vez. De seguida, pipetou-se 0,5 mL de
tripsina para o interior do frasco, aguardando-se trés a quatro minutos com o frasco fechado.
Este reagente quebra a aderéncia das células ao frasco, preparando-as para a transferéncia. No
passo seguinte, pipetou-se 5 mL de meio para um novo frasco e 1,5 mL para o frasco inicial,
com posterior homogeneizacao por up and down, certificando-se que na transferéncia se passam
as células na concentracdo pretendida. Assegurando-se ao microscopio que o novo frasco possuli
as células transferidas, é depois armazenado de novo na incubadora. Durante todos 0s passos,
é de extrema importancia impedir o contacto do filtro existente na tampa do novo frasco com
algum dos reagentes, uma vez que iria afetar as trocas gasosas a decorrer no interior da

incubadora, influenciando as condic¢des no interior do frasco.

3.1.5 — Contagem de Células

Para efetuar a contagem de células é necessaria uma camara de Neubauer. Na parte
superior desta, apos colocagdo de uma lamela, pipetou-se 10 uL de meio com as células que se
pretendem contar, para cada lado da cAmara. Posto isto, com recurso ao microscopio e a objetiva
de 10x, efetuou-se a contagem das células de trés dos quatro quadrantes da camara de Neubauer.
Cada quadrante apresenta quatro limites, sendo escolhidos dois desses para inclusédo de células

na contagem. Apos estar concluida, calcula-se a média e multiplica-se o valor por 10%
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resultando no numero de células por mL que o frasco apresenta, podendo ser calculado o

volume a utilizar para se obter o nimero de células necessario.

3.1.6 — Ensaio Colorimétrico do Cristal Violeta

Para avaliar a influéncia do acido cafeico na viabilidade celular foi utilizado o ensaio do
cristal violeta (CV), seguindo a mesma metodologia em todos 0s cinco ensaios (A a E), mas
ndo a mesma distribuicdo dos compostos pelos pocos das placas. Foram utilizadas placas de
96 pogos, com uma densidade de 6000 células por pogo e incubadas por 24 horas. Findo este
periodo, nos ensaios A e B, foram tratadas células de 8 pocos com &cido cafeico (10 uM),
durante 48 horas (Tabela 6).

Tabela 6 — Representagéo da distribuicdo dos compostos utilizados nas placas de 96 pocos, nos ensaios
colorimétricos de cristal violeta A e B.

1 2 3 4 5
A
B
G _ _ " .
D VEICULO VEICULO ACIDO VEICULO | CONTROLO +
E DMSO DMSO CAFEICO DMSO DMSO
= 0.5% (v/v) 0.5% (v/v) (10 pM) 0.5% (v/v) 5% (v/v)
G
H

Nos restantes trés ensaios (C a E), adicionou-se a 4 pogos &cido cafeico (20 uM) e a

outros 4 pogos uma combinacdo de acido cafeico (20 uM) e cisplatina (25 uM) - Tabela 7.

Tabela 7 - Representacdo da distribuicdo dos compostos utilizados nas placas de 96 po¢os nos ensaios
colorimétricos de cristal violeta C a E.

A ’a
B | CONROLO® ACIDO CAFEICO | VEICULO
DMSO A s
C 5% (vIv) / " 0.5% (vIv)
D VEICULO
DMSO .
E 05% (i) | ACIDO CAFEICO
F CISPLATINA (ZOBM) CISPLATINA
G (251D CISPLATINA(25 | (B #M)
H nM)
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O DMSO, a concentracdo final de 5% (v/v), foi utilizado como controlo positivo e a
0.5% (v/v) como veiculo, ou controlo negativo. O volume final de cada poco utilizado foi de
200 pL. No fim das 48h de incubaco, as células foram lavadas com PBS 1x, para remocao das
células ndo aderidas ao poco. Seguidamente, adicionou-se etanol 96% a frio durante 10 minutos,
para fixar as células. Apds este periodo, corou-se as células com cristal violeta a 0.1% em 10%
de etanol, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para remoc&o do corante ndo ligado as
células, imergiu-se a placa em agua, com a precaucdo necessaria para ndo provocar a remogao
das células aderidas aos pocos. Seguidamente, adicionou-se acido acético a 1% em etanol 96%
a cada poco e ressuspendeu-se a solucdo cuidadosamente. De seguida, mediu-se a absorvancia
a um comprimento de onda de 595 nm. recorrendo-se a um leitor de placas Synergy HTX da
Biotek. A viabilidade celular é representada na sua totalidade (100%) pelos valores de
absorvancia correspondentes ao controlo, ou seja, as células tratadas com DMSO a 0.5 % (v/v).

3.1.7 — Analise Estatistica

Os valores apresentados correspondem a valores médios e aos respetivos desvios-
padrdo. A normalidade e a homogeneidade de variancias foram verificadas e as diferencas nos
valores médios dos resultados foram avaliadas pelo Teste-t Student. A andlise estatistica foi

realizada com recurso ao software SPSS.

3.2 — Resultados

De forma a poder-se entender os passos seguidos, com o intuito de determinar uma
percentagem de viabilidade celular correspondente a um determinado composto e concentragao,
as seguintes tabelas representam o tratamento de dados a que os valores de absorvancia,

referentes a placa A, foram sujeitos.

ApoOs a leitura das absorvancias, a cada pogo corresponde um valor especifico, como

apresentado na Tabela 8.
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Tabela 8 - Valores de absorvancia determinados para a placa A

Branco

A estes valores subtraiu-se o valor médio das leituras de absorvancia correspondentes
ao branco do ensaio (acido acético a 1% em 96% de etanol), registadas no mesmo comprimento
de onda de 595 nm. Dos valores obtidos foi calculada uma média, neste caso igual a 0,038, a

qual se subtraiu aos valores da Tabela 8, traduzindo-se nos valores apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Valores de absorvancia determinados para a placa A, apés subtracdo da média do branco
(0,038).

Para cada uma das colunas, calculou-se a média dos valores e a respetiva percentagem

(Tabela 10A), tal como o desvio-padrao e a respetiva percentagem (Tabela 10B).

Tabela 10 - A: Média, por coluna, dos valores apresentados na Tabela 9 e respetiva percentagem; B:
Desvio-padréo calculado para cada coluna da Tabela 9 e respetiva percentagem.

A
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O procedimento descrito foi aplicado, de igual forma, a placa B. Ap6s obtencdo dos
resultados, realizou-se uma média dos valores das duas placas, conjugando-se as determinacfes
de ambas. Como referido no ponto 4.1.3. — Ensaio Colorimétrico do Cristal Violeta (CV), o

controlo negativo ter4 uma viabilidade celular de 100%.

A analise final dos dados das placas A e B (Figura 8) determinou que as células 786-O
tratadas com &cido cafeico a uma concentracao de 10 uM, apresentaram uma viabilidade celular
média de 109,80% (sem significado estatistico). O controlo positivo apresentou uma viabilidade
celular média de 24,94% (p < 0,05).

140%

120%

109,80%
100%
100%

80%

Viabilidade Celular (% do controlo)

60%

40%

20% 24,94%

Controlo - Acido Cafeico Controlo +

Figura 8 - Viabilidade celular das células 786-0 tratadas com 4cido cafeico a 10 uM (48 h), comparadas
com o controlo positivo. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico do CV. Os valores
representam a média £ DP, sendo expressos como percentagem em funcdo das células controlo (* p <
0,05 quando comparado com o controlo negativo).

As placas C, D e E foram sujeitas ao mesmo procedimento que as placas A e B, sendo
igualmente realizada uma média dos valores obtidos nos trés ensaios independentes e calculado

0 respetivo desvio-padrao.
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A analise final dos dados dessas placas (Figura 9) determinou que as células 786-O
tratadas com &cido cafeico a uma concentracao de 20 pM, apresentaram uma viabilidade celular
média de 98,59% (sem significado estatistico). As células tratadas com cisplatina 25 pM
apresentaram uma viabilidade celular de 49,80% (p < 0,01) e as células tratadas com a
combinacdo dos compostos referidos, apresentaram uma viabilidade celular média de 50,69%
(p < 0,05 quando comparado com o controlo, mas sem diferenca estatistica quando comparado
com a cisplatina isoladamente). O controlo positivo apresentou uma viabilidade celular média
de 15,76% (p < 0,01).

120,00%
100,00%
o 100,00%
o]
e
S 80,00%
(=]
3 *
o
= 60,00% *x
s
=
Q 49,80%
ﬁ 40,00%
ki
- * %
a 20,00%
B
=
0,00%
Controlo - Acido Cafeico Cisplatina Acido Cafeico + Controlo +
Cisplatina

Figura 9 - Viabilidade celular das células 786-O tratadas com acido cafeico a 20 uM, cisplatina a 25
UM e com ambos os compostos simultaneamente (48 h), comparadas com o controlo positivo. A
viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico do CV. Os valores representam a média + DP,
sendo expressos como percentagem em funcgdo das células controlo (* p < 0,05 e ** p < 0,01 quando
comparados com o controlo negativo).

3.3 — Discussao

O ensaio do CV é um ensaio colorimétrico utilizado para quantificar o nimero de células
aderentes a placa, apés aplicacdo dos compostos em estudo, ligando-se a proteinas e DNA
(Feoktistova, Geserick, & Leverkus, 2016). Quando ocorre morte celular, as células destacam-
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se da superficie onde estavam previamente aderidas, sendo eliminadas do pogo antes da leitura
das absorvancias finais, reduzindo a quantidade de corante presente no mesmo (Feoktistova et
al., 2016).

Analisando os resultados dos ensaios do CV, entende-se que a concentracdo de 10 uM,
0 acido cafeico ndo apresenta atividade citotoxica nas células 786-O e que a 20 uM a mesma
ndo é significativa, com percentagens de viabilidade celular de 109,80% e 98,59%,
respetivamente. No que diz respeito a cisplatina, estudada e utilizada em diversos tipos de
cancro e com resultados demonstrados (Dasari & Bernard Tchounwou, 2014), apresenta maior
atividade citotdxica quando aplicada sozinha nas células do que quando combinada com o cido

cafeico com percentagens de viabilidade celular de 49,80% e 50,69%, respetivamente.

Em outros estudos presentes na literatura com a utilizagédo de diferentes tipos de ensaios
e concentragdes, em varias linhas celulares humanas, registaram atividade citotoxica do acido
cafeico. Num ensaio MTT em células humanas MCF-7 do cancro da mama, estas foram tratadas
com &cido cafeico por 48 h e 72 h, com concentragdes entre 0 e 200 ug/mL. As células tratadas
por 48 h provocaram uma reducdo na viabilidade celular para aproximadamente 75%, a partir
de uma concentragdo de 125 pg/mL, enquanto que as tratadas por 72 h apresentam essa
viabilidade celular em todas as concentracdes (Rezaei-Seresht et al., 2019). Noutro estudo, em
celulas humanas MDA-MB-231 de cancro da mama, com concentragdes entre 10 e 100 uM,
num ensaio de XTT-NR-SRB, as células tratadas com acido cafeico apresentaram uma
viabilidade celular cada vez menor, ao fim de 24 h, com o aumento da concentracdo de
composto: 93.1% a 10 uM, 89.8% a 25 uM, 77.9% a 50 uM e 66.4% a 100 uM. Mais uma vez,
registaram-se diferencas em grupos de células tratadas por periodos diferentes, tendo, um
conjunto tratado por 48 h, apresentado ligeiramente melhores resultados do que o tratado por
24 h (Kabata-Dzik et al., 2017). Em células humanas 786-O de adenocarcinoma renal, 0 mesmo
modelo usado neste trabalho, outro grupo de investigadores realizaram ensaios de MTT e CV,
sendo que para 0 MTT, com concentragfes entre 0 e 250 uM/48 h de acido cafeico, ndo
demonstrou atividade citotoxica (viabilidade celular de 104.1 % na concentrag¢do mais elevada).
No ensaio do CV, numa gama de concentracdes entre 0 e 1000 uM, registou-se uma descida
acentuada da viabilidade celular, principalmente entre os 500 uM (66.4 %) e os 1000 uM (17.7
%) (Caparica, Julio, Baby, de Almeida, & Costa, 2020).

Com estes estudos, é possivel verificar as variagdes existentes nos resultados da

atividade citotoxica, influenciados pela metodologia utilizada, incluindo o tipo de ensaio e a
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linha celular, e as concentragdes testadas de acido cafeico. No presente estudo, as concentragdes
utilizadas sdo em comparagdo com os estudos apresentados, demasiado reduzidas para que o
composto em estudo apresentasse atividade citotoxica com reducdo da viabilidade celular,
tendo em conta que as concentragdes onde se registou esta reducdo nos estudos apresentados

s80 muito superiores.

A viabilidade celular registada no ensaio com cisplatina (49,80 %) ndo apresentou uma
variacdo significativa a registada na combinac¢do com &cido cafeico (50,69 %). Noutro estudo
realizado, avaliou-se a atividade citotoxica de cisplatina (a 11 uM) e acido cafeico (300 uM),
bem como a sua combinacao, com recurso a diferentes tipos de linhas celulares: HeLa, CaSki,
e Vero (Koraneekit et al., 2018). A sua combinagdo, em comparacdo com a aplicagdo em
separado, teve efeitos sinérgicos notaveis nas duas primeiras, ndo demonstrando o mesmo efeito
nas Vero. Nas CaSki, a utilizacdo em separado resultou em 50-60 % de inibicdo celular e a
combinacéo projetou esse valor para perto de 80%. Nas HeL a, a utilizacdo em separado resultou
em perto de 40 % de inibicéo celular e a combinacdo em cerca de 75 %. Nas Vero, a utilizagédo
em separado resultou em 10-15 % de inibic&o celular e a combinacdo em, aproximadamente,
20 % (Koraneekit et al., 2018). Para além deste estudo ter utilizado linhas celulares diferentes
da 786-0O, também as concentracdes diferiram, mas confirmou-se um relativo incremento da
atividade citotdxica dos compostos ap6s a sua combinacdo. Para melhor avaliar a efetividade
da combinacdo de cisplatina com &cido cafeico em células cancerigenas, existe a necessidade
de efetuar mais estudos, em variadas linhas celulares e diferentes concentragdes, visto que
apresenta resultados dispares tendo em conta as condic¢des utilizadas. Tendo em conta que a
cisplatina é utilizada no tratamento de diversos cancros, deve-se tambeém estudar a combinagao
de &cido cafeico no tratamento para diminuir a resisténcia a este farmaco (Sirota, Gibson, &
Kohen, 2017), bem como reduzir possiveis efeitos secundarios que advém da terapéutica com

este agente anticancerigeno (Ceylan, Kaymak, Canturk, & Yakan, 2020).

Analisando os resultados obtidos nestes estudos, quanto as concentragBes necessarias
para se diminuir a viabilidade celular, aliados ao valores conhecidos de farmacocinética,
expressos no capitulo 3.2 — Fontes Alimentares e Metabolitos Resultantes, sobre as quantidades
de acido cafeico que séo absorvidos dos alimentos, pode-se considerar que essas concentragdes
sO se poderdo atingir do ponto de vista farmacologico, ndo sendo atingiveis pela dieta, devido

a rdpida metabolizacdo e excrecdo do acido cafeico. No entanto, utilizando-se técnicas
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avancadas de administracéo e veiculacdo que permitam ultrapassar os obstaculos da absorcao e

distribuicdo, poderao atingir-se concentracdes eficazes nos locais alvo.
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4 — Conclusao

A procura de novas abordagens a terapéutica anticancerigena € um dos desafios
contemporaneos mais urgentes ao nivel da saide das populaces, captando capital atencdo de
quem as investiga. No controlo da doenca, desempenham papéis fundamentais, ndo s6 o
tratamento, mas também a prevencdo e sensibilizacdo da mesma. Apenas dessa forma seré
possivel, com diversas areas da sociedade a operar em conjunto, reduzir a prevaléncia do cancro
enguanto ameaca a saude publica. Nessa nota de cooperacgédo, devera sempre constar o auxilio
entre paises, de forma a que as diferentes condi¢Bes socioecondmicas e de acesso a politicas e
medidas de saude sejam colmatadas, deixando de ser impeditivas de se atingirem os resultados

pretendidos.

Os compostos fendlicos, nomeadamente o acido cafeico, surgem como uma possivel
opcao terapéutica a explorar, tendo em conta a atividade bioldgica que tém vindo a revelar em
diversos estudos. No presente estudo, nas concentracdes utilizadas, ndo demonstraram atividade
citotoxica significativa. No entanto, deve-se continuar a realizar investigacdo no sentido de
entender as concentragdes e outras condi¢cdes experimentais onde estes compostos possam
apresentar maior atividade. Por outro lado, apesar dos resultados na linha celular aqui estudada
e das condicGes experimentais usadas, deverdo explorar-se 0s seus potenciais efeitos
antitumorais noutras linhas celulares de cancro. Tendo em conta 0 que se conhece acerca da
extensa metabolizacdo sofrida por este tipo de compostos, sera oportuno avaliar igualmente a
atividade citotoxica ndo so do &cido cafeico, mas também de metabolitos biologicamente ativos.
Para além de ser necessario trabalhar em vias de administracdo que consigam levar, até aos

tecidos-alvo, os compostos nas concentraces necessarias.

Em suma, a pesquisa sobre o potencial terapéutico do &cido cafeico e dos seus
metabolitos tem ainda um extenso caminho pela frente, mas o futuro parece ser promissor no

combate a diversas patologias, incluindo o cancro.
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