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RESUMO

O céancer de colon é o terceiro mais prevalente, com uma taxa de incidéncia de um
milh&o de novos casos e, aproximadamente, meio milhdo de mortes por ano, sendo uma
doenca multifatorial, com complexas interagdes. Atualmente, grande atengédo tem sido
dada a estratégias preventivas e, neste contexto, a utilizacdo de alimentos funcionais
com compostos quimiopreventivos parece contribuir muito neste processo, atuando
através de diferentes mecanismos de acdo. Entre essas substancias, destacam-se o
consumo dos acidos hidroxicinamicos, sendo sua ingestdo associada a diminui¢cdo do
risco de doencas cronicas, incluindo o cancer. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar as propriedades antioxidantes e a captacéo intestinal dos &cidos cafeico (CA) e
5-cafeoilquinico (5-CQA), bem como a influéncia destes compostos na viabilidade
celular, progressdo do ciclo celular e apoptose da linhagem de adenocarcinoma de
colon humano HT-29. As células da linhagem HT-29 foram cultivadas com DMEM,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, sob atmosfera com 5% de CO; a 37°C e,
incubadas com diferentes concentracdes de CA e 5-CQA (1,25 a 80 pM) por periodos
de 0.5 h a 96 h, dependendo do experimento. A atividade antioxidante foi mensurada
através dos métodos DPPH, FRAP e ORAC e a captacdao intestinal dos compostos foi
avaliada por cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas. As analises de viabilidade celular, ciclo
celular e apoptose foram realizadas, respectivamente, através do método MTT e, por
citometria de fluxo. Os resultados demonstraram que os &cidos cafeico e 5-
cafeoilquinico sdo potentes agentes antioxidantes, os quais sdo capazes de serem
captados e metabolizados pelas células de adenocarcinoma de célon humano (HT-29),
gerando compostos intermediarios e outros metabolitos secundarios. Além disto, 0s
acidos cafeico e 5-cafeoilquinico foram capazes de reduzir a viabilidade celular da
linhagem HT-29, com modificagcdes no ciclo celular, levando ao aumento percentual de
células na fase GO/G1, acompanhada de reducdo de células na fase G2/M, além de
promover um aumento na taxa de apoptose. Os acidos cafeico e 5-cafeoilquinico
mostraram-se potentes inibidores do crescimento celular, sugerindo, portanto, uma
modulacdo do ciclo celular nas células de cancer de colon, com um aumento da
apoptose. Estes dados abrem uma série de perspectivas sobre a utilizacdo destes

compostos na prevencgao e tratamento do cancer de colon.

Palavras-chave: Acido 5-cafeoilquinico. Acido cafeico. Cancer de célon.



ABSTRACT

Colon cancer is the third most prevalent, with the appearance of one million new
cases per year and approximately half a million annual deaths. This is a multifactorial
disease with complex interactions. Currently, great attention great attention has been
given to preventive strategies, and in this context, use of functional foods with
chemopreventive compounds appears to contribute much in this process, working
with different mechanisms of action. Among the substances, we highlight the
consumption of hydroxycinnamic acids is associated with reduced risk of chronic
diseases, including cancer. This study aimed to evaluate the antioxidant proprieties
of caffeic (CA) and 5-caffeoylquinic (5-CQA) acids, the intestinal uptake and the
influence of these compounds in cell viability, cell cycle progression and apoptosis of
HT-29 human colon adenocarcinoma. The cell line HT-29 was incubated with DMEM
supplemented with 10% fetal bovine serum under an atmosphere of 5% CO2 at
37°C. Cells were incubated with different concentrations of caffeic and 5-caffeoylquini
acids (1.25 to 80 uM) from 0.5 to 96hs, depending on the assay. Antioxidant activity
was measured by DPPH, FRAP and ORAC and cellular uptake were analyzed by
HPLC and HPLC-MS. Cell viability, cell cycle and apoptosis was measured,
respectively, using MTT method and flow cytometry. Results demonstrated that CA
and 5-CQA are potent antioxidants agents, which are capable of being absorbed and
metabolized by human colon adenocarcinoma cells (HT-29), resulting in
intermediates compounds and other secondary metabolites. Caffeic and 5-
cafeoylquinic acids also were able to reduce the cell viability of the HT-29 cell line,
promoting changes in the cell cycle leading to increased percentage of cells in
GO/G1 phase, followed by a reduction of cells in G2/M phase, besides promoting
increased rate of apoptosis. Thus, caffeic and 5-caffeoylquinic acids showed as
potent inhibitors of cell growth, suggesting a modulation of the cell cycle of colon
cancer cell lines, with an increase in apoptosis. These data opens up a number of
perspectives on the use of these compounds in the prevention and treatment of colon

cancer.

Keywords: 5-caffeoylquinic acid. Caffeic acid. Colon cancer.
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1 INTRODUCAO

O cancer de célon configura-se como o terceiro tipo de cancer mais comum
entre os homens e o segundo entre as mulheres, com um percentual de incidéncia
mundial de cerca de 9,7% (INCA, 2011). A cada ano, no mundo, séo diagnosticados
cerca de um milhdo de novos casos e, neste mesmo periodo, ocorre meio milhdo de
mortes consequentes do cancer colorretal (SANTOS JUNIOR, 2007).

O cancer de célon €, em geral, uma neoplasia maligna e, esta relacionado a
fatores ambientais, especialmente dietéticos, a predisposicdo genética e a
obesidade, entre outros fatores (DINI & KOFF, 2006).

Diversas estratégias preventivas vém sendo utilizadas no combate aos mais
variados tipos de cancer e, neste contexto, a utilizacdo de alimentos que contenham
compostos quimiopreventivos, também chamados de bioativos, parecem contribuir
positivamente, atuando através de diferentes mecanismos de acdo que incluem:
anti-carcinogénicos,  antioxidantes, anti-inflamatérios e  antiangiogénicos
(UPADHYAYA et al., 2007). Entre estes compostos, os acidos clorogénicos tém sido
estudado devido ao seu potencial na prevencao de diversos tipos de cancer (CAVIN,
2002; ULLMAN & ITZKOWITZ, 2011).

Acido clorogénico (CGA) é o nome utilizado para identificar um grupo de
compostos fendlicos formados a partir da esterificacdo entre os acidos trans-
cindmicos (p-cumarico, ferulico e cafeico) e o acido quinico (CLIFFORD, 1999;
2000). Dentre os compostos da familia dos CGA, o acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) é
um dos compostos mais abundantes e mais encontrados em alimentos naturais
(MANACH et al., 2004; HIGDON & FREI, 2006).

Os CGA sao abundantes em gréos de café, frutas vermelhas, macas, cidra e,
em alguns outros vegetais, como batata-doce e cenoura, além de estarem presentes
em vinhos e diferentes ervas, tal como, erva-mate (CLIFFORD, 1999).

Estudos recentes indicam que somente uma pequena porcentagem dos CGA
ingeridos € absorvida no estdbmago, sendo a maior parte destes metabolizados e
absorvidos a nivel intestinal. Os CGA nao absorvidos no intestino delgado seguem
em direcdo ao intestino grosso, onde, entdo, estes podem sofrer acdo de bactérias
intestinais (DUARTE & FARAH 2011; MARQUES & FARAH, 2010; MONTEIRO,
MARQUES & FARAH, 2010a).
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Diversos trabalhos demonstram que os CGA exercem papel preventivo no
desenvolvimento do céncer de cdlon humano e inibem a proliferacdo de células
tumorais de diferentes linhagens (MCCANN et al.,, 2007; JANICKE et al., 2011;
KURATA et al., 2007; JAGANATHAN et al., 2009). Evidéncias sugerem que a
inibicdo do crescimento celular, a desregulacdo do ciclo celular e a inducdo da
apoptose sejam dependentes da interferéncia sobre o potencial redox destas
células, devido ao potencial antioxidante destes compostos (GRANADO-SERRANO
et al., 2007).

Adicionalmente, ensaios in vivo e in vitro também tém sido realizados no
intuito de confirmar as propriedades dos CGA. Algumas destas propriedades,
verificadas nos ensaios in vitro incluem: atividade antioxidante (MOREIRA et al.,
2005), imuno-estimulante (TATEFUJI et al., 1996); efeito indutor no aumento da
imunidade (FARAH, 2004), caracteristica anti-mutagénica (WOOD et al., 1982) e
neuroprotetora (KIM et al., 2005).

Apesar de ndo ser considerado um nutriente essencial, estudos tém
demonstrado que os CGA podem trazer muitos beneficios para a saude humana
(BOSSCHER, et al., 2009). Visto que os CGA sao extensamente metabolizados no
organismo humano, € de extrema importancia que os efeitos in vitro e in vivo destes
compostos sejam avaliados.

A partir do exposto acima, justifica-se a realizacdo de pesquisas direcionadas
ao estudo da captacao intestinal dos acidos clorogénicos e o efeito dos mesmos
sobre células de cancer de célon humano, no intuito de avaliar a implicacdo desses

compostos fendlicos na prevencao do desenvolvimento do cancer colorretal.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 INTESTINO GROSSO: O COLON

O intestino grosso € composto pelo célon e reto, sendo que a maior parte
deste € composta pelo célon, um tubo muscular de aproximadamente 1,5m de
comprimento, dividido em quatro segmentos de acordo com suprimento vascular
para cada parte: colon ascendente, célon transverso, célon descendente e sigmoide
(YEATMAN, T.J., 2001).

A porcéo inicial do intestino grosso é denominada ceco e € onde se encontra
o apéndice vermiforme. Junto a parede abdominal direita, em dire¢cdo ascendente ao
figado, encontra-se o segmento chamado de coélon ascendente. Apds este, o
intestino grosso atravessa o abdome até a parede abdominal esquerda, junto ao
baco, passando, entdo, a ser denominado de célon transverso. O célon transverso,
por sua vez, segue até a parte inferior esquerda, passando a ser denominado de
célon descendente (BRASIL, 2003) (Figura 1).

As juncBes entre o coblon ascendente e transverso e entre este e o
descendente sao chamadas de flexuras hepatica e esplénica, respectivamente.
Apés o célon descendente, o intestino grosso torna-se solto e em forma de “S”,
recebendo o nome de sigmdide (ALTERI, R. et al., 2011).
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Figura 1. Representacdo anatdmica do intestino grosso. Extraido de Yeatman, 2001.
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As paredes do coélon e reto sdo compostas de varias camadas, incluindo
mucosa, submucosa, muscular prépria e serosa. A camada mais intima da parede
do intestino, a mucosa, € composta por uma camada Unica de células epiteliais
colunares, a qual produz grande quantidade de muco, sendo, assim, denominadas
de células caliciformes. Este € o sitio das primeiras alteragfes genéticas que levam
ao desenvolvimento do cancer (YEATMAN, T.J., 2001).

2.2 CANCER DE COLON

O céancer € uma doenca resultante de alteracdes genéticas que sdo capazes
de alterar a constituicdo quimica do DNA. Geralmente, 0os genes atingidos estédo
relacionados aos processos de inducao e controle do ciclo de divisao celular e/ou a
um desequilibrio no controle da morte celular programada (FERREIRA & ROCHA,
2004).

No crescimento celular, hA um aumento da massa celular, duplicacdo do
DNA, divisdo da célula em duas idénticas e descricdo do ciclo mitético, através das
seguintes fases: G1, S, G2, M e GO (BRASIL, 2003). O controle deste crescimento
celular parece estar na dependéncia de fatores estimulantes e inibidores.
Normalmente, o crescimento celular encontra-se em equilibrio, até que haja o
surgimento de um estimulo de crescimento efetivo, sem ativacdo do mecanismo
inibidor (ALBERTS et al., 2004).

Em algumas ocasifes, pode ocorrer a ruptura dos mecanismos reguladores
da multiplicagdo celular e, uma célula comecar a crescer e dividir-se
desordenadamente. Pode dai resultar um clone de células descendentes, herdeiras
dessa propensdo ao crescimento e divisdo anémalos, insensiveis aos mecanismos
reguladores normais, que resulta na formacdo do que se chama tumor ou neoplasia,
que pode ser benigna ou maligna (INCA, 1999).

Os tumores ou neoplasias malignas originadas dos epitélios de revestimento
externo e interno sdo denominados carcinomas. Quando o epitélio de origem for
glandular, passam, contudo, a ser chamadas de adenocarcinomas (INCA, 1999).

Acredita-se que muitos agentes ambientais tais como virus, agentes quimicos
e fatores dietéticos possam causar as anormalidades genéticas presentes nos

tumores. Em relac&o aos fatores dietéticos, estima-se que cerca de 30-40% de todos
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0s casos de cancer sao influenciados pelos habitos alimentares (ARDEKANI &
JABBARI, 2009).

Levantamentos recentes, que avaliaram a incidéncia de céancer mundial,
estimaram que em todo mundo 12,7 milhdes de novos casos e 7,6 milhdes de
mortes por cancer ocorreram em 2008. Conforme apresentado na Tabela 1, o
cancer de pulmao prevalece entre os de maior incidéncia, seguido dos canceres de

mama, colorretal, estbmago, préstata e figado (FERLAY et al., 2010).

Tabela 1. Percentual de incidéncia dos diversos tipos de canceres no mundo.

TIPO DE CANCER PERCENTUAL DE INCIDENCIA
Pulmao 12, 7%
Mama 10,9%
Colorretal 9,7%
Estémago 7,8%
Prostata 7,2%
Figado 5,9%

Fonte: Adaptado de Instituto Nacional do Cancer (INCA), 2011.

Ao avaliar o cancer colorretal, cerca de 608 mil mortes séo estimadas em todo
o mundo. Conforme demonstrado na Figura 2, para o Brasil, no ano de 2012, foram
estimados 14.180 casos novos de cancer do colon em homens e 15.960 em
mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 15 casos novos a
cada 100 mil homens e 16 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2011).
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Localizacao primarla  casosnovos  percentual Localizacdo priméria £asos noves  percentual

Priistata 60180  308% Homens Mulheres  Mama Feminina 52.680 2T a%
Tragueia, Bronguio e Pulmao 17210 85% Colo do Utero 17.540 9.3%
Cibon & Aeto 14,180 7.3% Galon & Reto 15.960 8.4%
Estimano 12.670 6.9% GEndula Tiregide 10.5%) 5.6%
Cavidade Oral 0.890 B1% Traqueia, Branquio & Pulmdo  10.110 5.3%
Esdfago P 40% Estimago 420 3.9%
Bexiga G.210 3.2% Owario f.1490 3.3%
Laringe 6,110 31% Corpo da Utero 4,520 2.4%
Linfoma ndo Hodgkin 5.190 2,7% Linfoma néo Hodgkin 4.450 24%
Sisterna Nervoso Ceniral 4820 25% Sistema Nervoso Central 4,450 24%

Figura 2. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de céncer mais incidentes para 2012 por sexo,
exceto pele ndo melanoma (Adaptado de INCA, 2011).

O cancer do célon configura-se como o terceiro tipo de cancer mais comum
entre 0s homens e o segundo entre as mulheres e estima-se que cerca de 60% dos
casos ocorrem em regides mais desenvolvidas (INCA, 2011).

Em particular, o cancer colorretal desenvolve-se através de varios estagios. O
primeiro estagio € caracterizado pela hiperplasia, resultante de mutacdes nos genes
responsaveis pela reparacdo do DNA e, em alguns casos, por uma hiperproliferacéo
incontrolavel de células nas criptas do célon. Adicionalmente, mutagdes nos genes
que controlam o ciclo celular podem ocorrer e levar a uma expansado de clones
neoplasicos a partir das células das criptas intestinais. Rapidamente, a neoplasia
intraepitelial espalha-se para varios locais da mucosa do célon, dando origem aos
pélipos adenomatosos, 0s quais permanecem, ainda nesta fase, pré-invasivos ou
pré-malignos. Contudo, estas células podem se tornar invasivas ao cruzarem a
membrana basal do epitélio e se expandir para outros tecidos (ROYNETTE et al.,
2004).

Portanto, o desenvolvimento da neoplasia do c6lon segue uma progressao
clara, atribuida a transformacéo do epitélio normal da mucosa do célon a pélipos
adenomatosos e, por ultimo, ao cancer invasivo (PALOZZA et al., 2009; SERVEI
CATALA DE LA SALUT, 2000). A sequéncia adenoma-cancer representa a
contrapartida morfolégica da carcinogénese por multiplos passos dirigidos por
alteracdes genéticas. O adenoma ou polipo adenomatoso tem papel fundamental no
desenvolvimento do céncer, sendo reconhecido como sua Unica lesdo precursora
(BRASIL, 2003) (Figura 3).

24



o

I LT .

DISPLASIA ADENOMA | ADENOMA I ADENOMA 111 NEOPLASIA

Figura 3. Sequéncia adenoma-céancer (BRASIL, 2003).

A mais forte evidéncia indireta de que os pdlipos adenomatosos originam
cancer provem do estudo do “National Polyp Study” (NPS), conduzido nos Estados
Unidos. Nesse estudo, 1418 pacientes foram submetidos a colonoscopia e tiveram
todos os pdlipos encontrados removidos. Apds seguimento de seis anos, observou-
se uma reducao de 76 a 90% na incidéncia de cancer do intestino em relacao a trés
populacdes de referéncia (BRASIL, 2003).

Quanto ao potencial maligno de polipos adenomatosos, foi demonstrado no
NPS que o risco de cancer aumenta para um adenoma com 0 seu tamanho e
quando sua histologia é do tipo vilosa. A transformagéo maligna de um polipo maior
que 1 cm ocorreu em periodo médio de 5,5 anos e de pdlipos menores, em cerca de
10 anos, demonstrando a designada seqiiéncia adenoma-cancer. Estes canceres
foram detectados por colonoscopia e ndo pela presenca dos sintomas, o que
demonstra, de acordo com este estudo, a longa evolucdo natural do céancer
originado de um adenoma (BRASIL, 2003).

Discute-se, em certo nimero de casos, se 0 cancer do intestino pode se
desenvolver sem passar pela seqiéncia adenoma-cancer, isto €, o chamado cancer
“‘de novo”. Nas doencas inflamatérias crbnicas intestinais € provavel que focos
pequenos e planos de displasia epitelial possam desencadear a via histogenética, a
semelhanca do que ocorre para o cancer gastrico e do eséfago (BRASIL, 2003).

Atualmente, a correlacdo entre os aspectos histologicos e a expressao de
diferentes proteinas mostrou que cada processo da carcionogénese é intermediado

por um grande numero de moléculas protéicas que desempenham funcdes
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especificas. A Tabela 2 ilustra as principais etapas da carcinogénese e as proteinas

envolvidas.

Tabela 2. Etapas da carcinogénese e proteinas relacionadas a cada etapa.

ETAPAS DA CARCINOGENESE PROTEINAS RELACIONADAS
Proliferagao celular Ciclinas A,B,D1eE
p15
p27
p53
Bcl-2
Angiogénese VEGF
COX-2
FGF
Invasao Filamina
Vilina
Fibronectina
Colageno
Migracao Lectinas
Integrinas
Caderinas

Metaloproteases
Fonte: Pinho, M.S.L. Biologia Molecular do Cancer Colorretal: uma revolucéo

silenciosa em andamento. Rev. Bras. Coloproct., 28 (3), 353-368, 2008.

2.2.1 Sinais, sintomas e fatores de risco para o cancer de célon

O cancer colorretal, em estégio inicial, normalmente ndo apresenta sintomas,
sendo, portanto, de fundamental importancia a realizacdo dos testes de rastreio
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

Alguns sinais que podem aparecer sdo: sangramento retal, presenca de
sangue nas fezes, alteracdo do habito intestinal, cdlicas na parte inferior do
abddémen, sensacdo de desconforto, auséncia de peristaltismo e perda de peso
anormal ndo programada (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

Os sinais e sintomas mais prevalentes, segundo estudo realizado por
Carneiro et al. (2006) foram: dor abdominal, presente em 72,7% dos casos;
alteracdo do habito intestinal que se apresentava em 63,6% dos casos, além de
perda ponderal, dor retal e hematoquezia, presentes em 54,5% dos casos.
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Em geral, o cancer colorretal é diagnosticado em sua fase avangada, mesmo
em individuos assintométicos submetidos a rastreamento prévio por colonoscopia e,
0s sinais e sintomas podem variar de acordo com a localizagdo do tumor (CRUZ et
al., 2007).

Existem muitos fatores que aumentam ou diminuem o risco de cancer
colorretal, sendo alguns modificaveis e outros ndo (Tabela 3). Os fatores de risco
nao modificaveis incluem historico pessoal ou familiar de cancer colorretal ou pélipos
adenomatosos, e uma historia pessoal de doenca inflamatoria intestinal crénica. Ja,
os fatores de risco modificaveis, que normalmente tém sido associados com um
risco aumentado de cancer colorretal em estudos epidemioldgicos, incluem o
sedentarismo, a obesidade, o consumo elevado de carnes vermelhas ou
processadas, tabagismo e consumo moderado a elevado de alcool.

Pessoas com um parente de primeiro grau (pai, irméo ou filho), que ja teve
cancer colorretal ttm 2 a 3 vezes mais risco de desenvolver a doenga em
comparacao com individuos sem histéria familiar. Se o parente foi diagnosticado em
uma idade jovem, ou se had mais de um parente afetado pela doenca, o risco
aumenta para 3 a 6 vezes do que a populacdo em geral (BUTTERWORTH et al.,
2006; JOHNS & HOULSTON, 2001).

Individuos portadores de doenca inflamatoria intestinal cronica, tais como,
colite ulcerativa e doenca de Crohn, tém um risco aumentado de desenvolver cancer
colorretal, risco este que aumenta com a extensdo e duracdo da doenca
(BERNSTEIN et al., 2001).

Estudo recente concluiu, contudo, que cerca de um quarto dos casos de
cancer colorretal pode ser evitado seguindo um estilo de vida saudavel, ou seja, a
manutencdo de um peso adequado, ser fisicamente ativo, adotar uma dieta

saudavel, ndo fumar e nao beber quantidades excessivas de alcool.
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Tabela 3. Principais fatores de risco para cancer colorretal.

FATORES QUE AUMENTAM O RISCO RISCO RELATIVO )

Hereditariedade e histéria médica
Historia familiar

= 1 parente de primeiro grau 2.2
= Mais do que 1 parente 4.0
» Parentes com diagnéstico antes dos 45 anos 3.9

Doenca inflamatéria intestinal (colon)
= Doenca de Crohn

= Colite ulcerativa 2.6
Cdlon

Reto 1.9

Diabetes 1.2

Outros fatores

= Obesidade 1.2

= Consumo de carne vermelha 1.2

= Consumo de carne processada 1.2

= Fumar 1.2

= Consumo de alcool 1.1

Fatores que diminuem o risco
= Atividade fisica

Homens 0.8
Mulheres 0.7
= Caélcio 0.8
» Ingestao de leite 0.9

® Risco relativo compara o risco de desenvolvimento da doenca entre um grupo de pessoas com uma determinada exposi¢io
em relagdo a um grupo de pessoas sem esta exposi¢do. Fatores de risco dietéticos sdo normalmente avaliados comparando-

se um alto consumo com baixo consumo. Se o risco relativo for maior do que 1.0, o risco € maior entre as pessoas expostas do
que as nao expostas. Se o risco relativo for menor do que 1.0 indica um efeito protetor.

Fonte: adaptado de Alteri et al., 2011.

2.2.2 Screening e diagnostico

O aspecto mais desfavoravel relacionado ao cancer de célon esta ligado ao
seu diagnostico e decorre do silencioso desenvolvimento da lesdo e do longo
periodo em que ela permanece assintomatica (FABRE et al., 2000; JANAKIRAM &
RAO, 2008).

O teste de rastreio se faz importante, portanto, por indicar a presenca de
polipos ou cancer antes do surgimento dos primeiros sintomas. Quanto mais cedo, a
doenca for confirmada, mais efetivo ser4d o tratamento e as chances de cura
(CUTSEM & OLIVEIRA, 2008; ZAVORAL et al., 2009). O rastreio € o programa para

a efetiva utilizacdo de testes, relativamente, simples e baratos, em uma grande
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populacdo de individuos assintomaticos, a fim de identificar aqueles com risco
elevado de desenvolver cancer ou uma lesdo pré-maligna. Somente os individuos
testes positivos, no teste de rastreamento, serdo submetidos ao mais complexo
diagnoéstico (ALMEIDA et al., 2000; PATWARDHAN et al., 2006).

O rastreio na populagdo geral tem-se concentrado no uso da pesquisa de
sangue oculto nas fezes (PSOF) e na sigmoidoscopia flexivel (SF) (SHOKAR et al.,
2010; CUTSEM & OLIVEIRA, 2008; MELO & BRAGA, 2003; U. S. PREVENTIVE
SERVICES TASK FORCE, 2002; ZAVORAL et al., 2009).

A PSOF é confiavel para a deteccdo de sangramento e ndo para diagndstico
de cancer gastrointestinal. Resultados falso-positivos podem ocorrer por perdas
sanguineas até o momento consideradas fisiologicas ou decorrente de lesdes nao
neoplasicas. Resultados falso-negativos também podem ocorrer e estdo
relacionados ao carater intermitente do sangramento das neoplasias. Por essa
razdo, é importante a associacdo do toque retal e da retossigmoidoscopia a
pesquisa do sangue oculto, para aumentar a porcentagem de diagnésticos positivos
no diagnéstico do cancer colorretal (BRASIL, 2003).

A sensibilidade dos testes mencionados varia entre 30% a 80% para o cancer
de célon e de 0% a 40% para os adenomas, podendo falhar a deteccdo de
adenomas de risco e mesmo de cancer de colon numa percentagem que pode ir até
70%. A especificidade para polipos e cancer de célon varia entre 95 a 98%
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

Por sua vez, a sigmoidoscopia flexivel € um exame endoscépico com alcance
méaximo para a flexura esplénica. E capaz de detectar pélipos de histologia e
potencial neoplasico variados, em cerca de 23 a 38% dos pacientes avaliados. Este
exame, portanto, € uma opcao alternativa ou complementar da pesquisa de sangue
oculto nas fezes no rastreio do cancer de célon (ALMEIDA et al., 2000).

O método de escolha para deteccao e remocdo de neoplasias de célon é a
colonoscopia, alargando os beneficios oferecidos pela sigmoidoscopia e pesquisa de
sangue oculto nas fezes (ALMEIDA et al., 2000). Sua maior vantagem é a
possibilidade de remocdo das lesdes patologicas dentro de um Udnico exame
(SERVEI CATALA DE LA SALUT, 2000). E mais sensivel na deteccdo de ambos os

adenomas e carcinomas, porém h& poucos dados disponiveis na reducdo da
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incidéncia e mortalidade por cancer de cdélon, e no intervalo recomendado entre 0s
exames (SCHMIEGEL et al., 2009).

O prognostico dos pacientes com cancer de colon esta claramente
relacionado com o grau de penetracdo do tumor através da parede do intestino, a
presenca ou auséncia de comprometimento nodal e a presengca ou auséncia de
metéstases. Essas trés caracteristicas formam a base para todos os sistemas de
testes desenvolvidos para esta doenca (PATWARDHAN et al., 2006; SERVEI

CATALA DE LA SALUT, 2000).

2.2.3 Estadiamento da doenca

Na presenca de um diagndstico de céncer de colon, faz-se necessario
determinar a extensdo da doenca e, de acordo com publicacdo do NCI — USA
(2008), exames adicionais aos que ja foram previamente realizados devem ser
solicitados. A mensuracdo do antigeno carcinoembrionario (CEA) tem grande
importancia prognostica, uma vez que este estara elevado nos individuos portadores
de céancer de célon. Uma nova colonoscopia, caso haja a necessidade de um exame
mais minucioso pode ser solicitada, bem como, exames que permitam diagnosticar a
disseminacéao de células neoplasicas aos demais 6rgaos (NCI — USA, 2008).

Estadiamento é o sistema usado para classificar o cancer de acordo com
regras estabelecidas e aceitas universalmente. O objetivo do estadiamento na
enfermidade neoplasica é o de identificar ndo somente a extenséo loco-regional da
lesdo primaria, mas também a sua extenséo a distancia, para a escolha da melhor
opcéao de tratamento (CORDEIRO et al., 2001).

Para o cancer colorretal, o estadiamento € determinado pela avaliagdo da
extensdo da sua penetracdo na espessura da parede intestinal, pela presenca ou
auséncia de metastases nos linfonodos ou pela propagacdo do tumor para outros
orgaos (metastases) (ALTERI et al., 2011).
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PROPAGA(}:»&O PARA
OUTROS ORGAOS

Figura 4. Progresséo da doenca (estagios 0-4) (NCI, 2006).

Conforme ilustrado na Figura 4, a doenca € dividida em cinco estagios e/ou
fases: i) fase 0= é o estadgio mais inicial de classificacdo, também chamado de
carcinoma in situ, pois o cancer se restringe ao revestimento interior do cdlon; ii) fase
1= o céancer se estende as camadas meédias do colon, mas ndo atravessa as
paredes do intestino; iii) fase 2= o tumor ultrapassa as paredes do intestino e
dissemina-se para tecidos vizinhos, mas ainda ndo acomete os ganglios da regiao;
iv) fase 3= o0 cancer invade os ganglios vizinhos, mas néo outras partes do corpo; v)
fase 4= é o estagio mais avancado da doenca. Nesta fase, o tumor ja é detectado a
distancia do local de origem, como no figado e nos pulmdes (NCI, 2006).

A Tabela 4 contém as defini¢cdes utilizadas pelo sistema de classificacdo de
tumores malignos (TNM) para determinar o estadiamento do cancer colorretal
(ALTERI et al., 2011). De acordo com a classificagdo TNM obtém-se a classificacdo
dos estadios de 0 a IV.
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Tabela 4. Sistema de classificacdo de tumores malignos (TNM) para o estadiamento do cancer

colorretal.
TNM
Tumor Primério (T) Linfonodos Regionais (N) Metastases a distancia (M)
(TX) Tumor primario (NX) Linfonodos regionais (MX) Presenca de
inacessivel inacessiveis metistases a distancia néo
pode ser observada
(NO) Sem evidéncias de (MO) Sem metastases a

(TO) Sem evidéncia do tumor
primario

(Tis)
intraepitelial ou invasdo da

Carcinoma in situ

lamina prépria

(T1) Tumor invadindo
submucosa
(T2) Tumor invadindo a

muscular prépria

(T3) Tumor invadindo através
da muscular prépria até
subserosa ou nos tecidos
pericélicos ndo peritonizados
ou perirretais

(T4)
diretamente outros 6rgdos ou

Tumor invadindo

estruturas e/ou perfurando

visceras peritoneais

linfonodos regionais

(N1) Metastases em um até
trés linfonodos pericélicos ou
perirretais

(N2) Metastases em quatro
ou mais linfonodos
pericolicos ou perirretais

(N3) Metéstase em qualquer
linfonodo ao longo da cadeia
vascular principal e/ou
metéstase no linfonodo apical

desta cadeia

distancia

(M1) Metéstases a distancia

* T traduz a extenséo do tumor primario, seu grau de penetracdo na parede intestinal,
N traduz a presenca ou auséncia e extensdo das metastases linfonodais;
M traduz a presenca ou auséncia de metastases a outros 6rgaos.

Fonte: BRASIL, 2003.
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Tabela 4. Sistema de classificacdo de tumores malignos (TNM) para o estadiamento do cancer

colorretal.

AJCC/UICC TUMOR LINFONODOS METASTASES DUKES ASTLER

ESTAGIO PRIMARIO REGIONAIS A DISTANCIA COLLER
Estadio 0 Tis NO MO

Estadio | T1 NO MO A A
T2 NO MO A Bl
Estadio Il T3 NO MO B B2
T4 NO MO B B3
Estadio IlI Qualquer T N1 MO C C1
Qualquer T N2 MO C C2
Qualquer T N3 MO C C3
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1 C D

* T traduz a extensdo do tumor primario, seu grau de penetracdo na parede intestinal,
N traduz a presenca ou auséncia e extensdo das metastases linfonodais;
M traduz a presenc¢a ou auséncia de metastases a outros 6rgéos.
Fonte: BRASIL, 2003.

2.2.4 Terapéutica

A escolha do tratamento depende, principalmente, da localizacdo do tumor no
cOlon e da extensdo da doenca. As possiveis formas de tratamento dividem-se em
dois grupos: a terapia local e a terapia sistémica (NATIONAL CANCER INSTITUTE,
2006).

Conforme dados obtidos pelo NCI — USA (2006-2007), a terapia local engloba
a cirurgia e a radioterapia, pois ambos removem ou destroem o cancer localizado no
célon ou préximo a ele. Quando o tumor ja esta disseminado, a terapia local pode
ser util no controle da doenca nestas regides especificas. Por outro lado, a terapia
sistémica abrange a quimioterapia e a terapia bioldégica. Neste caso, a droga
administrada alcanca a corrente sanguinea a fim de destruir ou controlar o tumor,
em toda a extensao do corpo.

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) (1996-2010) e o Servico de Saude do
Cataldo (2000) relatam a cirurgia como o tratamento mais usual para o cancer de
colon.

Em pacientes com céancer de colon estagio Ill, sem contraindicacdes médicas
Ou psicossociais para o tratamento, € recomendada a quimioterapia adjuvante apés
resseccgao cirurgica. A poliquimioterapia paliativa também aumenta a sobrevida para
agueles com doenca em estagio IV, embora ndo seja curativa (PATWARDHAN,
2006; SARGENT et al., 2001).

33



A terapia biologica, as vezes, administrada em conjunto com a quimioterapia,
€ muito utilizada nos estagios mais avancados da doenca. Neste, o paciente recebe
um anticorpo monoclonal, o qual alcanca as células cancerigenas interferindo em
seu crescimento e na disseminacao da doenca (KLEIJN & PUNT, 2002). Ja o papel
da radioterapia adjuvante para pacientes com cancer de colon ndo esta bem definido
(PATWARDHAN, 20086).

Em relacdo aos efeitos colaterais, estes dependem do tratamento e,
sobretudo, dos farmacos e doses utilizadas. Os farmacos utilizados no tratamento do
cancer de colon podem danificar também as células sadias do corpo que
apresentam alta capacidade proliferativa, reduzindo, portanto, a atividade
imunologica do paciente, uma vez que atuam, principalmente, em células
sanguineas, hepaticas e intestinais (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

2.2.5 Cancer de célon e fatores dietéticos

Apesar das causas de cancer de célon ndo serem totalmente compreendidas,
fatores dietéticos parecem ser importantes. Os estudos destacam a importancia das
influéncias ambientais sobre o desenvolvimento do cancer colorretal e sugerem que
o estilo de vida caracteristico dos paises industrializados, tais como habitos
alimentares, obesidade e inatividade fisica parecem desempenhar papel
fundamental na etiologia da doenca. Os habitos alimentares tém sido considerados
importantes influéncias no risco de cancer colorretal e estima-se que até 90% das
mortes por cancer de colorretal nos EUA poderia ser prevenida por intervengao
dietética (HARRIS & GO, 2004).

Dentre os fatores dietéticos associados ao desenvolvimento do cancer
colorretal, sabe-se que a ingestdo de alimentos ricos em fibras alimentares e em
vitaminas do complexo B estaria associada a baixa incidéncia (SCHARLAU et al.,
2009; HOWE et al.,1992). As hipdteses que justificam a associacdo inversa entre o
alto consumo de fibras alimentares e a baixa incidéncia de céncer colorretal sao:
reducdo do tempo de transito intestinal, diluicdo do contetdo no célon e estimulagéo
da fermentacéo pelas bactérias anaerobias, com aumento na producédo de acidos

graxos de cadeia curta (acetato, propionato e butirato) (SCHARLAU et al., 2009).
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Vale ressaltar que a ingestdo de alimentos ricos em fibras alimentares
também contribui para o0 aumento da ingestdo de outros nutrientes e fitoquimicos,
incluindo compostos fendlicos que possuem propriedades anticancerigenas (SURH,
2003). Dados epidemiolégicos mostram que o consumo de frutas e vegetais ricos
em compostos fendlicos, contribui para a reducao do risco de cancer (SUGIMURA,
2002). Os compostos fendlicos atuariam inibindo a geracdo de radicais livres,
interrompendo a propagacao de reacdes sequenciais de radicais livres e inibindo a
ativacdo metabolica de compostos carcinogénicos (BRASH et al., 2002).

Uma ampla classe de compostos bioativos tem sido investigada no intuito de
comprovar a sua relacdo tanto com a prevengdo como com o tratamento de certos
tipos de céancer, sendo que aqueles que possuem atividade antioxidante tém
apresentado indicios de seu eventual papel protetor sobre o cancer colorretal. Além
dos antioxidantes tradicionais como os carotendides e as vitaminas C e E, o0s
compostos fenodlicos tém sido descritos na literatura por possuir atividade
antioxidante superior a esses tradicionais antioxidantes (RICE-EVANS & MILLER,
1997).

Dentre os inimeros compostos fenolicos ja relatados na literatura, os acidos
hidroxicindmicos tém recebido atencdo da comunidade cientifica em virtude da sua
relacdo com a reducdo do risco relativo do desenvolvimento de alguns tipos de

cancer, dentre eles o cancer de célon (CAVIN, 2002).

2.3 LINHAGEM CELULAR DE ADENOCARCINOMA DE COLON HUMANO: HT-29

A linhagem HT-29 foi derivada, em 1964, a partir do tumor de uma mulher de
44 anos de idade com adenocarcinoma de colon. As células HT-29 séo células
epiteliais intestinais humanas, com caracteristica aderente e tumorogénica. Suas
estruturas morfolégicas incluem microvilosidades, microfilamentos, mitocéndrias com
granulos escuros e lisos, reticulo endoplasméatico rugoso e ribossomos livres,

goticulas lipidicas e muitos lisossomos secundaros (FOGH et al., 1977) (Figura 5).
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Figura 5. Imagem microscopica das células HT-29 em baixa e alta densidade (Adaptado de American
Type Culture Collection - ATCC).

As células HT-29 expressam receptores de uroquinase, mas ndo possuem
atividade detectavel do fator ativiador de plasminogénio (REITER et al.,1993). Séo
negativas para CD4, mas possuem uma expressdao na superficie da célula de
galactose ceramida (um possivel receptor alternativo para o HIV). A linhagem HT-29
expressa, ainda, os genes c-myc, K-ras, H-ras, N-ras, Myb, sis e os oncogenes fos
(FOGH, 1975; CHEN et. al, 1987).

Na linhagem celular HT-29 o antigeno da proteina p53 é produzido em
excesso. Consequentemente, os efeitos de inducdo da apoptose, mediados pela
proteina p53, estdo inativados garantindo a sobrevivéncia da célula (FOGH, 1975;
CHEN et al., 1987).

Em nosso estudo foi escolhida a linhagem celular de adenocarcinoma de
cOlon humano HT-29 para o estudo da captacao intestinal dos acidos cafeico e 5-
cafeoiquinico e o efeito dos mesmos sobre células de cancer de célon humano, no
intuito de avaliar a implicacdo desses compostos fendlicos na prevencdo do

desenvolvimento do cancer colorretal.
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A origem da linhagem HT-29 e a escassez de trabalhos em relagdo a mesma
e aos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico foram determinantes na escolha desta

linhagem para o estudo.

2.4 ACIDOS CLOROGENICOS

O termo &cido clorogénico (CGA) parece ter sido introduzido em 1846 para
designar um composto fendlico com funcdo acida, de estrutura desconhecida na
época, que conferia cor verde ao meio aquoso levemente alcalino e exposto ao ar
(DE MARIA E MOREIRA, 2004). Em 1907 este acido foi isolado na forma de um
complexo cristalino, denominado clorogenato de cafeina, a partir do qual se
preparou um &cido puro. A estrutura quimica para este composto foi estabelecida
por Fischer como &cido 3-cafeoilquinico (atualmente conhecido como &cido 5-
cafeoilquinico). Mais tarde, outros compostos fendlicos éacidos foram isolados,
caracterizados quanto a estrutura quimica e agrupados na mesma familia
(CLIFFORD et al., 2000).

De acordo com a sistematizacdo de Clifford (1979), os acidos clorogénicos
(CGA) sao descritos como sendo um conjunto de 5 grupos principais de compostos
fendlicos e seus isbmeros, formados, principalmente, pela esterificacdo do acido
quinico com um dos seguintes acidos derivados dos acidos hidroxicinamicos: o
acido caféico (CA), o ferulico (FA), ou o p-cumarico (o-CoA).

Estes grupos sdo: (i) é&cidos cafeoilquinicos (CQA), formados pela
esterificacdo do &acido quinico com uma molécula do acido cafeico, com trés
isémeros principais, 3-CQA, 4-CQA e 5-CQA; (ii) acidos dicafeoilquinicos (diCQA),
formados pela esterificacdo do acido quinico com duas moléculas de &cido cafeico,
cujos isbmeros principais sdo 3,4-diCQA, 3,5-diCQA e 4,5-diCQA,; (iii) acidos
feruloilquinicos (FQA), formados pela esterificacdo do acido quinico com uma
molécula do &cido ferulico, com trés isémeros principais, 3-FQA, 4-FQA e 5-FQA,; (iv)
acidos p-cumaroilguinicos (CoQA), formados pela esterificagdo do acido quinico com
uma molécula do acido p-CoA, com trés isébmeros principais, 3-CoQA, 4-CoQA e 5-
CoQA e, (v) acidos cafeaoilferuloilquinicos (CFQA), formados pela esterificacdo do
acido quinico com uma molécula do acido cafeico e ferulico.

Dentre os isbmeros de CGA, o acido 5-cafeoilquinico (5-CQA), sintetizado a

partir da esterificacdo de uma molécula do acido cafeico com o acido quinico, na
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posicdo 5 do anel aromético, € um dos compostos mais abundantes e mais
encontrados nos alimentos (MANACH et al., 2004; HIGDON & FREI, 2006).

Nas Figuras 6 estdo ilustradas as estruturas quimicas dos precursores dos
acidos clorogénicos e do 5-CQA.

a) b)
6 OH 4
//’h'“"“-31-*-'“"7""'“ OH HO.,C T R
HOC + __I{ "
1 = . A
OH OH -~ OH
Acido quinico R1 = OH = &cido cafeico

R1 = OCHS3 = 4cido ferulico
R1 = H = acido p-cumarico

OH

‘ o R = OH = 5-CQA
HOYo— R = OCH3 = 5-FQA

Figura 6. Estrutura quimica do acido quinico (a), dos &cidos hidroxicinamicos (b) e exemplo de um
isdmero de um monoéster do acido clorogénico (c). Fonte: Rocha et al., 2012.

Os CGA estdo presentes na maioria das espécies do reino vegetal, onde
exercem a funcdo de protecdo contra predadores e microorganismos e Sao
precursores metabodlicos na biossintese da parede celular e do controle da
germinacao e do crescimento celular, através da regulagéo dos niveis de acido indol

acético, um horménio de crescimento vegetal (FARAH & DONANGELO, 2006).
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Em relagdo as fontes alimentares, os CGA sdo abundantes em gréos de cafe,
ervas medicinais, propolis, magas, frutas vermelhas e, em alguns vegetais, tais

como, batata doce e cenoura (Tabela 5).

Tabela 5. Teores de acidos clorogénicos em diferentes alimentos™.

Alimento Total CQA  Total di-CQA  Total CGA
C. canephora torra média (Brasil)* 1482,4 140,8 1623,2
C. arabica torra média (Brasil)? 1068,2 90,0 1158,2
Casca de batata doce? 436,0 603,0 1039,0
Prépolis® 715,2 265,0 980,2
Ameixa seca? 955,0 10,0 965,0
Uva? 162,0 20,0 182,0
Péra? 155,0 15,0 170,0
Cereja? 135,0 2,0 137,0

* Resultados expressos em mg 100g*
IFARAH, et al., 2006.

2Sondheimer, 1958.

SPereira et al., 2003.

2.4.1 Absorcdo, biodisponibilidade e distribuicdo dos acidos clorogénicos no

organismo

Apesar dos varios estudos realizados in vitro, in vivo e em modelos animais
no intuito de avaliar as propriedades biofarmacologicas dos CGA, dados sobre sua
biodisponibilidade em humanos ainda sdo escassos.

Até pouco tempo, apenas tragos de CA e/ou 5-CQA haviam sido identificados
no plasma de animais e humanos (LAFAY et al.,, 2006a; WITTEMER et al., 2005;
OLTHOF et al., 2003; RICE-EVANS et al.,, 2000; CHOUDHURY et al., 1999). No
entanto, atualmente sabe-se que a absorcdo dos CGA é muito superior ao que se
pensava e estudos demonstraram que alguns individuos parecem ser capazes de
absorver até 73% do total de CGA ingerido (FARAH et al., 2008).

De acordo com trabalhos descritos na literatura, os CGA parecem seguir a
mesma rota de absorgéo e metabolizagcdo de outros polifendis (OLTHOF et al., 2003;
MANACH et al.,, 2004). Sua absorgcéo parece ocorrer no intestino delgado ou no
colon e, uma vez absorvidos seriam transportados para o figado, tecidos extra-
hepaticos ou rim, onde seriam entdo excretados pela urina e pela bile. Segundo
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Bravo (1998), a maioria dos polifendis atinge a concentracdo plasmética maxima 1 a
2 h ap6s a sua ingestdo. Contudo, concentracdes plasméticas maximas para o0s
CQA e diCQA ja foram observadas 8 h apés a ingestdo de extrato seco de café
verde (FARAH et al., 2008).

A concentracao plasmatica maxima do total de CGA no organismo humano foi
descrita ser em torno de 15 pmol/L. Ao avaliar o principal isdbmero dos CGA, o 5-
cafeoilquinico (5-CQA), sua concentracdo plasmatica maxima é de cerca de 6
pmol/L. Além dos principais isbmeros de CGA, sabe-se que alguns dos seus
metabolitos (acidos cafeico, ferulico, isoferdlico e p-cumarico) também séo
biodisponiveis no organismo humano em concentragfes plasmaticas maximas em
torno de 1,0 umol/L (FARAH et al., 2008; MONTEIRO et al., 2007).

Estudos sugerem pouca ou nenhuma modificacdo dos compostos fendlicos,
incluindo os CGA, durante a mastigacdo (FARAH, 2004). Também é conhecido que
0os CGA e outros cinamatos ndo sofrem hidrélise pelo suco gastrico (LAMBERT et
al., 1999; RECHNER et al., 2001; FARAH, 2004). Portanto, durante o processo de
digestao esses compostos parecem seguir integros em direcéo ao intestino delgado,
onde seriam conjugados, absorvidos e/ou parcialmente degradados (DUARTE &
FARAH, 2011; MARQUES & FARAH, 2010; MONTEIRO et al., 2010a; FARAH,
2004). Choudhury et al. (1999) sugeriram que em ratos, pelo menos uma pequena
porcao do 5-CQA ingerida é absorvida, preferencialmente pelo jejuno em relacdo ao
ileo. Além disso, ao avaliar o efeito de fluidos digestivos sobre os CGA do café,
Farah (2004) observou que os fluidos entéricos com pH alcalino, tenderam a
ocasionar isomerizacdo e hidrélise dos CGA do café, intensificadas a medida que o
pH e o tempo de exposi¢cdo € aumentado. No entanto, mesmo apdés 8 h de digestéo,
cerca de 80% dos CGA ainda permaneceram intactos (FARAH, 2004).

Recentemente, Farah et al. (2008) e Monteiro et al. (2007) demonstraram,
pela primeira vez, que os nove principais isomeros de CGA (3-, 4- e 5-CQA, 4- e 5-
FQA, 3,4-; 3,5; e 4,5-diCQA) sdo biodisponiveis no organismo humano. Os
resultados observados por Monteiro et al. (2007) e Farah et al. (2008) indicaram que
um pequeno percentual do CGA ingerido é absorvido no estdémago, sendo a maior
parte absorvida e metabolizada no intestino delgado. Olthof et al. (2003), ao avaliar a
biodisponibilidade dos CGA em pacientes ileostomizados apés o consumo de 5-

CQA, relatou que em média 67% do 5-CQA ingerido foi recuperado nos fluidos
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intestinais. Estimou-se, portanto, que 33% do 5-CQA foi absorvido por estes
pacientes. Estes resultados corroboram com o estudo de Farah et al. (2008) no qual
relataram em média 33% de biodisponibilidade aparente dos CGA em humanos.

Os CGA néao absorvidos pelo intestino delgado parecem seguir até o intestino
grosso, onde sofreriam a acdo de bactérias. De fato, Couteau et al. (2001)
descreveram que um grande numero de bactérias intestinais expressam atividade de
esterase e, portanto, seriam capazes de hidrolisar os CGA, produzindo acido cafeico
e outros metabdlitos no intestino grosso, que seriam entdo absorvidos nessa porcao
do organismo humano. Estas esterases sdo capazes de liberar a molécula do &cido
cindmico da estrutura do CGA, que a seguir podem ser absorvidos e metabolizados
aos seus metabolitos priméarios (acidos cafeico, ferulico, isoferdlico e p-cumarico)
(COUTEAU et al., 2001).

Contudo, o mecanismo de absorcdo dos CGA pelos enterdcitos ainda nao é
totalmente conhecido. Sabe-se que alguns compostos fendlicos apresentam
mecanismo de transporte ativo através de afinidade pelo transportador do acido
monocarboxilico (MCT), parecendo, entretanto, haver uma diversidade nas
caracteristicas de absorcao desses compostos (KONISHI et al., 2003).

Em cultura de células intestinais humanas Caco-2, observou-se que o fluxo
transepitelial do 5-CQA é significativamente menor que o fluxo do CA que, por sua
vez, € menor que o do FA, o que pode ser explicado, em parte, pela via de transporte
dos compostos através das membranas celulares: os CGA séo absorvidos apenas
por transporte paracelular, enquanto os acidos hidroxicinamicos livres sé&o
absorvidos também por transporte ativo mediado por transportadores de acidos
monocarboxilicos (KONISHI et al., 2006). Estes transportadores estdo presentes na
mucosa gastrointestinal e em diversos tecidos corporais e, portanto, poderiam
participar também do transporte dos acidos fendlicos em tecidos alvo (KARAKAYA,
2004).

Konishi e Kobayashi (2004) sugeriram que o 5-CQA penetra na célula
intestinal por difusdo passiva, enquanto o CA, além de entrar por difusdo passiva
utiliza também o MCT.

Parte dos CGA parecem ser absorvidos diretamente pelo sistema porta
seguindo até o figado, onde seriam entdo metabolizados, armazenados e/ou

liberados gradativamente pela bile para a circulacdo entero-hepatica (OLTHOF et al.,

41



2003; FARAH, 2004; MANACH et al., 2004). De fato, a presenca dos isbmeros dos
CQA e diCQA e dos acidos cafeico, ferulico e p-cumarico livres em saliva, fluidos
gastricos e entéricos de humanos apos 12 h de jejum ja foi relatada na literatura
(FARAH, 2004; MONTEIRO & FARAH, 2008). Isto sugere que o 5-CQA poderia
estar sendo armazenado de alguma forma no organismo humano e a medida que o
organismo necessitasse, eles seriam liberados através da circulagdo entero-
hepatica.

Ao contrario dos fluidos digestivos, a urina parece néo ser a principal rota de
excrecdo da forma intacta de CGA em humanos (FARAH et al., 2008), visto que
somente pequenas concentracdes dos isomeros 3-CQA, 4-CQA e 5-CQA foram
identificados na urina de humanos (MONTEIRO et al., 2007; FARAH et al., 2008;
DUARTE & FARAH, 2011; MARQUES & FARAH, 2010; MONTEIRO et al., 2010).
Os CGA e seus metabdlitos circulantes ap6s serem absorvidos seguiriam até o rim
onde poderiam ser metabolizados e excretados, principalmente na forma de
metabdlitos através da urina. Mais de 30 metabdlitos ja foram identificados na urina
de humanos apoés a ingestdo de CGA, sendo os acidos hipurico, ferdlico, isoferulico,
dihidroferulico, dihidrocafeico, galico, sinapinico, vanilico, p-hidroxibenzéico e m-
hidroxihipurico, entre outros, os principais metabdlitos dos CGA (RECHNER et al.,
2001; OLTHOF et al., 2003; MONTEIRO et al., 2007; FARAH et al., 2008; DUARTE
& FARAH, 2011; MARQUES & FARAH, 2010).

Considerando que somente pequenas concentracdes de CGA na urina apos a
ingestdo de café foram relatadas na literatura (MONTEIRO et al., 2007; FARAH et
al., 2008; DUARTE & FARAH, 2011; MARQUES & FARAH, 2010), é possivel que os
fluidos digestivos constituam a principal rota de excrecdo de formas intactas de CGA
(FARAH et al., 2006a; MONTEIRO & FARAH, 2008).

As Figuras 7 e 8 ilustram, respectivamente, 0s possiveis mecanismos de
absorcdo dos CGA e dos acidos hidroxicinamicos livres (PLUMB et al., 1999) e a
gama dos possiveis metabdlitos que podem ser formados a partir da metabolizagédo
dos CGA (CHOUDHURY et al., 1999).
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Figura 7. Possivel rota de absorcao dos &cidos clorogénicos e acidos hidroxicindmicos livres
(Rocha et al., 2012).
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Figura 8. Esquema proposto para o metabolismo dos &cidos clorogénicos (Duarte & Farah, 2011;
Monteiro, 2010a).

2.4.2 Propriedades bioativas dos acidos clorogénicos

Nos ultimos anos, estudos epidemiolégicos tém sugerido que os CGA
estariam relacionados com a reducdo do risco relativo do desenvolvimento de
diversas doencas, entre elas: hipertensao arterial (GARAMBONE & ROSA, 2007;
WATANABE, 2006), doencas coronarianas (BONITA et al., 2007), diabetes mellitus
tipo 2 (VAN DAM, 2006; SALAZAR-MARTINEZ, 2004), doenca de Alzheimer
(LINDSAY, 2002), cancer de coélon (CAVIN, 2002); cirrose hepatica e cancer de
figado (KLATSKY, 2006; LARSSON & WOLK, 2007; CORRAO, 2001); além de

alcoolismo, depresséo e suicidios (FLORES et al., 2000).
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Com base nos estudos epidemioldgicos, ensaios in vivo e in vitro também tém
sido realizados no intuito de confirmar essas propriedades. Algumas das
propriedades biofarmacoldgicas atribuidas aos CGA apds a realizacdo de estudos in
vivo e in vitro incluem: atividade antioxidante (PELLEGRINI et al., 2003), atividade
antiviral contra o virus da herpes e alguns tipos de adenovirus (CHIANG et al.,
2002); atividade antibacteriana contra enterobactérias (ALMEIDA et al., 2006) e
bactérias cariogénicas (ANTONIO et al., 2010); atividades hepatoprotetora (BASNET
et al., 1996); imuno-estimulante (TATEFUJI et al., 1996); anti-hipertensiva (KOZUMA
et al., 2005) e hipoglicemiante (BELKAID et al., 2006); efeito indutor na replicacao e
na mobilidade de macréfagos, e potencial aumento da imunidade (FARAH, 2004),
caracteristica anti-mutagénica (WOOD et al.,, 1982) e neuroprotetora (KIM et al.,

2005). Os principais papéis desempenhados por estes compostos seguem ilustrados

na Figura 9.
[ FUNCOES BIOLOGICAS |
Funcao anti- Funcao
mutagénica Fungdo neuroprotetora
antioxidante
Imunestimu- Atividade
[ lante ]\|/[ antibacteriana ]
ACIDOS CLORORGENICOS

Hipertensao Doenca
arterial cardiovascular
Cancer
Diabetes Cirrose
hepatica

[ PREVENCAO DE DOENCAS ]

Figura 9. Principais papéis dos acidos clorogénicos na prevencao de doencas.
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Das diversas propriedades farmacoldgicas atribuidas aos CGA, a atividade
antioxidante tem sido bastante estudada e estaria relacionada a protecdo contra os
danos provocados pelo estresse oxidativo, processo que leva a degeneracéao celular
e que tem sido relacionado com diversas doencas, entre elas o cancer (ULLMAN &
ITZKOWITZ, 2011). A capacidade dos CGA em eliminar os radicais livres e metais
pro-oxidantes, em parte, explica a associacdo destes compostos com a prevencgao
das diferentes patologias. Comparando-se o0 poder redutor dos acidos
hidroxicinamicos, o acido cafeico provou ser um antioxidante superior comparado
com o0s &cidos p-cumarico e ferdlico, inibindo a oxidagdo de LDL, sequestrando
radicais livres e o oxigénio singlete (GULCIN, 2006), além de inibir a formacédo de
compostos carcinogénicos (TAPIERO, et al., 2002).

Evidéncias recentes sugerem que os CGA podem também atuar através de
outros mecanismos, além da capacidade antioxidante, modulando a atividade de
algumas enzimas especificas e inibindo a proliferacdo celular (MANACH, 2004)
(Figura 10).

MMP-2 Bax NF-kB P16 ciclinaD1
MMP-9 Bak Bcl-2 P21 ciclinaE
VEGF JNK Espécies reativas P27 ciclinaB1
TGF-B fosforilagéo P42/44ERK de oxigénio
Caspases
Supressdo da metastase Apoptose Parada do ciclo celular

Figura 10. Mecanismo potencial da atividade anti-cAncer dos acidos hidroxicindmicos, incluindo os
acidos 5-cafeoilquinico e cafeico. As moléculas sinalizadoras que estdo sendo atividas pelos
compostos estdo expostas em italico, enquanto que aquelas que estdo sendo suprimidas estdo
expostas em negrito (Rocha et al., 2012).

Morishita et al. (1997) observaram em ratos que o acido 5-cafeoilquinico (5-
CQA) foi capaz de prevenir o desenvolvimento de lesbes pré-neoplasicas
denominadas focos de criptas aberrantes (FCAs), além de poder regredi-las.
Posteriormente, Mori et al. (2000) observaram que o 5-CQA e o FA foram capazes
de inibir a formacdo de FCAs e a carcinogénese colorretal em ratos e, portanto
poderiam exercer efeito na prevencdo de céancer colorretal em humanos.

Recentemente, Kurata et al. (2007) demonstraram que alguns isdmeros dos CGA
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presentes na batata doce foram capazes de suprimir a mutacédo de células normais,
bem como o crescimento de células, em especial cancer de estdbmago e célon, por
inducao da apoptose.

Estudo conduzido por Kasai et al. (2000), com intuito de identificar a presenca
de compostos com atividade antioxidante em vegetais e frutas que pudessem inibir
dano oxidativo ao DNA de ratos, demonstrou que os CGA encontrados nos extratos
de cenoura, bardana, damasco e ameixa preta sdo potentes inibidores da
peroxidacgéo lipidica in vitro. Além disso, o nivel de 8-hidroxideoxiguanosina (8-OH-
dG), marcador de estresse oxidativo celular durante a carcinogénese, foi menor nos
tecidos tratados com CGA, demonstrando, portanto, possivel acao

anticarcinogénica, também, in vivo.

2.4.3 Acidos 5-cafeoilquinico e cafeico: potentes compostos bioativos

Apesar da grande guantidade de
pesquisas e do grande desenvolvimento na udltima década, o cancer ainda é a
principal causa de morte em muitos paises de alta renda e esté prestes a se tornar a
principal causa de morbidade e mortalidade nas proximas décadas em todas as
regibes do mundo. Em funcdo disto, uma atencdo consideravel tem
sido focada na quimioprevencdo como uma abordagem alternativa para o controle e
prevencao do cancer de célon (KANG et al.,
2011).

Evidéncias de que os &cidos hidroxicinamicos, entre eles o 5-CQA e CA,
podem ter um potencial efeito inibitério na invasdo e metastase de canceres de
cbélon vem sendo cada vez mais relatada na literatura cientifica (WENG & Yen,
2012).

Jaganathan & Mandal (2009) demostraram que o CA promoveu um efeito
inibitorio dose-dependente sobre a proliferacdo de células HepG2. Nestas células, o
CA, em uma concentracao de 200 pg/mL, foi capaz de reduzir a viabilidade celular
em 61% comparado com o controle. O CA suprimiu a expressdo da
metaloproteinase-9 (MMP-9), bloqueando a atividade do NF-kB. Tais dados

reforcam os resultados obtidos por Rao et al. (1992), onde o CA, em uma
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concentragdo de 2500 pM, demonstrou inibir em 50% o crescimento de células de
adenocarcinoma de célon HT-29.

Da mesma forma, Chang et al. (2010) demonstraram, em seu estudo, que o
CA reduziu, significativamente, a proliferacdo de células HelLa (células de
adenocarcinoma cervical), em uma concentracdo também dose-dependente.
Evidéncias morfolégicas de apoptose, como fragmentacdo nuclear, foram
claramente observadas apés 24 h e 48 h de exposicdo ao composto (1 mM e 10
mM). O CA foi capaz de induzir a apoptose através da inibicdo da atividade da Bcl-2,
promovendo a liberagdo do citocromo-c e, subsequente ativacdo da caspase-3,
indicando, portanto, que este composto induz a apoptose através da via
mitocondrial. Isto sugere, portanto, que o CA possui um forte efeito anti-tumoral,
podendo ser um promissor agente quimiopreventivo ou quimioterapeutico.

Weng & Yen (2012) demonstraram, ainda, que o CA foi capaz de suprirmir a
invasdo de células AH109A in vitro (células de cancer hepético), além de inibir a
expressao das MMP-9 em células Hep3B (carcinoma hepatocelular).

Diante destas evidéncias, torna-se necessaria a realizacdo de pesquisas
direcionadas ao estudo da captacdo intestinal dos &cidos clorogénicos e
hidroxicinAmicos e o efeito dos mesmos sobre células de cancer de célon humano,
no intuito de avaliar a implicacao dessa classe de compostos fendlicos na prevencao

do desenvolvimento do cancer colorretal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
» |nvestigar a influéncia dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico no crescimento e
captacdo celular em linhagem de células de adenocarcinoma de cdlon
humano HT-29.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar a atividade antioxidante dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico, em
diferentes concentracoes;

* Avaliar a cinética de captacdo, em funcdo do tempo de incubacdo, dos
padrbes dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico isolados, em culturas de células
HT-29;

= Avaliar o efeito da incubacéo isolada dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico,
em funcdo do tempo de incubacédo e da concentracdo, sobre a viabilidade
celular de linhagem de células HT-29;

= Avaliar os efeitos dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico sobre as modificacfes

no ciclo celular e no processo de morte celular em linhagem de células HT-29.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

Os padrdes comerciais dos acidos cafeico, 5-cafeoilquinico, ferdlico (FA),
isoferulico (IsoFA), p-cumarico (p-CoA), dihidrocafeico (DHCA), vanilico (VA), galico
(GA), siringico, sinapico, trans-3 hidroxicinamico, p-hidroxibenzéico, 3,4-
dihidroxifenilacético, 2,4-dihidroxibenzdico, 3-(4-hidroxi)-fenilpropiénico e 4-
hidroxifenilacético foram adquiridos da Sigma-Aldrich, bem como, meio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), tripsina, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
tampao hepes e albumina de soro bovino.

O soro fetal bovino (SFB) foi adquirido da LaborClin (Campinas, SP, Brasil) e,
os frascos de cultura de células e raspadores de células foram obtidos da Nunc
(Roskilde, Dinamarca).

Também foram adquiridos da Sigma os seguintes reagentes: brometo de 3-
(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT), dodecil sulfato de sodio (SDS),
dimetilsulféxido (DMSO), radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), metanol, 2,2’-
azinobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH), Fluoresceina soédica, Trolox,
2,3,5-cloreto trifeniltetrazolium (TPTZ), fosfato de s6dio monobéasico monohidratado,
acetato de sodio anidro, cloreto de ferro e sulfato de ferro.

Todos os reagentes e compostos utilizados tinham grau de pureza analitica.

4.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO CA E 5-CQA ISOLADOS

A determinacao da atividade antioxidante foi avaliada através de trés métodos
distintos: método DPPH, capacidade ferri-redutora (FRAP) e a capacidade de

absorcéo de radical de oxigénio (ORAC).

4.2.1 Método DPPH

O método DPPH, adaptado por Sanchez-Moreno et al. (1998), é baseado na
captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por compostos com atividade
antioxidante, através do decréscimo da absorbancia. O radical DPPH possui uma

coloracdo violeta e, quando reduzido passa a ter coloracdo amarelada. Quando
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ocorre a adicdo de uma substancia antioxidante ao meio, capaz de ceder elétron
neutralizando esse radical livre, ocorre o decréscimo da absorbancia, monitorada a
515 nm.

Para as analises, inicialmente, foi preparado uma solucdo estoque de DPPH
na concentracdo de 0,06 mM. A partir da solugdo estoque, foram preparadas as
solucdes de trabalho de DPPH, nas seguintes concentrac¢des: 5 pM, 12,5 pM e 25
UM. Em ambiente escuro, uma aliquota de, aproximadamente, 4 mL de cada solugéo
de DPPH foi transferida para cubeta de vidro e a leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotometro a 515 nm. A partir das concentracdes de DPPH e das
respectivas absorbancias foi calculado a equacéo da reta da curva padrao de DPPH.

Para a determinacdo da atividade antioxidante das amostras pelo método
DPPH foram pesados 3,5 mg de 5-CQA e 2,0 mg de &cido cafeico e, diluidos,
separadamente, em 10 mL de agua destilada estéril. Aliqguotas de 3,0 mL de DPPH
da solucédo padréo foram, entéo, transferidas para tubos de ensaio e, acrescentadas
a quantidade de cada composto referente as concentracfes a serem analisadas
(1,25 puM; 2,5 uM; 5 uM; 10 pM; 20 uM; 40 uM e 80 uM). As amostras foram
mantidas em ambiente na auséncia da luz e, no momento da leitura foram
homogeneizadas em agitador de tubos.

As leituras (515 nm) foram monitoradas a cada minuto, sendo observada a
reducdo da absorbancia até a sua estabilizacdo. A leitura da absorbancia final para o
calculo do IC50 s6 foi realizada apés a estabilizacdo da absorbancia.

A porcentagem de DPPH remanescente foi calculada da seguinte forma: % de
DPPH- remanescente = 100 x [DPPH-Jremanescente / [DPPH ] inicial.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de
DPPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante
necessaria para decrescer a concentracao inicial de DPPH em 50% é denominada
concentragdo eficiente (CE50), também chamada de concentragéo inibitéria (IC50).
Portanto, quanto maior a capacidade antioxidante dos compostos encontrados nas
amostras estudadas, maior serd a neutralizagcdo do reagente DPPH e, portanto,
maior sera a perda da coloracdo violeta identificada pelo espectrofotometro. Os
resultados foram expressos como percentual de redu¢cdo do DPHH em relagdo a
acao do 5-CQA e CA.
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4.2.2 Método FRAP

Para analise da atividade antioxidante dos compostos pelos métodos FRAP e
ORAC, 0,002g de acido cafeico e 0,0035g de 5-CQA foram pesados e, diluidos,
separadamente, em 100 mL de agua Milli-Q. Diluigbes sucessivas foram realizadas,
a fim de se obter as concentracdes desejadas para as analises: 1,25; 2,5; 5,0; 10;
20; 40 e 80 pM.

A capacidade ferri-redutora (FRAP) foi determinada pelo método adaptado de
Benzie & Strain (1996).

O método FRAP baseia-se na reducdo, a baixo valor de pH, de Fe*3-
tripiridiltriazina ao complexo Fe*?-tripiridiltriazina de coloracdo azul, na presenca do
reagente 2,3,5-cloreto trifeniltetrazolium (TPTZ), por redutores, no caso O0S
antioxidantes das amostras. A mudanca de cor € monitorada pela leitura da
absorbancia a 593 nm.

O reagente de FRAP foi preparado através da mistura do agente oxidante, o
TPTZ, a 20 mL do tampéao acetato 300 mM (pH 3,6) e 2.0mL de cloreto de ferro (20
mM). Para obtencao da curva padréo, foram preparadas solugdes de sulfato de ferro
a 25, 50, 100, 200 e 400 pmol/L. Os compostos (5-CQA e CA), por sua vez, foram
pesados e diluidos em agua Milli-Q, de forma a se obter concentracdes de 1,25; 2,5;
5,0; 10; 20; 40 e 80 pM.

Para a determinacdo do FRAP, o reagente de FRAP foi armazenado em
banho-maria a 37°C e, a leitura do branco foi realizada a 593 nm. Apés, 20 pL de
agua Milli-Q, 20 uL das diferentes concentracbes do padrao, 20 pL das diferentes
concentracfes de cada amostra e 180 uL do reagente de FRAP foram adicionados a
uma placa de 96 pocos e a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro UV/Vis a 593
nm. As analises foram realizadas em triplicata.

O complexo Fe?*-TPTZ formado pela reducéo do ion férrico possui coloracéo
azul intensa que foi monitorada por 4 minutos a 593 nm (Equipamento Victor3,
Perkin Elmer, Modelo 1420 Multilaber Counter). Os valores de FRAP foram obtidos
pela comparacdo da absorbéancia do CA e 5-CQA analisados com as obtidas pela

curva-padrédo de sulfato ferroso, e expressos em pmol de Fe?*/L de amostra.
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4.2.3 Método ORAC

A capacidade de absorcdo de radical de oxigénio (ORAC) foi determinada
pelo método adaptado de Prior et al. (2003), utilizando-se fluoresceina como
molécula fluorescente em fluorimetro de microplaca.

Para as andlises, 100 pL de fluoresceina (7,8 uM) e 150 pL do tampéao fosfato
foram adicionados a microplaca e a leitura foi realizada durante 15 minutos a 37 °C.

Apoés, 100 pL do composto (5-CQA ou CA), em diferentes concentracdes
(1,25; 2,5; 5,0; 10; 20; 40 e 80 pM), 100 pL dos padrdes (concentracdes de 1,25; 2,5;
5,0; 10; 20; 40 e 80 uM) e 100 pL do tampéo fosfato foram adicionados a microplaca,
todos em triplicata. Em todos os pocos, foi adicionado, em seguida, 100 pL da
solucéo de fluoresceina. A microplaca contendo a amostra, os padrdes e tampao foi
incubada por 15 minutos a 37 °C, antes da injegdo automatica do AAPH (2,2’-
azinobis(2-amidinopropano) dihidrocloreto).

Foi realizada leitura em espectrofotdbmetro, com leitor de microplaca, mediante
injecdo automatica do sistema de 50 pL da solucdo de AAPH. A leitura da
fluoresceina foi realizada sob excitacdo a 485 nm e emissao a 535 nm, com um
espaco de 30s entre uma leitura e outra. Antes e ap0s cada injecao, foi realizada a
limpeza da bomba de injecdo com a solucdo de AAPH.

A partir dos dados de absorbancia em relacdo aos tempos obtidos, foi
calculada a area abaixo da curva (AUC). A atividade antioxidante do composto foi
determinada através da diferenca entre a area da amostra subtraida pela area do
branco, medida pelo decaimento da fluorescéncia com a adicdo da substancia
antioxidante no decorrer do tempo.

Usando-se Trolox de concentracdes conhecidas, uma curva padrao foi gerada
e a atividade antioxidante do composto foi calculada. Todas as analises foram feitas

em triplicata e os valores foram expressos em pmoles equivalentes de Trolox/g.

4.3 CULTURA DE CELULAS

A linhagem celular de adenocarcinoma de colon humano (HT-29) foi obtida do
Banco de Células do Rio de Janeiro (Universidade Federal do Rio de Janeiro -

UFRJ, Brasil). A cultura de células HT-29 foi realizada em frascos préprios para
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cultura, em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 2g/L
tampédo HEPES, pH 7,4, sob atmosfera com 5% de CO2 a 37°C. As células quando
em confluéncia de 70-80%, sofriam processo de tripsinizacéo, cerca de duas vezes
por semana. Para cada experimento, as células foram semeadas em concentracao
de 1,0 x 10%células/cm? em placas de 06 e 96 pocos, durante as andlises de ciclo
celular, apoptose, captagao celular e viabilidade celular, respectivamente. Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicata.

4.4 INCUBACAO DOS COMPOSTOS EM LINHAGEM DE CELULA HT-29

Para preparo das solucdes dos compostos, 2,0 mg de CA e 3,5 mg de 5-CQA
foram pesados e, diluidos, separadamente, em 10 mL de meio de cultura estéril,
obtendo-se, assim, solugbes com concentracbes de 1,1 mM e 0,99 mM,
respectivamente.

As células HT-29 com 10 dias de confluéncia foram incubadas separadamente
com os compostos, em diferentes concentracées (1,25 uM a 80 uM), dependendo do
experimento a ser realizado. Para analises de viabilidade celular as células HT-29
foram incubadas com os compostos nas concentragdes de 1,25 pM a 80 puM. Para
as analises de ciclo celular e apoptose, as células foram incubadas com 5 uM e 10
UM de CA e 5-CQA. J4, para as analises de captacdo celular foi utilizada a
concentracdo de 5 pM, por ser esta uma concentracdo fisioldgica de ambos 0s
compostos. Grupos controle (sem incubag¢do com os compostos) foram incluidos em
cada placa para todos os experimentos. Os tempos de incubacao estudados foram
de 24 h, 48 h, 72 h e 96 h apés inicio da incubacdo para analises de viabilidade
celular. Para analises de ciclo celular e apoptose foram avaliados os tempos de
incubacéo de 48 h e 96 h. J4, para as analises de captacao celular foram avaliados
os tempos de 0,5h; 1 h; 2h; 6 h; 12 h; 24 h; 48 h; 72 h e 96h.

Os meios de cultura foram trocados a cada 24 h e, os compostos reincubados

durante este procedimento.
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4.5 DOSAGEM DO CA, 5-CQA E METABOLITOS EM CULTURA DE CELULAS DE
ADENOCARCINOMA DE COLON (HT-29)

4.5.1 Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Nos tempos previamente determinados (0-96 h), os meios de cultura
(sobrenadante) das placas controle e das contendo as culturas de células incubadas
com CA e 5-CQA, na concentracdo de 5 pM, foram recolhidos, armazenados em
tubos tipo eppendorf estéreis e armazenados a -80 °C até 0 momento das analises.
As células, por sua vez, foram descoladas da placa de cultura por acdo de cells
scrapers (pequenos rodos), mediante a adicdo de 500 pL de BSS-CMF. O
precipitado celular das células controle e tratadas também foram recolhidos e
armazenados a -80 °C até o momento das analises.

Apébs descongelamento, 350 pL do precipitado celular e meio de cultura foram
adicionados a um tubo tipo eppendorf e 250 pL de solucdo aquosa de Metanol
(60:40, v:v) foram adicionados. Posteriormente, a mistura foi agitada em vortex
durante 1 minuto e centrifugada a 13000 rpm por 5 minutos. 50 yL do sobrenadante
foi analisado por CLAE.

As analises cromatogréficas foram realizadas de acordo com adaptacfes do
método descrito por Farah et al. (2008) e Monteiro et al. (2007). O sistema de
cromatografia liquida (Shimadzu, Japéao) incluiu uma bomba quaternaria LC-20AT,
injetor automatico SIL-20AnT, detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A,
sistema CBM-20A como controlador e degaseificador DGU-20As. A separacéo
cromatografica dos analitos foi obtida utilizando-se uma coluna de CLAE de fase
reversa C18 (5 um, 250 mm x 4,6 mm, Kromasil®), acoplada a uma pré-coluna C-18
(5 ym, 10mm x 3 mm, Kromasil®). A fase mével utilizada foi uma mistura binaria de
acido férmico aquoso 0,3% (eluente A) e metanol (eluente B). O eluente foi
monitorado a 325 nm e 280 nm e o gradiente de concentracdo da fase movel foi
programado utilizando-se fluxo de 1,0 mL/min, da maneira apresentada na Tabela 6,

a sequir:
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Tabela 6. Programacéo do gradiente de concentracdo da fase moével utilizada na analise dos meios
de culturas de células e dos precipitados celulares de linhagem celular de adenocarcinoma de célon

incubadas com o acido cafeico e 5-cafeoilquinico.

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%)
0,01 78 22
9,0 78 22
14,0 68 32
25,0 65 35
35,0 55 45
40,0 55 45
45,0 78 22

Os padrdes externos de 5-CQA, CA, FA, IsoFA, p-CoA, DHCA, VA, é&cidos
gélico, siringico, sinpico, trans-3 hidroxicindmico, p-hidroxibenzoico, 3,4-
dihidroxifenilacético, 2,4-dihidroxibenzdico, 3-(4-hidroxi)-fenilpropidnico e 4-
hidroxifenilacético, na concentracao individual de 10 pg/ml, foram injetados na forma
de pool no inicio e no final de cada dia de trabalho.

A mistura de 3-CQA, 4-CQA e 5-CQA foi preparada a partir do padréo
comercial de 5-CQA usando o método de isomerizacdo descrito por Trugo e Macrae
(1984).

A quantificacao dos diferentes isomeros de CGA foi obtida por comparacéo da
area dos picos dos componentes nas amostras com a area do pico referente ao
padrdo externo do 5-CQA, corrigidas pelos respectivos coeficientes de extingéo
molar, seguindo-se metodologia descrita na literatura por Ruback (1969).

A identificacdo e a quantificacdo dos acidos: 5-cafeoilquinico, 3-
cafeoilquinico, 4-cafeoilquinico, cafeico, 2,4-dihidroxibenzdico, dihidrocafeico
e isoferalico foram obtidas por comparacdo dos tempos de retencdo (Tr) e da area
dos picos dos componentes nas amostras com o Tr e a area do pico referente aos

padrdes externos.
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4.5.2 Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrémetro
de massas (CLAE-EM)

A analise por CLAE-EM foi utilizada para a confirmacdo dos compostos que
foram previamente identificados na analise por CLAE, de acordo com Perrone et al.
(2008). O sistema de cromatografia liquida (Shimadzu, Kyoto, Japao) incluiu uma
bomba quaternaria LC-10ADvp, um forno para coluna CTO-10ASvp, um injetor
manual 8125 (Rheodyne) equipado com um loop de 20 pyL e um detector de arranjo
de diodos (DAD) SPD-M10Avp. O sistema cromatografico foi interligado a um
espectrometro de massas LC-MS 2010 (Shimadzu, Kyoto, Japao), equipado com
uma fonte de ions do tipo electrospray.

A separacao cromatografica dos analitos foi obtida utilizando-se uma coluna
de CLAE Magic C30 (150 mm x 2,0 mm, 5 ym, Michrom Bioresources, Inc., Auburn,
CA, EUA) mantida a temperatura constante de 40 °C. A fase movel utilizada foi uma
mistura binaria de acido férmico aquoso 0,3% (eluente A) e metanol (eluente B). O
gradiente de concentracdo da fase mével foi programado utilizando-se fluxo de 0,2

mL/min, da maneira apresentada na Tabela 7, a sequir:

Tabela 7. Programacao do gradiente de concentracdo da fase movel utilizada na andlise dos meios
de culturas de células e dos precipitados celulares de linhagem celular de adenocarcinoma de célon

incubadas com o acido cafeico e 5-cafeoilquinico via CLAE-EM.

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%)
0,03 90 10
30,0 83 17
45,0 83 17
55,0 65 35
75,0 65 35
93,0 50 50
93,01 90 10
100 Stop Stop

Os dados foram adquiridos utilizando-se o software LCMS solution (Shimadzu
Corp., versdo 2.00, 2000) para ambos os detectores de massas e de arranjo de

diodos (aquisigéo entre 190 e 370 nm). A fonte de ionizag&o foi operada no modo
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negativo. O fluxo do gas de nebulizacdo (N2 ultra-puro) foi ajustado para 2,0 L/min. O
espectrometro de massas foi operado no modo de monitoramento seletivo de ions
(SIM), de maneira a detectar os ions especificos demonstrados na Tabela 8, a

seqguir:

Tabela 8. Massas moleculares dos compostos monitorados por CLAE-EM.

Composto Massa molecular
Acidos cafeoilquinicos 353
Acidos dicafeoilquinicos 515
Acidos feruloilquinicos 366
Acido 2,4-dihidroxibenzoico 153
Acido siringico 197
Acido galico 169
Acido sinapico 223
Acido vanilico 167
Acido cafeico 179
Acido p-cumarico 163
Acido ferdlico 193
Acido isoferdlico 193
Acido dihidrocafeico 179
Acido 3,4-dihidroxifenilacético 167
Acido p-hidroxibenzoéico 137

4.5.3 Determinacéo de proteina do precipitado celular e meio de cultura

Para dosagem do teor de proteina total nos precipitados celulares e nos
meios de cultura foi utilizado o Kit “BCA - Protein Assay Kit” (Pierce, Rockford, IL /
USA).

Para realizacdo da analise, foram pipetados e adicionados em uma placa de
96 pocgos 25 pL do padréo de albumina (solucdo de BSA) ou 10 pL das amostras a
serem analisadas e, a seguir, foram adicionados 200 uL de uma mistura composta
pelos reagentes A (carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, acido bicinconinico e
tartarato de sédio em hidréxido de sédio 0,1 mol L) e B (solucdo aquosa de sulfato
de cobre 4% m/v), sendo esta composta por cinquenta partes do reagente A com

uma parte do reagente B.
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A placa de Elisa contendo as amostras e os padrdes de albumina foi agitada
lentamente por 30s e incubada a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, as amostras
foram analisadas em espectrofotbmetro e a absorbancia determinada no
comprimento de onda de 570 nm. Todas as amostras e padrdes foram preparados
em triplicata. As concentragcdes das amostras foram obtidas com base na curva
padrao de BSA.

4.6 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazélio), conforme descrito por Mosmann (1983).
Foram plagueadas 1,0 x 10* células/poco em placas de 96 pocos que, 24 horas
depois, foram incubadas com diferentes concentragcbes de CA e 5-CQA, que
variavam de 1,25 uyM a 80 pM. Apds 24 h, 48 h, 72 h e 96 h de incubagéo, foram
adicionados 10 pL de MTT (5g/L) em cada poco. O meio foi, entédo, recolhido depois
de 4 h de incubacdo e 100 pL/poco de dodecil sulfato de sédio (SDS) foram
adicionados, a fim de dissolver o produto gerado. Por fim, a placa foi lida em leitor de
microplacas (Bio-Rad 2550, USA) a 570nm. A taxa de inibicdo da proliferacao celular
(CPIR) foi calculada com base na férmula: CPIR = (1 — valor médio do grupo

experimental / valor médio do grupo controle) x 100%.

4.7 ENSAIO DE CICLO CELULAR

A analise de ciclo celular foi realizada utilizando ensaio com iodeto de
propidio. As células foram ressuspendidas em 500 pL de solucéo fria de Vindelov
(Vindelov, 1977), contendo 0,1% de Triton X-100, 0,1% de RNase e 50 pg/mL iodeto
de propidio (Sigma). Apés incubagdo por 15 minutos, a suspensao celular foi
analisada para conteddo de DNA em citbmetro de fluxo (FACScalibur BD
Biosciences), ap0s a aquisi¢do de 20000 eventos.

As proporgdes relativas de células com contetdo de DNA indicativo de
apoptose (<2n), fase G0-G1 (2n), fase S (fase> 2n mas <4n), e fase G2/M (4n)
foram adquiridos e analisados utilizando CellQuest. A percentagem de populacao de

células em uma fase especifica foi estimada com EXPO32 software de analise V1.2.
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4.8 ENSAIO DE APOPTOSE

Para avaliacdo de apoptose, as células em estudo foram submetidas a
marcacdo com anexina V conjugada a FITC (BD Pharmigen, San Diego, EUA). As
células foram ressuspendidas em 400 pL de solugédo tampéo do kit Il de deteccao de
apoptose (BD Pharmigen), 5 uL de anexina V FITC e 5 pL de iodeto de propidio por
15 minutos em temperatura ambiente. A leitura foi realizada em citdmetro de fluxo
(FACScalibur BD Biosciences), ap0s a aquisicdo de 20000 eventos e, os dados

analisados em software Cell Quest.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram apresentados como médias + desvio padrdo de trés
experimentos independentes feitos em triplicata (n=9). A influéncia dos &cidos
cafeico e 5-cafeoilquinico sobre a atividade antioxidante foi avaliada através do teste
t de Student. O efeito do tempo de incubacado e da concentracdo dos &cidos cafeico
5 -cafeoilquinico nas culturas de células de adenocarcinoma de colon (HT-29) sobre
a viabilidade, ciclo celular e apoptose bem como e o efeito do tempo de incubacao
sobre a captagéo celular foram avaliadas através da analise de variancia (ANOVA),
seguida do poés-teste de Tukey. A analise de correlacdo de Pearson entre 0s
diferentes métodos de determinacdo da atividade antioxidante foi realizada. Dados
foram analisados pleo programa estatistico Graph Pad Prism (versdao 5.0) e
Statistica (versdo 7.0, StatSoft Inc.). Foram considerados significativos valores de p
<0,05.

60



5 RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO CA E 5-CQA ISOLADOS

A atividade antioxidante do CA e 5-CQA foram avaliadas por trés diferentes
métodos (DPPH, FRAP e ORAC) conforme descrito nos itens 4.2.1 a 4.2.3. Os
resultados dos ensaios de DPPH, FRAP e ORAC estdo apresentados nas Figuras
11, 12, 13 e 14 para o0 5-CQA e acido cafeico.

Para os trés métodos em estudo, os compostos foram analisados em
concentracbes que variaram de 1,25 pM a 80 pM. Todos os ensaios foram
conduzidos em triplicata e até o término da reacao.

Para avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH, foi elaborada a
equacao da reta (y=0,0499+0,0132) e calculado o coeficiente de regressao linear
(r°=0,9994). Durante trinta minutos de ensaio, foi observado um aumento
significativo na capacidade antioxidante com o aumento da concentracdo dos
compostos analisados. Observou-se que apds 20 minutos de ensaio, 0 percentual
de reducdo do DPPH e, consequentemente, a atividade antioxidante de ambos o0s
compostos tenderam a estabilizagédo (Figuras 11A e 11B).
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Figura 11. Percentual de reducdo do DPPH pela ac¢édo do 5-CQA (A) e CA (B) durante 30 minutos de

ensaio. Valores expressos como médias das triplicatas.
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Uma vez alcancada a estabilizacdo da absorbancia, o tempo maximo da
reacdo (30 minutos) foi utilizado para analise da atividade antioxidante do CA e 5-
CQA. Observou-se que o 5-CQA demonstrou, pelo método DPPH, uma atividade
antioxidante superior a do CA, a partir da concentracdo de 5 pM. Esta diferenca,
contudo, néo foi observada nas concentracbes mais baixas (1,25 uM e 2,5 uM) e na
concentracdo mais elevada (80 pM). Nestas concentracbes nao foi observada

diferenca significativa no percentual de reducdo do DPPH entre o CA e o0 5-CQA
(Figura 12).
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Figura 12. Percentual de reducdo dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico pelo método DPPH em
diferentes concentracdes, apos 30 minutos de ensaio. As andlises foram realizadas em ftriplicata.
Resultados estdo expressos como meédia + desvio padrdo. Letras diferentes em uma mesma
concentracao indicam diferenca estatistica (Teste-t de Student, p<0,05).

Na Tabela 9 estd demonstrada a concentracdo de CA e 5-CQA necessaria

para reduzir em 50% a concentragao inicial do radical livre DPPH (IC50).
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Tabela 9. Valor do IC50 (uM) dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico.

Compostos IC50 (uUM)
Acido cafeico 36,5
Acido 5-cafeoilquinico 16,2

O 5-CQA apresentou menor valor de concentracdo, cerda de duas vezes
menos, para reduzir em 50% a quantidade inicial do radical DPPH. Este, por
apresentar menor valor de IC50, pode ser considerado mais efetivo em termos de
atividade antioxidante, através deste método.

Ao analisar a atividade antioxidante dos compostos pelos métodos FRAP e
ORAC, observou-se que, tanto o CA quanto o 5-CQA apresentaram um aumento
significativo da atividade antioxidante com o aumento da concentragdo dos
compostos, corroborando com os resultados observados quando avaliados pelo
DPPH. Pelo método FRAP, o 5-CQA demonstrou ter uma atividade antioxidante
superior a do CA, sendo que, o inverso foi observado quando a atividade
antioxidante foi avaliada pelo método ORAC, ou seja, neste método o CA
demonstrou uma atividade antioxidante superior a do 5-CQA (Figuras 13 e 14).

Foi observado, ainda, que a atividade antioxidante dos &cidos cafeico e 5-
cafeoilquinico, quando avaliadas pelo método ORAC, demonstraram ser
significativamente diferente em todos os tempos e concentracdes estudadas (p
<0,05). Porém, pelo método FRAP, a atividade antioxidante dos compostos s6 foi

estatisticamente diferente em concentracdes superiores a 5 uM.
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Figura 13. Capacidade de redugéo do ferro dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico em diferentes
concentracdes. As andlises foram realizadas em triplicata. Resultados estdo expressos como média +

desvio padréo. Letras diferentes na mesma concentracdo indicam diferenca estatistica (Teste-t de
Student, p<0,05).
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Figura 14. Atividade antioxidante, avaliada pelo método ORAC, dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico
em diferentes concentracfes. As analises foram realizadas em triplicata. Resultados estdo expressos
como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma concentracdo indicam diferenca estatistica
(Teste-t de Student, p<0,05).
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A correlacdo entre os métodos utilizados foi analisada através da correlacdo

de Pearson. Conforme demonstrado na Tabela 10, observou-se uma forte

correlacdo positiva entre a capacidade antioxidante determinada através dos
métodos FRAP, ORAC e DPPH para ambos os compostos (CA e 5-CQA).

Tabela 10. Coeficientes de correlacao (r) obtidos entre os diferentes métodos de capacidade

antioxidante para os acidos cafeico (CA) e 5-cafeoilquinico (5-CQA).

Compostos Variaveis Coeficiente de Nivel de
correlacao de significancia
Pearson (r)
Acido cafeico ORAC x FRAP 0,9789 0,0001
ORAC x DPPH 0,9750 0,0002
FRAP x DPPH 0,9750 0,0002
Acido 5-cafeoilquinico ORAC x FRAP 0,9960 <0,0001
ORAC x DPPH 0,9353 0,0022
FRAP x DPPH 0,9202 0,0033

Apesar das diferengas de atividade antioxidante verificada entre o CA e 0 5-

CQA nos diferentes métodos avaliados, nossos resultados demonstraram que 0s

métodos utilizados possuem forte correlacdo positiva com a capacidade

antioxidante, ratificando, portanto, o que ja estd descrito na literatura, acerca da

elevada atividade antioxidante dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico.
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5.2 CINETICA DE CAPTACAO DO CA E 5-CQA PELAS CELULAS DE
ADENOCARCINOMA DE COLON HUMANO (HT-29)

As células HT-29 foram incubadas com 5 uM de CA e 5-CQA, isoladamente,
durante 0,5h; 1 h; 2 h;6h; 12 h; 24 h; 48 h; 72 h e 96 h para o estudo da cinética de
captacdo destes compostos. Foram incluidos grupos controle em todos os tempos,
sendo os mesmos tratados somente com meio proprio (isento do composto). Nao foi
observada a presenca de compostos fendlicos nos grupos controles (dados néo

mostrados).

5.2.1 Incubacéo com o acido 5-cafeoilquinico

Cinco compostos fendlicos foram identificados e quantificados no lisado
celular apés a incubagdo com 5 pM de 5-CQA. Eles incluiram os acidos 3-
cafeoilquinico (3-CQA), 4-cafeoilquinico (4-CQA), 5-cafeoilquinico (5-CQA), cafeico
(CA) e isoferulico (IsoFA) (Figura 15). Contudo, no meio de cultura somente trés
compostos fendlicos foram identificados e quantificados (3-, 4- e 5-CQA) (Figura 16).

Um aumento significativo na captacao celular de 5-CQA foi observado 0,5 h, 1
h e 2 h apbés a incubagcdo, com captacdo maxima (46,04 upg/g ptn) 2 h apods a
incubacdo (Figura 15). Nesses mesmos tempos, baixas concentracdes de 5-CQA
foram identificadas no meio de cultura (Figura 16), indicando que o 5-CQA foi
rapidamente captado pelas células intestinais. Seis horas apds a incubacédo, foi
observada uma reducdo na captacéo celular de 5-CQA, sendo esta acompanhada
por um aumento no conteddo de 5-CQA no meio de cultura (Figuras 15 e 16). Foi
observado que ocorreu a isomerizacdo do 5-CQA no meio celular, com formacéo de
3-CQA e 4-CQA, 0,5 h ap6s a incubagédo com 5-CQA (Figura 15). A presenca de 3-
CQA no interior da célula foi observada a partir de 0,5 h apés a incubacdo com 5-
CQA e 0 mesmo esteve presente no interior da célula até o tempo de 96 h apdés a
incubacéao (Figura 15). Com relacdo ao 4-CQA, um aumento no conteudo intracelular
foi observado apenas em 2 momentos, 2 h e 72 h apés a incubacdo com 5-CQA
(Figura 15). A captacdo maxima de 3-CQA (8,5 pg/g ptn) e 4-CQA (7,6 ug/g ptn)

ocorreu 2 h apos a incubacao (Figura 15).
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O &cido isoferulico (IsoFA) foi identificado no lisado celular 6 h, 12 h e 24 h
apos a incubacdo com o 5-CQA, sendo a concentracdo maxima (2,02 pg/g ptn)
observada no tempo de 6 h (Figura 15). Setenta e duas e noventa e seis horas apos
a incubacéo foi observado um aumento significativo na concentracdo intracelular de

acido cafeico (Figura 15).
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Figura 15. Concentracdo (ug/g proteina) dos acidos 5-cafeoilquinico (5-CQA), 4-cafeoilquinico (4-
CQA), 3- cafeoilquinico (3-CQA), cafeico (CA) e isofertlico (IsoFA) no conteldo intracelular de células
HT-29 apés a incubacdo com 5 pyM de 5-CQA (0,5 h a 96 h). Os resultados sdo expressos como
média * desvio-padrdo de trés experimentos. Letras diferentes indicam diferencga estatistica (One-way

ANOVA, com pés-teste de Tukey, p<0,05).
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Figura 16. Concentracdo (ug/g proteina) de 3-cafeoilquinico (3-CQA), 4-cafeoilquinico (4-CQA) e 5-
cafeoilquinico (5-CQA) no meio de cultura apds a incubacdo com 5 yM de 5-CQA (0,5 h a 96 h). Os
resultados s&do expressos como média + desvio-padrdo de trés experimentos. Letras diferentes

indicam diferenca estatistica (One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey, p<0,05).

5.2.2 Incubacédo com o acido cafeico

Trés compostos fendlicos foram identificados e quantificados nas amostras de
células apos incubacdo com 5 pM de CA. Eles incluiram os acidos cafeico (CA),
dihidrocafeico (DHCA) e 2,4-dihidroxibenzéico (Figura 17). No meio de cultura
nenhum composto fendlico foi identificado (dados ndo mostrados).

Um aumento significativo na captacao celular de CA foi observado 0,5h, 1 h e
2 h ap6s a incubacado, com captacdo maxima (3,92 ug/g ptn) 2 h apds a incubacgéo
(Figura 17). Apés este periodo foi observado um decréscimo na concentragdo
celular de CA, sendo detectado, contudo, um aumento um aumento na concentracao
intracelular de DHCA, com captacdo maxima (26,94 ug/g ptn) 6 h apos a incubacéo
com CA (Figura 17). Seis horas apés a incubagdo com CA foi possivel detectar
também a presenca do &cido 2,4-dihidroxibenzoico, o qual apresentou captacdo

méaxima 24 h e 72 h apés a incubacéo (Figura 17).
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Figura 17. Concentracdo (ug/g proteina) dos acidos cafeico (CA), dihidrocafeico (DHCA) e 2,4-
dihidroxibenzdico no conteldo intracelular de células HT-29 apés a incubagdo com 5 yM de CA (0,5 h
a 96 h). Os resultados sdo expressos como média + desvio-padrdo de trés experimentos. Letras

diferentes indicam diferenca estatistica (One-way ANOVA, com poés-teste de Tukey, p<0,05).

Um perfil cromatogréafico do lisado celular encontra-se exposto na Figura 18.
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Figura 18. Cromatograma seletivo de ions do lisado celular obtido apds analise por CLAE-EM.

As tabelas, contendo os valores absolutos dos &cidos cafeico e 5-
cafeoilquinico no lisado celular e no meio de cultura, apdés incubagdo com 5 uM de
CA e 5-CQA, isoladamente, bem como, dos compostos identificados encontram-se
em anexo (ANEXOS A e B).

Os resultados encontrados em nosso estudo demonstram, portanto, que 0s
acidos cafeico e 5-cafeoilquinico sdo capazes de serem absorvidos e metabolizados

pelas células intestinas, gerando, compostos intermediarios e metabdlitos.
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5.3 EFEITO DO CA E 5-CQA SOBRE A VIABILIDADE CELULAR

Para analise de viabilidade celular, as células de adenocarcinoma de cdlon
humano (HT-29) foram incubadas com concentracfes de 1,25 uM a 80 uM de CA e
5-CQA isolados e, analisadas nos tempos de 24 h, 48 h, 72 h e 96 h apds o inicio da
incubacéo.

O ensaio de MTT foi utilizado para monitorar a viabilidade celular. Na
linhagem celular HT-29, foi possivel observar que, inicialmente, o 5-CQA nao
modificou o perfil de células viadveis, quando comparado ao controle, até as primeiras
72 horas de incubacao (Figuras 19A, 19B e 19C). Entretanto, 96 h apos a incubacgéo
com o 5-CQA, constatou-se uma reducao significativa no percentual destas células,
gquando comparado ao grupo controle (Figura 19D). O 5-CQA promoveu uma
inibicdo média de 26% para este tipo celular, nas concentracfes iguais ou maiores
que 2,5 pM, ndo havendo, contudo, diferenca significativa entre as concentracoes

utilizadas.
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Figura 19. Efeito do acido 5-cafeoilquinico sobre a viabilidade de células HT-29 24 horas (A), 48
horas (B), 72 horas (C) e 96 horas (D) ap0s a incubacéo. Os resultados sdo expressos como média +
desvio padrdo de trés experimentos. Diferengas significativas entre as células nédo tratadas (CT) e as
incubadas com o0 5-CQA (1,25 uM a 80 uM) foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com pos-
teste de Tukey (*p <0,05; **p <0,01).

Quando as células da linhagem HT-29 foram incubadas com o CA, observou-
se que, 24 h apds a incubacdo, o composto em questdo ja& modificou o perfil de
crescimento das células viaveis quando comparado ao controle (Figura 20A). Vinte e
quatro horas apos a incubacdo com o CA foi observada uma inibicdo média de 26%
nas concentragdes iguais ou maiores que 20 uM. Da mesma forma, 48 h apds a
incubacéo, o CA foi capaz de reduzir, em torno de 25,7%, o percentual de células
viaveis, para as ceélulas incubadas com concentracdes de 1,25 pM a 20 uM (Figura
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20B). Este efeito foi ainda mais pronunciado quando as células foram incubadas
com concentragdes iguais ou maiores que 40 pM, apresentando, aproximadamente,
41% de reducdo na viabilidade celular da linhagem HT-29, quando comparada ao
controle. Além disso, foi observada diferenca significativa na reducédo celular entre
as maiores concentracdes (40 uM e 80 uM) e as concentracdes inferiores (1,25 pM
a 20 pM).

Setenta e duas horas apdés a incubacdo com o CA nas concentracdes de 1,25
uM, 2,5 uM e 5 puM foi observada uma reducéo significativa no nimero de células,
que variou de 16 a 29% (média de 22,5%), quando comparado ao grupo controle,
porém, sem diferenca significativa entre estas concentracdes (Figura 20C). Uma
reducdo mais acentuada e significativa, em torno de 59,8%, foi observada quando as
células foram incubadas com concentraces maiores ou iguais a 10 uM do CA
(Figura 20C).

Para as células incubadas com o CA por 96 horas, foi observado um reducao
significativa do percentual de células viaveis, com média de 57,5%, quando as
células foram incubadas nas concentracdes de 1,25 uM a 80 uM, ndo havendo,

contudo, diferenca significativa entre as concentragdes utilizadas (Figura 20D).
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Figura 20. Efeito do acido cafeico sobre a viabilidade de células HT-29 24 horas (A), 48 horas (B), 72
horas (C) e 96 horas (D) ap0ds a incubacdo. Os resultados sdo expressos com média + desvio padrao
de trés experimentos. Diferencas significativas entre as células néo tratadas (CT) e as incubadas com

0 CA (1,25 uM a 80 uM) foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com pos- teste de Tukey (*p
<0,05; **p <0,01; ***p<0,001).

76



5.4 EFEITO DO CA E 5-CQA SOBRE A PROGRESSAO DO CICLO CELULAR

Com a finalidade de monitorar a influéncia do CA e 5-CQA sobre o ciclo
celular, as células em estudo foram incubadas com concentracdes de 5 uM e 10 uM
de cada composto, isoladamente, em intervalos de tempo de 48 h e 96 h e,
posteriormente, quantificadas quanto ao percentual de células nas diferentes fases
do ciclo celular.

Foi observado que a linhagem HT-29 apresentou um aumento no percentual
de células na fase GO/G1, seguido por uma diminui¢do no percentual de células na
fase G2/M, quando incubadas com o 5-CQA nas concentragdes de 5 pM e 10 uM,
em ambos os tempos (Figuras 21 e 22), sendo, em geral, o efeito dose e tempo-
dependente. Foi possivel observar também uma diminui¢cdo no percentual de células
presentes na fase S, 48 h apés a incubacdo com 10 uM de 5-CQA e, 96 h apés a
incubacdo com 5 uM e 10 pM de 5-CQA.
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Figura 21. Efeito do acido 5-cafeoilquinico sobre a progressao do ciclo celular em células HT-29 48
horas apos a incubagdo. As fases do ciclo celular estéo ilustradas em A (CT), B (5 uM) e C (10 uM).
Os resultados quantitativos do efeito do composto sobre esta linhagem celular estdo ilustrados no
gréfico (D). Os resultados sdo expressos com média + desvio padrdo de trés experimentos.
Diferencas significativas entre as células ndo tratadas (CT) e as tratadas com 5-CQA (5 uM e 10 uM)
foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com poés-teste de Tukey (*p <0,05; **p <0,01).
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Figura 22. Efeito do acido 5-cafeoilquinico sobre a progressao do ciclo celular em células HT-29 96
horas apos a incubagédo. As fases do ciclo celular estéo ilustradas em A (CT), B (5 uM) e C (10 uM).
Os resultados quantitativos do efeito do composto sobre esta linhagem celular estédo ilustrados no
gréfico (D). Os resultados sdo expressos com meédia + desvio padrdo de trés experimentos.
Diferencas significativas entre as células ndo tratadas (CT) e as tratadas com 5-CQA (5 uM e 10 uM)
foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com pés-teste de Tukey (*p <0,05; **p <0,01;
***n<0,001).

Quando as células HT-29 foram incubadas com CA, na concentracdo de
5 UM por 48 h, observou-se um aumento no percentual de células na fase GO/G1,
sem, contudo, ser observado alteracdo significativa no percentual de células nas
fases S e G2/M. As células HT-29 incubadas com 10 uM de CA, durante 48horas,
apresentaram, da mesma forma, um aumento no percentual de células na fase

GO0/G1, além de uma diminuigdo no percentual de células viaveis na fase S e G2/M
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(Figura 23). 48 h apds a incubacdo com o CA, o efeito nas alteracdes nas fases do
ciclo celular demonstrou ser dose-dependente.
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Figura 23. Efeito do &cido cafeico sobre a progresséo do ciclo celular em células HT-29 48 horas
apo6s a incubagédo. As fases do ciclo celular estdo ilustradas em A (CT), B (5 uM) e C (10 pM). Os
resultados quantitativos do efeito do composto sobre esta linhagem celular estéo ilustrados no grafico
(D). Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos. Diferencas
significativas entre as células n&o tratadas (CT) e as tratadas com CA (5 pM e 10 puM) foram
comparadas pelo teste One-way ANOVA, com pés-teste de Tukey (*p <0,05; **p <0,01).

Noventa e seis horas apés a incubacdo com 5 pM e 10 uM de CA também foi
observado um aumento no percentual de células na fase GO/G1. O percentual de
células na fase G2/M nao sofreu alteracdo significativa 96 h apés a incubacdo com o

CA, sendo observada somente uma reducao significativa na fase S em ambas as
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concentragbes (Figuras 24). O CA, por sua vez, ndo demonstrou, neste ensaio,
efeito tempo-dependente.
Estes resultados séo indicativos de que tanto o 5-CQA quanto o CA foram

capazes de modular o ciclo celular, via inibicdo da progressdo do mesmo.
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Figura 24. Efeito do acido cafeico sobre a progresséo do ciclo celular em células HT-29 96 horas
apoés a incubagdo. As fases do ciclo celular estdo ilustradas em A (CT), B (5 uM) e C (10 pM). Os
resultados quantitativos do efeito do composto sobre esta linhagem celular estdo ilustrados no grafico
(D). Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos. Diferencas
significativas entre as células néo tratadas (CT) e as tratadas com CA (5 pM e 10 puM) foram

comparadas pelo teste One-way ANOVA, com pés-teste de Tukey (*p <0,05; **p <0,01).
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5.5 EFEITO DO CA E 5-CQA SOBRE A TAXA DE APOPTOSE EM CELULAS DE
ADENOCARCINOMA DE COLON HUMANO (HT-29)

A guantificacdo do numero de células mortas em processo apoptotico pode
ser uma medida util para avaliar os efeitos citotoxicos as células cancerosas. A
alteracdo do equilibrio entre proliferacdo celular e morte por apoptose tem sido
associado a tumorogénese. Neste ensaio, as células em estudo foram incubadas
com CA e 5-CQA isolados (5 uM e 10 pM) durante 48 h e 96 h.

Quarenta e oito horas apés a incubagdo com 5-CQA, nas concentragfes de 5
MM e 10 uM, foi observado uma diminuicéo significativa (p<0,01) no percentual de
células viaveis, bem como um aumento significativo (p<0,01) do percentual de
células em apoptose (apoptose inicial e tardia), quando comparadas as células néao
tratadas (controle). O percentual de células ndo-apotéticas ndo sofreu alteracdo
significativa apos incubacdo com 5-CQA em ambas as concentracBes e tempos
(p>0,05) (Tabelas 11 e 12).

Ao ser incubada com 5 uM de CA, a linhagem celular HT-29 apresentou, 48 h
apos a incubacdo, uma diminuicdo significativa (p<0,01) no percentual de células
viaveis, bem como, um aumento no percentual de células em apoptose (apoptose
inicial e tardia), quando comparadas as células nao tratadas (controle) (Tabela 11).
Contudo, quarenta e oito horas apdés a incubacdo com 10 pM de CA, soO foi
observado um aumento no percentual de células em apoptose inicial. O percentual
de células viaveis e o percentual de células em apoptose tardia ndo sofreu alteracédo
significativa neste tempo e concentracdo quando comparados ao controle (Tabela
11).

Noventa e seis horas apds a incubacdo com 5 uM de CA nao foi observado
alteracdo no percentual de células viaveis e no percentual de células em apoptose
(p>0,05) quando comparadas as células nao tratadas (controle). Todavia, 96 h apds
incubacédo com 10 uM de CA, foi observado uma diminuig¢ao significativa (p<0,01) no
percentual de células viaveis e, um aumento significativo (p<0,01) no percentual de
células em apoptose (apoptose inicial e tardia) quando comparadas as células nao
tratadas (controle) (Tabela 12).
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O percentual de células ndo-apoptéticas ndo sofreu alteracdo significativa

apos incubacdo com CA em ambas as concentragfes e tempos (p>0,05) (Tabelas

11 e 12).

Tabela 11. Efeito dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico (5 UM e 10 uM) sobre o processo de morte
celular por apoptose nas células de adenocarcionoma de coélon humano (HT-29) 48 h apds a

incubacéo.
Composto Fases do processo de CT 5uM 10 uM
morte celular
Células viaveis 77,25+1,34 67,75+1,06** 64,15+0,78**
(Anexina V- PI-)
Apoptose inicial 11,35+0,78 19,5+1,13** 14,6+0,99
5-COA (Anexina V+ PI-)
Apoptose tardia 5,5+0,57 8,55+1,77 17,4+1,98**
(Anexina V+ PI+)
Células ndo-apoptéticas 5,9+1,13 4,2+0,42 3,85+0,21
(Anexina V- Pl+)
Células viaveis 81,6+1,13 53,15+3,61** 74,65+2,47
(Anexina V- PI-)
Apoptose inicial 5,65+0,78 16,9+1,13** 13,0+0,85**
CA (Anexina V+ PI-)
Apoptose tardia 6,3+0,85 19,05+0,92** 7,75£2,47
(Anexina V+ PI+)
Células ndo-apoptéticas 6,45+1,06 10,9+1,56 4,6+0,85

(Anexina V- PI+)

Os resultados estdo expressos como média + desvio padréo de trés experimentos e representam o

percentual do total de células. Diferencas significativas entre as células nao tratadas (CT) e as
tratadas com os acidos 5-cafeoilquinico (5-CQA) e cafeico (CA), nas concentragfes de 5 uM e10 pM,
foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (*p <0,05; ** p <0,01; ***p

<0,001).
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Tabela 12. Efeito dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico (5 uM e 10 uM) sobre o processo de morte

celular por apoptose nas células de adenocarcionoma de célon humano (HT-29) 96 h apds a

incubacéo.
Composto Fases do processo de CT 5uM 10 uM
morte celular
Células viaveis 81,1+0,57 66,7+1,13** 62,95+1,91**
(Anexina V- PI-)
Apoptose inicial 6,95+1,2 12,7+1,13* 14,95+1,20*
5-COA (Anexina V+ PI-)
Apoptose tardia 9,0+0,42 17,3+0,57** 17,141,13**
(Anexina V+ PI+)
Células ndo-apoptéticas 2,95+1,34 3,3+0,57 5,0+0,42
(Anexina V- Pl+)
Células viaveis 70,15+1,91 72,7+2,69 50,1+1,7**
(Anexina V- PI-)
Apoptose inicial 13,75+1,91 16,6+0,99 30,0+1,27*
CA (Anexina V+ PI-)
Apoptose tardia 9,45+2,05 7,610,85 17,05+1,06*
(Anexina V+ PI+)
Células ndo-apoptéticas 6,65+1,77 3,1+0,85 2,85+0,64

(Anexina V- Pl+)

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos e representam o
percentual do total de células. Diferencas significativas entre as células ndo tratadas (CT) e as
tratadas com os acidos 5-cafeoilquinico (5-CQA) e cafeico (CA), nas concentragdes de 5 uM e10 pM,
foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com pés-teste de Tukey (*p <0,05; ** p <0,01; ***p
<0,001).

As células HT-29 incubadas com 5 uyM e 10 pM de 5-CQA por 48 h
apresentaram um incremento maximo na taxa de apoptose, comparado ao controle,
de 1,6 e 1,8 vezes, respectivamente, sem, contudo, ser observada diferenca
significativa entre as concentracgdes utilizadas (Figura 25).

Apbs serem incubadas com o CA por 48 h, em ambas as concentragfes (5
UM e 10 pM), a linhagem celular HT-29 apresentou, da mesma forma, um aumento
maximo no percentual de células apoptoéticas, comparada ao grupo controle, de 1,7
e 3,0 vezes, respectivamente, com diferenca significativa entre as concentracdes

utilizadas (Figura 25).
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Quando as células foram incubadas com 5-CQA (5 uM e 10 uM), durante 96
h, foi possivel observar um incremento bastante significativo (p<0,01), comparado ao
controle, de 1,8 e 2,0 vezes, respectivamente, no percentual de células em
apoptose, sem, contudo, ser observada diferenca significativa entre as duas
concentracdes. Todavia, 96 h ap6s a incubacdo com 5 pM de CA néo foi observado
aumento significativo na taxa de apoptose das células HT-29 quando comparado ao
grupo controle. Somente quando as células HT-29 foram incubadas com 10 uM de
CA durante 96hs, foi observado um incremento na taxa de células em apoptose.
Nesta concentracdo, foi observado um incremento maximo no percentual de células
apoptoticas de 2,0 vezes (Figura 25).

Estes dados reforcam os resultados anteriormente descritos relacionados ao

ciclo celular.

85



(A) (B)

3 S-CQASuUM :  5-CQA10uM 2 CT5-CQA . 5-CQASuM _ 5-CQA10uM
T al * A N r—[i 2 = G s g

1] ‘ B Spee [ E

3| 3 " R
| 1 o * i

: CASuM -2 CAl0uM

T ==

48hs

. CTCA

[

4.0 @ Controle

3.5 - ] 5uMm

3.0 @3 10 uM
2.5

*k *%
2.0 *% *x *%

1.5+

1.0+

Taxa de Aumento relativo
i

0.5+

0.0- : ! .
5-CQA CA 5-CQA CA

48h 96h

Figura 25. Efeito dos acidos cafeico (CA) e 5-cafeoilquinico (5-CQA) sobre o processo de morte
programada em células HT-29 48 h e 96 h apds a incubagdo. As analises por citometria de fluxo do
CA e 5-CQA estao ilustradas em A (48 h) e B (96 h), de acordo com o tempo de incubacgdo e
concentracdo dos compostos. Os resultados quantitativos dos efeitos do CA e 5-CQA sobre células
HT-29 48 h e 96 h ap0s a incubacéo estao ilustrados em C. Os resultados sao expressos como média
+ desvio padrdo de trés experimentos. Diferencas significativas entre as células ndo tratadas (CT) e
as tratadas com CA e 5-CQA (5 pM e 10uM) foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com
pos-teste de Tukey (*p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).
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6 DISCUSSAO

Estudos epidemioldgicos e ensaios in vitro e in vivo indicam que os &cidos
cafeico e 5-cafeoilquinico estdo inversamente relacionados com o risco de
desenvolvimento de cancer colorretal (ULLMAN & ITZKOWITZ, 2011). Os resultados
do presente trabalho fornecem subsidios que corroboram com os dados descritos na
literatura e apontam o papel tanto do CA, quanto do 5-CQA, na prevencdo e
tratamento do cancer de colon.

Os dados apresentados neste trabalho sugerem que os acidos cafeico e 5-
cafeoilquinico podem desempenhar importante papel na eliminacdo de radicais
livres, na reducao da viabilidade celular, na modulac&o do ciclo celular e, no controle
da progresséao tumoral, via inducdo da apoptose.

Diversos trabalhos na literatura reportam que os &cidos hidroxicinamicos,
entre eles, o 5-CQA e o CA apresentam propriedades antioxidantes (DAAYF &
LATTANZIO, 2008; MOREIRA et al., 2005). Maurya & Devasagayam (2010)
demonstraram que o CA foi capaz de inibir de forma dependente da concentracdo os
danos oxidativos em linfécitos de ratos causado pelo 2’-2’-azobis 2-amidino propano
hidrocloreto (AAPH). De acordo os autores, o CA apresenta atividade antioxidante
em diversos sistemas in vitro, contra espécies reativas de oxigénio (ERO) e,
espécies reativas de nitrogénio (ERN).

Adicionalmente, Nakatani et al. (2000) demonstraram que os isébmeros dos
CGA, 3-CQA, 4-CQA e 5-CQA, presentes na ameixa seca apresentaram
contribuicdo para atividade antioxidante, tal como, eliminagdo dos radicais
superoéxido.

Apesar destes dados, existe uma grande dificuldade de comparacdo entre
dados experimentais referentes a avaliagcdo da atividade antioxidante, aferida por
diferentes métodos, bem como de comparar dados da literatura, haja vista que as
metodologias para analise da determinacdo da atividade antioxidante baseiam-se
em diferentes fundamentos. Soma-se a isto, ainda, a complexidade das reacgdes
envolvidas na atividade antioxidante. Portanto, € recomendada a utilizacado de dois
ou mais metodos, ja que nenhum ensaio utilizado isoladamente para determinar a
atividade antioxidante ira refletir exatamente a “capacidade antioxidante total” de
uma amostra (HUANG et al., 2005; PRIOR et al., 2003).
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Neste trabalho, a atividade antioxidante dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico
foram analisadas por trés diferentes métodos (DPPH, FRAP e ORAC). Para os trés
métodos utilizados foram observados uma elevada atividade antioxidante de ambos
compostos. Foi possivel ainda observar, em todos os métodos utilizados, um
aumento na atividade antioxidante com o aumento da concentracdo dos compostos
testados (1,25 puM a 80 uM). Gulgin (2006) ao avaliar a atividade antioxidante do CA
por diferentes métodos, também observou que a capacidade de sequestrar radicais
livres aumentou a medida que havia um aumento da concentra¢cdo do composto.

Foi observado, em nosso trabalho, que pelo método DPPH, o 5-CQA
demonstrou possuir uma atividade antioxidante superior a do CA. A concentracao de
5-CQA e CA necesséria para reduzir em 50% a concentracao inicial do radical livre
DPPH (IC50) foi de 16,2 uM e 36,5 uM, respectivamente. Por apresentar menor
valor de IC50, o 5-CQA pode ser considerado, através deste método, mais efetivo
em termos de atividade antioxidante, uma vez que é necessaria uma menor
concentracdo para reducéo de 50% do radical DPPH.

Os resultados encontrados no presente trabalho coincidem com os resultados
demonstrados por Viturro et al. (1999). Ao analisar o percentual de descoloracdo do
DPPH em plantas e compostos, Viturro, et al. (1999) observaram que tanto o0s
acidos clorogénicos quanto o acido cafeico apresentam elevado percentual de
descoloracdo do DPPH e, portanto, potencial atividade antioxidante.

Adicionalmente, estudo conduzido por Lopez-Galilea et al. (2008) com intuito
de investigar a aplicacao de diversos métodos analiticos sobre atividade antioxidante
em amostras de café torrado, demonstraram valores significativos para o0s
parametros de capacidade antioxidante entre os acidos cafeico e 5-cafeoilquinico,
avaliados pelo método DPPH.

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método FRAP demonstrou, da
mesma forma que pelo método DPPH, que o 5-CQA possui uma atividade
antioxidante superior a do CA. Conforme também citado por Martins et al. (2009),
apesar das diferencas, os métodos antioxidantes FRAP e DPPH demonstraram
resultados similares, exibindo elevada atividade antioxidante, ao avaliar a atividade
antioxidante de extratos contendo compostos fendlicos.

Contudo, ao avaliarmos a atividade antioxidante dos &cidos cafeico e 5-

cafeoilquinico pelo método ORAC, o inverso foi observado, ou seja, o CA
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apresentou atividade antioxidante superior ao 5-CQA. Esses resultados condizem
com o descrito por Davalos et al. (2004). Os autores em questdo, a0 mensurarem a
capacidade antioxidante de diferentes compostos fendlicos isolados, pelo método
ORAC, demonstraram que o CA foi mais efetivo do que o acido ferulico e que o
acido clorogénico apresentou reducdo da atividade.

As diferencas observadas em relacdo a atividade antioxidante dos compostos
e os diferentes métodos utilizados podem ser atribuidas a estrutura quimica de cada
composto, além das caracteristicas/especificidades de cada método (DAVALOS et
al., 2004). Conforme descrito na literatura, a eficiéncia dos compostos fendlicos na
atividade antioxidante é diversa e um dos fatores relevantes para atividade
antioxidante é a estrutura quimica de cada composto, especialmente o nimero e o
posicionamento de grupamentos hidroxila ligados ao anel aromético (JARDINI et al.,
2010).

Apesar das diferengcas nas atividades antioxidantes verificadas para um
mesmo composto ao ser analisado por diferentes métodos, os meétodos para
avaliacdo da atividade antioxidante utilizados (DPPH, FRAP e ORAC) tiveram uma
forte correlagdo positiva entre si, demonstrando, portanto, que estas metodologias
podem ser utilizadas de forma adequada para avaliagdo da capacidade antioxidante
dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico. Outros autores ja haviam relatado a correlacédo
positiva entre os diferentes métodos para determinacdo da capacidade antioxidante
(SUCUPIRA et al., 2012).

Devido aos diversos tipos de radicais e aos diferentes sitios de acdo dos
compostos, € possivel concluir que dificilmente havera um Unico método capaz de
representar de forma segura e precisa a verdadeira atividade antioxidante de um
composto, alimento ou fluido bioldgico.

Nossos dados confirmaram o que ja € descrito na literatura em relagdo a
elevada atividade antioxidante dos &cidos cafeico e 5-cafeoilquinico. Os métodos
utilizados em nosso estudo para avaliar a atividade antioxidante destes compostos
mostraram-se satisfatérios e adequados.

No que se refere ao metabolismo dos &cidos hidroxicinAmicos, sabe-se que
pouca ou henhuma modificacdo ocorre durante a mastigacdo e que 0S mesmos hao
sofrem hidrolise pelo suco gastrico (FARAH, 2004; LAMBERT et al., 1999;

RECNHER et al., 2001). Portanto, durante o processo de digestdo, eles seguem
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integros até o intestino delgado, onde parecem ser conjugados, absorvidos e/ou
metabolizados (DUARTE & FARAH, 2011; MARQUES & FARAH, 2010; MONTEIRO
et al.,, 2010a; FARAH, 2004). Os compostos ndo absorvidos pelo intestino delgado
parecem seguir até o intestino grosso, onde sofrem a acdo de bactérias intestinais,
principalmente esterases, que sao capazes de hidrolisar os CGA, produzindo os
acidos cafeico, ferulico e outros metabdlitos no intestino grosso, que seriam entdo
absorvidos nessa porcao do organismo humano.

De fato, alguns autores ja comprovaram a biodisponibilidade dos acidos
hidroxicinamicos e demonstraram que 0s mesmos séo intensamente metabolizados
no organismo humano (ERK et al., 2013; STALMACH et al., 2010; RENOUF et al.,
2010; FARAH et al., 2008; MONTEIRO et al., 2007). Concentracfes plasmaticas
meédias de 15 uM de CGA, 6 uM de 5-CQA e 2 uM de CA sao passiveis de serem
encontradas em humanos (FARAH et al., 2008; MONTEIRO et al., 2007).

Em relacdo a captacao intestinal destes compostos, estudos ja demonstraram
que os acidos cafeico e 5-cafeoilquinico sdo capazes de serem absorvidos e
metabolizados pelas células intestinais. Konishi & Kobayashi (2004), utilizando
cultura de células intestinais Caco-2, demonstraram que ambos compostos sao
absorvidos e metabolizados por essas células. Contudo, dados sobre a absor¢éo e
metabolizacdo destes compostos por células de cancer de colon, principalmente da
linhagem HT-29, ainda sdo escassos. A auséncia de dados acerca da captacado dos
acidos cafeico e 5-CQA em diferentes tempos de incubacdo e com concentracfes
semelhantes as encontradas na corrente sanguinea por células HT-29 justificaram a
escolha dos tempos de incubacdes, das concentragcbes dos compostos e da
linhagem celular utilizada no presente trabalho.

Vale ressaltar que estudos prévios utilizando o acido cafeico, ésteres do acido
cafeico e o acido 5-cafeoilquinico, em concentracdes que variaram de 1,25 uM a 80
UM, ndo demonstraram efeitos citotoxicos (NG, 2011; MCCANN et al., 2007; WANG
et al., 2005; NARDINI et al., 1998; RAO et al., 1992).

Nossos resultados referentes aos ensaios de captacéo celular demonstraram
um aumento da concentragao intracelular dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico ja
nos primeiros 30 minutos apos a incubacdo com os compostos, de forma isolada,

confirmando, portanto, a captacdo dos mesmos pelas células HT-29.
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Quando as células HT-29 foram incubadas com os acidos 5-cafeoilquinico e
cafeico (5 uM), foi observado, um aumento significativo no conteddo dos mesmos no
lisado celular 0,5 h, 1 h e 2 h apés a incubacao, indicando que esses compostos sédo
absorvidos pelas células HT-29.

A captacdo méaxima do 5-CQA ocorreu 2 h apds a sua incubacgdo. As baixas
concentracdes de 5-CQA encontradas no meio de cultura até 2 h apds a incubacgéo
demonstra que o 5-CQA foi rapidamente captado pelas células intestinais. A
diminuicdo do conteudo intracelular de 5-CQA acompanhado pelo aumento da sua
concentracdo no meio de cultura 6 h apds a incubagdo com 5-CQA pode indicar um
possivel limite de captacéo pelas células ou até mesmo a excrecado desse composto,
gue havia sido anteriormente captado.

Foi observado que ocorreu a isomerizacdo do 5-CQA no meio extracelular,
constatado pela presenca de 3-CQA e 4-CQA no mesmo. A presenca de 3-CQA e 4-
CQA no conteudo intracelular pode indicar que os mesmos foram captados apés a
sua formacdo no meio extracelular ou entdo que a célula foi capaz de isomerizar o 5-
CQA internamente, gerando esses dois compostos. De fato, Erk et al. (2013) ao
avaliarem a absorcdo e a isomerizacdo dos acidos cafeoilquinicos (CQA) de
diferentes matrizes alimentares, em voluntarios ileostomizados, demonstraram a
insteresterificacdo dos acidos cafeoilquinicos no organismo humano.

A identificacdo dos &cidos cafeico (CA) e isoferulico (IsoFA) no lisado celular
associado a auséncia desses compostos no meio de cultura apds a incubacdo com
5-CQA sugere que a célula foi capaz de hidrolisar o 5-CQA gerando esses dois
metabdlitos primarios. Kern et al. (2003) ja haviam demonstrado em cultura de
células Caco-2 que essas células sdo capazes de inserir uma metoxila a estrutura
do CA gerando os acidos ferdlico e isoferdlico. O IsoFA ja foi descrito ser um
biomarcador da absorcdo e metabolizagdo dos &cidos clorogénicos no organismo
humano (RECHNER et al., 2001).

A presenca dos acidos dihidrocafeico e 2,4-dihidroxibendico no lisado celular
apos a incubacdo com o CA demonstra que as células HT-29 foram capazes de
metabolizar o CA. Esses resultados confirmam a hipétese de producdo de
metabolitos intermediarios pelas células intestinais. De fato, alguns autores ja
haviam relatado que o acido 2,4-dihidroxibenzéico é um dos metabdlitos majoritarios
dos CGA no organismo humano (MONTEIRO, 2010a; MARQUES & FARAH, 2010).
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A captagéao celular do 5-CQA foi cerca de 12 vezes maior quando comparado
com a captacao celular do CA. Contudo, tem sido reportado na literatura o fluxo
transepitelial do 5-CQA é significativamente menor que o fluxo do CA, o que pode
ser explicado, em parte, pela via de transporte dos compostos através das
membranas celulares, no qual o 5-CQA é absorvido por transporte paracelular,
enquanto o CA ¢é absorvido também por transporte ativo mediado por
transportadores de acidos monocarboxilicos (MCT) (KONISHI et al., 2006; KONISHI
& KOBAYASHI, 2004).

E possivel supor, portanto, que apesar da maior taxa de concentragéo
intracelular dos &cidos clorogénicos (3-, 4- e 5-CQA) nos momentos iniciais, o CA,
por ser uma molécula mais simples e, por possuir um maior fluxo transepitielial,
gquando comparado ao 5-CQA, tenha sido captado de forma mais eficiente. Além
disso, a captacdo celular do CA em periodo anterior aos 30 minutos ndo pode ser
descartada.

O fato da captacéo intestinal do 5-CQA ter sido maior do que a do CA nao
significa que este composto possuira uma maior atividade metabdlica, haja vista que
esta é dependente do metabolismo e biodisponibilidade destes compostos no interior
da célula, além do fluxo transepitelial e da taxa de permeabilidade dos mesmos ao
longo das membranas celulares. Portanto, o CA pode ser capaz de exercer seus
efeitos metabdlicos previamente corroborando com os resultados de viabilidade
celular.

Vale ainda ressaltar que ao analisarmos o meio de cultura das células
incubadas com CA, nenhum composto foi verificado neste meio, reforcando a
hipbtese ja descrita na literatura, de uma absorcao mais rapida e, mais eficiente para
este composto.

Os resultados encontrados em nosso trabalho ao se avaliar a cinética de
captacdo dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico demonstraram que 0s mesmos sao
capazes de serem absorvidos e metabolizados pelas células de adenocarcinoma de
célon HT-29, gerando metabdlitos primarios e secundarios, 0s quais também podem
atuar como antioxidantes e moduladores de vias metabolicas.

A capacidade de um composto em inibir a proliferacdo de células

cancerigenas é muito desejavel. Sabe-se que mudancas no processo de
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crescimento celular e ciclo celular sdo um dos tracos principais das células
cancerigenas.

Em nosso trabalho, o efeito dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico sobre a
viabilidade de células de adenocarcinoma de célon humano (HT-29) foi investigado.
A inibicdo da viabilidade celular pelos &cidos cafeico e 5-cafeoilquinico ja foi descrita
em outros trabalhos. Rao et al. (1992) demonstraram que o CA, na concentracéo de
2500 uM, foi capaz de inibir em 50% a proliferacdo de células de cancer de colon
HT-29. Em outro estudo, o acido cafeico demonstrou ser capaz de inibir a
proliferacdo de células HepG2, de forma dose-dependente, através do bloqueio da
expressdo de MMP-9 através da inibicdo da atividade do NF-kB (CHUNG et al.,
2004).

Wang et al. (2005), por sua vez, observaram o efeito dose e tempo
dependentes do fenil éster do &cido cafeico (CAPE), quando incubados em cultura
de células HCT 116. Da mesma forma, Xiang et al. (2006) demonstraram que o
CAPE inibiu o crescimento das células HCT 116 e SW480, de forma dose e tempo-
dependentes.

Adicionalmente, em estudo desenvolvido com ratos no intuito de avaliar o
efeito protetor do &cido clorogénico sobre a carcinogénese induzida no intestino
grosso dos ratos, Matsunaga et al. (2002) observaram que 0 grupo que recebeu
dieta enriquecida com o composto em questdo apresentou um efeito inibitério no
desenvolvimento de focos de criptas aberrantes intestinais, sugerindo, portanto, que
o &cido clorogénico possui um potencial efeito quimiopreventivo contra a
carcinogénese de colon em ratos.

Ao avaliar o efeito de é&cidos fendlicos no desenvolvimento de cancer de
coélon, utilizando diferentes linhagens celulares, dentre elas a HT-29, Ng (2011)
demonstrou que o &cido cafeico, na concentracdo de 10 pg/mL, foi capaz de reduzir
a viabilidade celular das células HT-29 em 38%, quando comparado ao controle.
Contudo, o aumento das concentragdes (100, 200, 400 e 800 pg/mL) foi capaz de
ocasionar somente uma pequena reducdo na viabilidade. Ao avaliar o efeito do 5-
CQA, o autor demonstrou uma reducédo de somente 10% na viabilidade celular, na
concentracdo mais elevada (800 pg/mL). Recentemente, Jaganathan (2012)
demonstrou que o CA inibiu em 50% a proliferagdo das células de cancer de célon

HCT 15, quando estas foram incubadas com 800 uM de CA.
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Nossos resultados demonstraram uma reducgéo significativa no percentual de
células viadveis quando incubadas tanto com o 5-CQA quanto com o CA, quando
comparados ao controle, sendo, contudo, observada diferencas entre os compostos
em relacdo ao tempo de exposicdo ao mesmo e o percentual de reducéo de células
viaveis.

O 5-CQA promoveu uma reducao significativa no percentual de células
viaveis, em torno de 26%, nas concentracfes iguais ou maiores que 2,5 uM, 96 h
ap0s a incubacdo, ndo havendo, contudo, diferenca significativa entre as
concentracOes utilizadas.

Quando a linhagem celular foi incubada com o CA, observou-se, contudo, que
ja nas primeiras 24 h, o CA foi capaz de promover uma reducdo significativa (em
torno de 26%) no percentual de células viaveis, para células incubadas com
concentracdes iguais ou superiores a 20 pM. Da mesma forma, 48 h apo6s de
incubacéao foi observada uma reducao significativa (média de 25,7%) no percentual
de células viaveis nas concentracfes iguais ou maiores que 1,25 pM, sendo, essa
reducdo mais pronunciada nas concentracdes iguais ou maiores que 40 uM (em
torno de 41%). Ap6s 72 h e 96 h de incubacéo com CA foi observada uma redugéo
bastante significativa no percentual de células viaveis, em torno de 59,8%, para as
células incubadas com concentragbes maiores ou iguais a 10uM por 72 h e, em
torno de 57,5%, para células incubadas com concentracfes iguais ou maiores que
1,25 uM de CA por 96 h.

Neste sentido, é possivel supor que o acido cafeico é capaz de exercer seus
efeitos metabdlicos previamente quando comparado ao 5-CQA. O fato do &cido
cafeico s6 ter sido identificado 72 h e 96 h nas células HT-29 incubadas com 5-CQA
e, conforme demonstrado em outros estudos, o mesmo possuir um fluxo
transepitelial mais eficiente do que o 5-CQA, pode ser a explicagdo, em nosso
estudo, para as células incubadas com &cido cafeico apresentarem reducdo de sua
viabilidade celular ja nas primeiras 24 h, enquanto que as incubadas com 5-CQA s6
terem sido capazes de reduzir a viabilidade celular mais tardiamente, ou seja, apos
96 h.

Os dados existentes na literatura e, os encontrados em nosso estudo

sugerem que os acidos cafeico e 5-cafeoilquinico possam desempenhar um papel
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de agente inibidor da viabilidade celular e, preventivo na proliferacdo de células de
cancer de colon humano.

A desregulacdo no controle do ciclo celular € um aspecto fundamental no
desenvolvimento do cancer. Sabe-se que as células cancerosas perdem a
capacidade de regular seu ciclo celular e, assim, controlar a sua taxa de
proliferacdo. Um passo limitante no ciclo celular, que muitas vezes ndo é regulada
no cancer, € a progressao de células na primeira fase (G1) do ciclo para a fase S
(BOROJEVIC, et al., 2010). Falhas no processo da regulacéo do ciclo celular podem
levar uma proliferacdo maior de células cancerosas, enquanto que esforgos
realizados para corrigir este problema, levam a um retardo no crescimento e indugao
da morte celular (PALOZZA et al., 2009).

Estudos anteriores relataram que os &cidos cafeico e 5-cafeoilquinico
induziram a parada do ciclo celular na fase G1, sendo esta acompanhada de uma
disfuncdo no potencial de membrana, ativacao da proteina Bax, inibicdo da proteina
Bcl-2 e, consequentemente, ativacdo da proteina p53, dentre outros mecanismos,
em células HCT 15 (JAGANATHAN, 2012; LEE et al., 2003).

Xiang et al. (2006) observaram, da mesma maneira, que as células HCT 116
e SW480, apos tratadas com fenil éster do &acido cafeico (CAPE), apresentaram um
acumulo de células na fase GO/G1 e, um decréscimo do numero de células na fase
S, sendo os resultados dose-dependente. Os resultados encontrados por estes
autores foram correlacionados a um decréscimo, dose-dependente, na expressao de
B-cateninas e, um decréscimo, dose e tempo-dependente, na expressdo da ciclina
D1 e da proteina c-myc, em ambas as células.

Da mesma forma, Wang et al. (2005) ao avaliarem também o efeito do CAPE
sobre a proliferacao, ciclo celular e apoptose na linhagem celular de cancer de célon
humano (HCT 116), em concentracdes de 2,5 a 80 mg/L, durante 24 a 96 h,
observaram que o CAPE foi associado a uma inducdo da parada do ciclo celular na
fase GO/G1, com inducdo da apoptose. Hu et al. (2011) observaram que o acido 3,5-
dicafeoilquinico ocasionou um efeito antiproliferativo nas células HT-29, via inducdo
de parada de ciclo celular na fase GO/G1. Estes resultados, segundo o autor, sao
sugestivos de que o acido 3,5-dicafeoilquinico possui um potencial efeito terapéutico

contra o carcinoma de c6élon humano.
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Em nosso trabalho, a analise do ciclo celular revelou que o os acidos cafeico
e 5-cafeoilquinico, nas concentra¢gdes de 5 uM e 10 uM, aumentaram a proporcao de
células HT-29 na fase GO/G1 e, reduziram o percentual de células presente nas
fases S e G2/M, 48 h e 96 h pos-incubacao, quando comparadas ao controle, sendo,
em geral, o efeito dose-dependente.

Estes dados sugerem uma parada de ciclo celular na fase G0/G1, onde as
células ficam impossibilitadas de chegarem a etapa de mitose e, se multiplicarem.
Com a parada do ciclo na fase GO/G1, pressupbe-se que um menor nimero de
células prossiga no ciclo e, alcance as fase S e G2/M, ocasionando,
consequentemente, a reducdo no percentual de células observado nesta fase.

Os resultados encontrados na analise do ciclo celular relacionam-se, de forma
positiva, aos resultados de viabilidade e captacdo celular, anteriormente descritos,
assim como, aos dados da literatura cientifica. E possivel supor que os compostos
intermediarios, produzidos através da isomerizacdo e/ou hidrolise do 5-CQA ja
sejam capazes de atuar de forma positiva na modulacdo do ciclo celular e,
consequentemente, na inducdo da apoptose, nas células incubadas com 5-CQA.

Uma sequéncia programada de acontecimentos leva a eliminagéo de células
sem causar danos adjacentes aos tecidos, sendo o0 processo de apoptose o
responsavel por manter as células saudaveis, eliminando o excesso ou células
anormais. Quando células anormais ndo conseguem sofrer apoptose, aumenta-se a
probabilidade de ocorrer mutacBes, podendo tornar-se células carcinogénicas.
Recentes pesquisas suportam a hipétese do papel central da apoptose na
tumorigénese.

A maior resisténcia a apoptose € uma caracteristica de muitas células
tumorais. A deficiéncia de apoptose, portanto, é considerada como sendo uma
causa importante da resisténcia terapéutica de tumores na pratica clinica, uma vez
que muitos agentes quimioterapicos e radioterapicos atuam através da inducédo da
apoptose. Estudos anteriores revelaram que os &cidos clorogénicos podem inibir a
proliferacdo de células cancerigenas através da inducdo do processo de morte
celular programada (JAGANATHAN, 2012).

O efeito quimiopreventivo dos acidos cafeico e 5-cafeoilquinico, via inducao
da apoptose, ja foi descrito anteriormente em outros trabalhos. Chen et al. (2001)

demonstraram o efeito indutor da apoptose do fenil éster do acido cafeico (CAPE) na
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linhagem celular de leucemia mieloide humana (HL-60). As descobertas desses
autores indicaram uma inducdo da apoptose, dose e tempo-dependente, apds
tratamento com CAPE. Uma concentracdo de 6 mg/mL de CAPE, durante 6 he 72 h
de tratamento ocasionou uma inducdo de apoptose de, aproximadamente, 25% e
67%, respectivamente, nas células HL-60. Alteracdes como mudancas de clivagem
da caspase-3, inibicdo da expressdo de Bcl-2 e, estimulacdo da Bax também foram
evidenciadas.

Watabe et al. (2004) demonstraram que o CAPE induziu a apoptose via
ativacdo do sinal Fas em células de cancer de mama MCF-7. Da mesma forma, Tai
et al. (2010) ao avaliar a relacdo entre o consumo de café e algumas condicdes
meédicas, como 0 cancer, demonstraram que o tratamento com o café (fonte
significativa de acidos clorogénicos e acido cafeico) inibiu a proliferacao celular, via
efeito indutor da apoptose nas linhagens celulares A2780 e A2780/CP70 (células
humanas de cancer de ovério).

Mais recentemente, Puangraphant et al. (2011) demonstraram que os acidos
3,4-, 3,5 e 4,5-dicafeoilquinico foram capazes de inibir a proliferacdo de células de
cancer de célon (RKO e HT-29) via inducdo da apoptose, de modo tempo e
concentracdo dependente. Nas células HT-29 foi demonstrado que as fracBes dos
diCQA promoveram um aumento da razdo Bax:Bcl-2, além de ativacdo da caspase-
8 e, consequentemente, clivagem e ativacdo da caspase-3.

Adicionalmente, Kang et. al (2011), em seu estudo, utilizando cultura de
células tratadas com café descafeinado (0 a 40 pM) e acidos cafeico e 5-
cafeoilquinico isolados (0 a 80 uM), demonstraram que o café e o 5-CQA foram
capazes de inibir a formacdo de metastases pulmonares em células de cancer de
cblon (CT-26) através do blogueio da fosforilacdo da ERK (proteina quinase
responsavel pela regulacdo do sinal extracelular). Ativacdo da via de sinalizacao das
ERK’s esta relacionada ao desenvolvimento do cancer de célon e, os resultados
encontrados por este autor demonstraram que tanto o café descafeinado quanto o 5-
CQA inibiram a fosforilagdo das ERK'’s, inibindo, consequentemente, a formacao de
metastases. Além disto, o estudo em questdo demonstrou que consumo de café
descafeinado ou 5-CQA atenuou a expressédo da COX-2 e das metaloproteinases-2

e -9, as quais encontram-se relacionadas ao processo de invasao celular no cancer.
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Da mesma forma, Ng (2011) demonstrou em seu estudo que, em resposta ao
tratamento das células HT-29 e HCT 116 com compostos fendlicos, entre eles, o
acido cafeico e 0 5-CQA, houve um aumento gradual, dependente da concentracao
do composto, do marcador de apoptose (Bax) e, uma diminuicdo dos marcadores
inflamatorio B-catenina e 6xido nitrico sintase (iINOS). O autor menciona, ainda, que
o tratamento com 5-CQA reduziu a expresséo da ciclina D1 e, aumentou a proteina
Bax, em todas as concentragdes testadas para este composto.

A maioria destes estudos sugere que a acao apoptoética destes compostos
pode depender da inibicdo da proliferacdo celular e/ou da modulacdo da vias de
sinalizagdo molecular, a partir do tratamento com os &cidos cafeico e 5-
cafeoilquinico. Porém, poucos estudos revelaram o efeito destes compostos em
células de adenocarcinoma de célon, apés longo periodo de tratamento e com doses
relativamente baixas.

Em nosso trabalho, os ensaios de apoptose demonstraram que os &cidos
cafeico e 5-cafeoilquinico, nas concentracfes de 5 UM e 10 uM, 48 h e 96 h apos a
incubacdo, foram capazes de promover morte celular por apoptose, quando
comparado ao grupo controle, com excec¢ao do grupo incubado com 5 pM de acido
cafeico por 96 h.

Neste sentido, os &cidos cafeico e 5-cafeoilquinico mostraram-se potentes
agentes antioxidantes, capazes de serem captados e metabolizados pelas células
de adenocarcinoma de célon humano, atuando como inibidores da viabilidade
celular e, sugerindo uma modulac&o do ciclo celular, com aumento do processo de
apoptose.

Contudo, estudos relacionados a expressao génica induzida pelos acidos
cafeico e 5-cafeoigluinico fazem-se necessarios, visando elucidar quais vias de
sinalizagéo celular estdo sendo moduladas mediante a incubacgédo das células HT-29

com estes compostos.
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7 CONCLUSAO

A literatura cientifica atual sobre os acidos cafeico e 5-cafeoilquinico ainda
€ escassa, mas o que se tem relatado até o momento, demonstra de forma
bastante conclusiva o papel destes compostos como potentes antioxidantes,
podendo ser utilizados na prevencao de diversas doengas, entre estas o cancer.

Este estudo confirmou a capacidade antioxidante destes compostos, bem
como, demonstrou que 0S mesmos sdo capazes de serem absorvidos e
metabolizados pelas células de adenocarcinoma de colon humano. Os acidos
cafeico e 5-cafeoilquinico foram capazes de atuar positivamente na reducdo da
viabilidade celular, de promover modificacées especificas no ciclo celular, através
do aumento do percentual de células nas fases GO/G1 e, diminuicdo na fase
G2/M, além do aumento da taxa de apoptose.

Os dados deste trabalho indicam que o efeito antiproliferativo dos acidos
cafeico e b5-cafeoilquinico parece ser influenciado por diversos fatores que
incluem concentracdo do composto, tempo de incubacdo e captacdo e
metabolismo celular dos mesmos.

Neste sentido, este trabalho abre uma série de perspectivas que incluem a
pesquisa e busca, através de novos ensaios in vitro e, in vivo, da influéncia dos
acidos cafeico e 5-cafeoilquinico em outros mecanismos celulares para prevencao

do cancer de célon.
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ANEXO A - CONCENTRAGAO INTRACELULAR (ug/g de proteina) DOS ACIDOS CAFEICO E 5-CAFEOILQUINICO NAS
CELULAS HT-29 APOS INCUBACAO COM MEIO DE CULTURA PADRAO SUPLEMENTADO COM 5 pM DE CA E 5-CQA

DURANTE 96 h.

Composto Compostos Tempo (h)
incubado identificados 0 0.5 1 2 6 12 24 48 72 96
5-CQA ND2 32,95+2,95b  44,42+3,07°  46,05+£0,01¢  3,26+0,81¢ 4,82+0,02¢ 2,63+3,83¢ 1,53+1,55¢ 1,96+1,11¢ 1,11+1,01¢9
5-COA 3-CQA ND2 2,4910,442 3,05+3,172 8,51+0,11° 0,86+0,36 2,16+0,302 0,52+0,222 2,98+1,752 1,730,492 2,45+0,142
4-CQA NDa NDa NDa 7,60+0,60° 0,34+0,582 ND2 1,06+1,842 NDa 1,04+0,33¢ ND2
CA NDa NDa NDa NDa NDa ND2 ND2 NDa 0,76+0,41° 0,72+0,01°
IsoFA NDa NDa NDa NDa 2,02+0,26° 0,46+0,16° 0,30+0,11¢ NDa NDa ND2
CA CA NDa 3,36+0,52P 3,55+0,25P 3,92+3,41°¢ NDa 0,23+0,222 ND2 NDa 0,29+0,362 0,25+0,052
DHCA NDa NDa NDa NDa 26,94+4,6° 8,88+0,42¢ 17,18%8,2¢ NDa 13,80+2,11¢ ND2
2,4- NDa NDa NDa NDa 0,51+0,44> 0,37+0,33° 1,26+0,47¢ NDa 1,71+0,08¢ 0,47+0,012

diOHbenzoico

*Médias com letras diferentes, na mesma linha, séo significativamente diferentes (p<0,05).
5-CQA - acido 5-cafeoilquinico, 3-CQA — acido 3-cafeoilquinico, 4-CQA — &cido 4-cafeoilquinico, CA- acido cafeico, IsoFa — acido isoferulico, DHCA — &cido
dihidrocafeico, 2,4-diOHbenzoico — &cido 2,4-dihidroxibenzoico, ND — ndo detectado.
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ANEXO B - CONCENTRAGAO EXTRACELULAR (pg/g de proteina) DOS ACIDOS CAFEICO E 5-CAFEOILQUINICO NAS CELULAS
HT-29 APOS INCUBACAO COM MEIO DE CULTURA PADRAO SUPLEMENTADO COM 5 puM DE CA E 5-CQA DURANTE 96 h.

Composto Compostos Tempo (h)
incubado  identificados 0 0.5 1 2 6 12 24 48 72 96
5-CQA ND2 0,82+0,332  0,17+0,292 NDa 11,62+0,19> 12,12+0,09°  11,10+0,02°>  11,32+1,34> 9,33+2,19® 0,71+0,022
5-CQA 3-CQA ND2 1,29+0,29°  1,30+0,05° 1,17+0,06> 1,15+0,06° 1,29+0,01° 1,18+0,03° 1,26+0,07° 1,20+0,04>  1,63+0,00°
4-CQA ND2 8,00£13,862 8,93+15,42  23,95+0,92° ND2 NDa NDa NDa ND2 ND2
CA CA ND2 ND2 ND2 ND2 ND2 ND2 ND2 ND2 ND2 ND?

*Médias com letras diferentes, na mesma linha, sédo significativamente diferentes (p<0,05).
5-CQA - &cido 5-cafeoilquinico, 3-CQA — &cido 3-cafeoilquinico, 4-CQA — acido 4-cafeoilquinico, CA- acido cafeico, ND — ndo detectado.
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ANEXO C - ARTIGO INTITULADO “ANTICANCER PROPERTIES OF
HYDROXYCINNAMIC ACIDS — A REVIEW”, PUBLICADO NA REVISTA CANCER
AND CLINICAL ONCOLOGY, EM NOVEMBRO DE 2012.
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