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RESUMO

O cancer colorretal € o quarto tipo de cancer mais comum em homens e o terceiro mais
comum em mulheres em todo o mundo. A incidéncia da doenca pode estar correlacionada
com a dieta, estilo de vida, fatores hereditarios e inatividade fisica. Estudos tém
demonstrado que o risco do desenvolvimento de céancer colorretal pode ser prevenido pela
dieta, especialmente com a diminuicdo da ingestdo de gordura dietética e aumento da
ingestéo de cereais e fibras alimentares. Os &cidos fendlicos tém sido relatados na literatura
por possuir efeitos bioldgicos tais como atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
antimicrobiana e anticarcinogénica. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia dos acidos 3,4-dihidroxifenilacético (3,4-DHPAA), p-cumérico (p-CoA), vanilico
(VA) e ferdlico (FA) na viabilidade celular, progressdo do ciclo celular e apoptose da
linhagem de adenocarcinoma de colon humano (HT-29), bem como avaliar a captacdo
intestinal desses compostos. 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 concentragbes dos compostos fendlicos supracitados (0,1 a 100
uUM) por 24 h, dependendo do experimento. A atividade antioxidante foi mensurada através
dos métodos DPPH, FRAP, ABTS e ORAC onde o 3,4-DHPAA apresentou a maior atividade
antioxidante, seguido do VA, FA e p-CoA. As andlises de viabilidade celular e ciclo celular e
apoptose foram realizadas, respectivamente, através do método MTT e por citometria de
fluxo. Os resultados demonstraram que 0os compostos ultilizados foram capazes de reduzir a
viabilidade celular em média de 66% quando incubado com o 3,4-DHPAA, 63% com o FA,
40% com o p-CoA e 23% com o VA. O 3,4-DHPAA promoveu um aumento no percentual de
células na fase GO/G1l, acompanhada de reducdo de células na fase G2/M, além de
promover uma parada do ciclo celular na fase GO/G1l. A andlise de ciclo celular apés
incubacdo com o VA e o FA revelou uma diminuicdo da proporcao de células em fase
GO0/G1 nas concentracdes de 10 uM e 100 uM. Além disso, o VA ndo promoveu um aumento
do percentual de células apoptéticas. Adicionalmente, o FA diminuiu o percentual de células
viaveis na concentracdo de 10 uM e aumentou o percentual de células apoptéticas. Esses
resultados abrem uma série de perspectivas sobre a utilizacdo destes compostos na

prevencéo e tratamento do cancer de colon.

Palavras-chave: acidos fendlicos, cancer de cdlon, citotoxidade celular.



ABSTRACT

Colorectal cancer is the fourth most common cancer in men and the third most
common cancer in women worldwide. The incidence of the disease can be correlated
with diet, lifestyle, hereditary factors, and physical inactivity. Studies have shown that
the risk of developing colorectal cancer can be prevented by diet, especially with
decreasing dietary fat intake and increased intake of dietary fiber and cereal.
Phenolic acids have been reported in the literature to possess biological effects such
as antioxidant activity, anti-inflammatory, antimicrobial and anticarcinogenic activities.
This study aimed to evaluate the influence of 3,4-dihydroxyphenylacetic (3,4-
DHPAA), p-coumaric (p-CoA), vanillic (VA) and ferulic (FA) acid on the proliferation
and uptake of adenocarcinoma lineage human colon (HT-29). The cell line HT-29
was incubated with DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum under an
atmosphere of 5% of CO2 at 37 °C. Cells were incubated with different
concentrations of 3,4-DHPAA, p-CoA, VA and FA (0.1 a 100 pM) from 24 h,
depending on the assay. Antioxidant activity was measured by the DPPH, FRAP,
ABTS and ORAC assays, where 3,4-DHPAA showed the highest antioxidant activity,
followed by VA, FA and p-CoA. The analysis of cell viability and cell cycle and
apoptosis were performed, respectively, by MTT and flow cytometry. The results
showed that the phenolic compounds are able to reduce cell viability with an average
of 66% for 3,4-DHPAA, 63% for FA, 40% for p-CoA and 23% for VA. 3,4-DHPAA
promoted an increase in the percentage of cells in GO/G1 phase, accompanied by a
reduction of cells in G2 /M phase, and promote cell cycle arrest in GO/G1 phase. Cell
cycle analysis of VA and FA showed a decrease in the proportion of cells in GO/G1
phase in concentrations of 10 uM and 100 uM. Furthermore, VA did not cause an
increase in the percentage of apoptotic cells. Results also showed that FA decreased
the percentage of viable cells at the concentration of 10 uM and increased the
percentage of apoptotic cells. Our results open a series of views on the use of these

compounds in the prevention and treatment of colon cancer.

Keywords: phenolic acid, colon cancer, cell cytotoxicity
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ANEXO A - ARTIGO INTITULADO “Anticancer Properties of 97
Phenolic Acids in Colon Cancer — A Review”, PUBLICADO NA
REVISTA Nutrition & Food Sciences, EM FEVEREIRO DE 2016.



1. INTRODUCAO

A estimativa para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca de
600 mil casos novos de cancer. Estimam-se, 16.660 casos novos de céancer de coélon
e reto em homens e de 17.620 em mulheres, o cancer de célon e reto em homens é
0 segundo mais frequente na Regidao Sudeste (24,27/100 mil) e terceiro nas Regides
Sul (22,35/100 mil). Para as mulheres, € o segundo mais frequente nas Regides
Sudeste (22,66/100 mil) e Sul (23,27/100 mil) (INCA, 2015).

O céancer de célon se desenvolve através de um processo de mudltiplos
estagios que pode ser reconhecido em um nivel histopatolégico pela progresséo da
mucosa para carcinoma invasivo (Latifah et al., 2010).

Dados epidemioldgicos sugerem que a dieta é um fator importante na
etiologia do cancer de colon. O alto consumo de carne vermelha, gordura animal,
chocolate, alcool e cereais refinados estdo ligados a maior incidéncia deste cancer
nas sociedades ocidentais, enquanto que tém sido relatados efeitos protetores de
frutas, verduras e graos integrais (Gunasekaranm et al., 2014).

Uma variedade de frutas e vegetais oferece uma gama de nutrientes e
diferentes compostos bioativos incluindo fitoquimicos (compostos fendlicos,
flavondides e carotendides), vitaminas (vitamina C, acido folico, e pré-vitamina A),
minerais (potassio, calcio e magnésio) e fibras (LIU, 2013).

Os compostos fendlicos tém sido relatados por possuir propriedades
biol6gicas como: anticarcinogénica, antiviral, antioxidante e anti-inflamatorias
(Senawong et al., 2014).

Eles sdo definidos como substancias que possuem um anel aromatico com
um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (Malacrida et
al., 2005). Sdo geralmente classificados em subgrupos de acidos fendlicos,
flavondides, estilbenos, cumarinas e taninos (LIU, 2013).

Uma variedade de evidéncias suporta a teoria das propriedades
anticarcinogénica dos acidos fendlicos, apesar dos mecanismos ainda ndo serem
completamente compreendidos, mas, pode-se incluir a eliminagéo de radicais livres,
a inducdo das enzimas envolvidas no metabolismo de xenobiéticos, regulacdo da

expressao génica, modulagéo de vias de sinalizagdo celular incluindo aquelas que
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estdo envolvidas na reparacédo dos danos no DNA, proliferacao celular, apoptose e
invasdo (Rosa et al., 2016).

Ha relatos de que os acidos fendlicos atuam inibindo os fatores de transcricéo
ligados a inflamac&o, citocinas pro-inflamatodrias, ciclo-oxigenase (COX-2),
lipoxigenase (LOX) e oxido nitrico-sintase induzida (iNOS) (Rosa et al., 2016).

A partir do exposto acima, justifica-se a realizacdo de pesquisas direcionadas
ao estudo da captacao intestinal dos acidos fendlicos e o efeito dos mesmos sobre
células de cancer de cdllon humano, no intuito de avaliar a implicacdo desses
compostos fendlicos na prevencdo e tratamento do desenvolvimento do cancer

colorretal.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Intestino Grosso: Célon

O intestino grosso, cuja principal funcdo é a absorcdo de agua e eletrélitos,
possui cerca de 1,5 metros de comprimento, apresentando-se fixo na sua quase
totalidade e emoldurando o intestino delgado. E formado pelo colon, que é situado
no abdémen, e pelo reto e anus, localizados na pelve e perineo (Brasil, 2003).

A primeira e mais longa parte do intestino grosso é o célon. O célon esta
dividido em quatro segmentos: O primeiro segmento é chamado de célon
ascendente, ele comeca subindo junto a parede abdominal direita, em direcdo ao
figado. O segundo segmento é chamado o coélon transverso, ele atravessa 0
abdémen, com uma curva inferior para a maior curvatura do estdbmago. O terceiro
segmento, o célon descendente, continua para baixo no lado esquerdo. O quarto
segmento é conhecido como o colon sigmoéide devido a sua forma "S". O célon
sigmaide junta-se ao reto, o qual por sua vez, junta-se ao anus (Alteri et al., 2011).

Os segmentos transversais e ascendentes sao denominados como célon
proximal, enquanto o descendente e sigméide sao referidos como cdlon distal (Alteri

et al., 2014).
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Figura 1. Representac¢ao anatdmica do intestino grosso.

Célon ascendente -

Ha necessidade de se dividir o intestino desta maneira para que se possa
individualizar cada uma de suas partes com seus conjuntos de artérias, veias e
drenagem linfatica, e assim, explicar o funcionamento especializado em partes
distintas da digestdo e absorcdo de alimentos. Além disso, as doencas que
acometem o intestino podem produzir sintomas diversos de acordo com a sua

localizacao perineo (Brasil, 2003).

2.2. Cancer de co6lon

Céancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e
orgaos, podendo espalhar-se para outras partes do corpo (Brasil, 1996).

Usualmente, um conjunto de alteragcdes moleculares em diferentes niveis de
regulacdo é responsavel pelo estabelecimento do cancer, de modo que uma simples
modificacdo numa célula normal raramente é suficiente para deflagrar o processo
tumorigénico. Todavia, a alteracdo de alguns genes com papel central em mdltiplos
canais regulatorios revela o potencial impacto de uma uUnica desordem molecular
para a promocao da neoplasia (Faria & Rabenhorst, 2006).

A transformacdo neoplasica consiste num processo multicausal no qual os
controles normais da proliferacédo celular e da interacdo célula-célula sdo perdidos. A

ativacdo aberrante dos proto-oncogenes em conjunto com a inibicdo ndo regulada
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dos genes supressores tumorais representam os fundamentos desse processo
(Alberts et al., 2002).

Ao contrario de lesbes benignas, o cancer é morfologicamente diferente do
tecido normal de origem, tém a capacidade de invadir e destruir tecidos vizinhos,
metéstases para 6rgaos distantes e se ndo for tratado, pode levar a morte (Machado
et al., 2016).

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).

O cdlon, incluindo o reto € o sitio mais frequente de neoplasias primarias do
que qualquer outro 6rgdo em todo o corpo humano (Robbins et al.,1998) .

O desenvolvimento do cancer colorretal ocorre pelo resultado da
transformacao do epitélio colénico normal em lesdes benignas, denominadas polipos
adenomatosos, que posteriormente evoluem para lesbes malignas, o0s
adenocarcinomas. A progressao € lenta, geralmente envolvendo varios anos e com
um numero consideravel de alteracdes genéticas (Zandona et al., 2011).

Os polipos adenomatosos sédo divididos em trés subtipos: |) adenomas
tubulares: apresentam mais de 75 % de sua arquitetura composta por glandulas
tubulares e sdo a grande maioria dos adenomas; Il) adenomas vilosos: apresentam
mais de 50 % de projecdes vilosas, representando apenas 1% do total de
adenomas; Ill) adenomas tubulo vilosos: constituindo entre 5 a 10 % dos adenomas
colorretais, sdo constituidos por um misto de glandulas tubulares e projecfes
vilosas, onde estas ultimas compde entre 25 e 50 % do total da arquitetura da leséo.
O risco de malignidade em um pdlipo adenomatoso correlaciona-se com trés fatores
independentes: tamanho do pdlipo, arquitetura histolégica e grau de displasia
epitelial (Cotti et al.,2000) .

Em 1976, Morson et al. descreveram pela primeira vez associagcao entre
carcinoma e polipos colorretais baseando-se nas observagbes clinicas,
epidemioldgicas e anatomo patolégicas sendo conhecida hoje como sequéncia
"adenoma-carcinoma”.

O evento mutacional € o passo inicial na sequéncia denominada adenoma-

carcinoma e envolve genes como APC (Adenomatous Polyposis Coli), K-ras, DCC
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(Deleted in Colorectal Cancer) e p53 (Figura 2), e é caracterizada por trés fases: I)
iniciacdo envolvendo exposicao ou ingestdo de substancias cancerigenas resultando
em danos permanente no DNA; Il) promocdo envolvendo um longo processo de
replicacdo anormal de células formando uma leséo pré-neoplasica e iii.) Progressao
da tumorigénese envolvendo conversdo gradual de células pré-neoplasicas para as

células malignas (Brown et al., 2012) .

FASES DO CANCER DE COLON

- MUTAGAO DO APC

> MUTAG A0 K-RASE DCC/S MADA

MUTACAO DO P53

AO=ECcH oo OPUVULMAOO AT

Figura 2. Mdltiplas etapas do desenvolvimento do cancer de Célon e a sequéncia da

mutac&o dos genes envolvidos (Rosa et al.,2016).

As atividades celulares sdo determinadas pela acdo de proteinas, as quais
podem atuar a partir de sua presenca no interior da célula ou mediante contato
externo a esta, com receptores existentes em sua membrana, 0s quais, por seu
turno podem desencadear efeitos intracelulares através de uma sequéncia de
reacoes em cascata. O grande numero de estudos a respeito dos aspectos
biomoleculares do cancer colorretal e seus precursores tém permitido a identificagéo
de diversas proteinas, as quais exercem um importante controle sobre a atividade

proliferativa das células da mucosa colonica (Pinho, 2005).
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Alguns exemplos das proteinas envolvidas na carcinogénese colorretal e suas

respectivas fungdes estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Genes envolvidos na carcinogése colorretal.

Categoria Nome Funcdo do gene na patogénese do cancer
Supressores APC Sua perda afeta a regulacéo do ciclo celular e da
tumorais apoptose; controla os niveis citoplasmaticos da
proteina b-catenina, que funciona como um
ativador da transcricdo de DNA.
DCC Molécula de adeséo celular; perda de funcédo é
estimulo para comportamento metastatico.
p53 Regula o ciclo celular e a apoptose apds dano ao
DNA; perda de funcédo leva a replicacdo celular
mesmo em face de mutacdes no DNA.
Oncogenes K-ras Proteina de ligacdo com o GTP e intermediaria
na via de sinalizagéo de fatores de crescimento;
mutacdo leva a sua ativacdo constante e
estimulacgdo irrefreada a replicacdo do DNA.
src Enzima tirosina quinase; tem atividade elevada
em adenomas e carcinomas, porém 0S
mecanismos que levam a sua ativacdo Sao
desconhecidos.
c-myc Ativador de transcricdo; expressao aumentada
em neoplasias do coélon, porém 0s mecanismos
de amplificacdo sdo desconhecidos.
Genes Mismatch hMSH2 Fazem parte do sistema de reparo do DNA,
Repair hMLHI perda leva ao fenétipo de instabilidade de
hMSH6 microssatélites e a hipermutabilidade do DNA.
hPMSI
hPMS2
Outros Genes CD44v Glicoproteina de superficie celular; molécula de
adesao celular relacionada com doenca
metastatica.
COX-2 Gene da enzima Ciclo-oxigenase induzivel; inibe

diferenciacdo celular no epitélio intestinal e
diminue apoptose.

Fonte: Cotti et al. (2000).
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2.2.1. Sinais, Sintomas e Fatores de Risco

O cancer colorretal pode ndo causar sintomas imediatamente, mas se iSSO
acontecer, ele pode causar um ou mais destes sintomas: mudanca nos habitos
intestinais como diarréia, constipacao ou estreitamento das fezes que dure mais do
gue alguns dias; sensacdo de que vocé precisa ter um movimento no intestino que
ndo é aliviada ao fazé-lo; sangramento retal, sangue nas fezes o que pode fazer
com que ela pareca escura; Caibras ou dor abdominal; fraqueza; fadiga e perda de
peso nado intencional. Quando o cancer de colon ndo vir a ser a causa, muitas vezes
0s sintomas s6 aparecem depois que o cancer ja tenha crescido ou se espalhado
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

Os principais fatores de risco relacionados ao desenvolvimento do cancer do
intestino sdo: idade maior ou igual a 50 anos ;alimentacéo pobre em frutas, vegetais
e fibras (Inca,2003) ;consumo excessivo de bebidas alcodlicas e gordura animal;
tabagismo e obesidade (Brasil,2003).

Além destes, outros fatores de risco também podem estar relacionados como:
histéria de parentes de primeiro grau com adenomas diagnosticados antes dos 60
anos de idade; historia pessoal pregressa de adenomas ou cancer de mama, ovario
ou endomeétrio; historia de colite ulcerativa crénica ou Doenca de Crohn; algumas
condicdes hereditarias como a polipose adenomatosa familiar e o cancer colorretal
hereditario sem polipose (Inca, 2003).

Howard et al. (2008), em um estudo observou que a atividade fisica de
qualquer intensidade est4 associada com a reducdo do risco de cancer colorretal e
em contraste, o comportamento sedentario (tempo gasto assistindo televisdo /
videos) foi positivamente associado com cancer de colon.

Os mecanismos pelos quais a atividade fisica reduz o risco de cancer ndo
estdo completamente elucidados, Gingras & Béliveau (2011) propuseram que 0O
aumento na motilidade do colon pode ser responsavel pelo efeito preventivo da
atividade fisica sobre o risco de cancer de colon. Além disso, redugdes nos niveis de
insulina, inflamacdo sistémica e da adiposidade abdominal também estédo
relacionados com os efeitos preventivos da atividade fisica (Chan & Giovannucci,
2010).
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2.2.2. Screening e diagnhostico

Uma reducdo da incidéncia e mortalidade do céancer colorretal pode ser
alcancada se uma maior proporcao de adultos recebeu rastreio regular. O objetivo
do rastreio do cancer é diminuir a mortalidade através de uma reducéo na incidéncia
de doenca avancada. Para este fim, uma moderna triagem do cancer colorretal pode
alcancar este objetivo através da deteccdo de adenocarcinomas em estagio inicial e
a deteccdo e remocdo de podlipos adenomatosos, este Ultimo geralmente aceito
como precursor nao obrigatério da lesé@o (Levin et al.,2008).

O céancer colorretal é freqientemente encontrado depois que 0s sintomas
aparecem, mas a maioria dos casos € assintomatica. Por isso que é importante a
realizacdo dos testes de rastreio recomendados antes que 0s sintomas se
desenvolvem. Se o médico encontra algo suspeito durante um exame de triagem ou
se 0 paciente apresentar possiveis sintomas de cancer colorretal o médico ir4
recomendar exames e testes para descobrir a causa (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2016).

O rastreamento para cancer do intestino € realizado de acordo com a
estimativa de risco para a neoplasia de cada populacdo. O protocolo de
rastreamento para o cancer do intestino mais utilizado para populagao de risco baixo
e moderado € a realizacdo anual da pesquisa de sangue oculto nas fezes (PSOF),
seguida pela colonoscopia ou retossigmoidoscopia nos individuos com resultado
positivo. As evidéncias cientificas até o momento apontam para 0 inicio do
rastreamento para o cancer do intestino com pesquisa de sangue oculto nas fezes a
partir dos 50 anos de idade (Brasil, 2003).

A PSOF, devido ao carater intermitente das microhemorragias, devera ser
efetuada num total de seis amostras: duas amostras efetuadas em trés evacuacoes
consecutivas ou de trés dias seguidos. Considera-se que o teste é positivo desde
gue pelo menos uma das seis amostras seja positiva. A presenca de um teste
positivo implica preferencialmente a realizagéo de colonoscopia total (Melo & Braga,
2003).

A sensibilidade do teste varia entre os 30% - 80% para cancer colorretal e os

0% - 40% para adenomas, podendo falhar na detec¢cdo de adenomas de risco e
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mesmo para cancer colorretal numa porcentagem que pode ir até 70%. A
especificidade para pdlipos e para cancer colorretal varia entre 0s 95%-98% (Melo &
Braga, 2003).

Nos tumores do reto, a ocorréncia de falsos negativos é mais alta por ser
menor 0 sangramento e de ser mais curto o tempo de permanéncia das fezes nesta
localizacdo (Brasil, 2003). Uma alternativa de rastreamento € combinar a pesquisa
anual de sangue oculto nas fezes com a retossigmoidoscopia a cada cinco anos,
como defendem Segnan et al. (2005) em estudo multicéntrico, realizado na lItalia,
entre 1999 e 2001.

As vantagens da retossigmoidoscopia em relacdo a pesquisa de sangue
oculto nas fezes sdo: a visualizacdo direta da mucosa colorretal; deteccéo de lesdes
e possibilidade de biopsia durante o exame (LAU & SUNG, 2004).

Na sigmoidoscopia, o reto e cllon sigmoide sdo examinados utilizando um
sigmoidoscopio de um tubo flexivel iluminado com uma lente de visualizagcdo e uma
ferramenta para a remocéao de tecido. Estudos tém mostrado que as pessoas que
tém o rastreio regular com sigmoidoscopia apds os 50 anos tém um risco de 60 a 70
% menor de morte por cancer de célon e reto do que as pessoas que nao tém
triagem . Um ensaio clinico controlado randomizado constatou que mesmo apenas
um rastreio com sigmoidoscopia entre 55 e 64 anos de idade pode reduzir
substancialmente a incidéncia e mortalidade do cancer colorretal (NCI, 2014).

A colonoscopia € recomendada para todos aqueles com um PSOF positivo
(Winawer et al.,2003) . E um método adequado na investigacdo das doencas
colorretais, com destaque para 0s polipos e neoplasias sendo considerada
diagnostica e terapéutica. Permite a identificacdo precoce de lesdes em pessoas de
grupos de risco, investiga os sinais e sintomas (dor abdominal, sangramento
digestivo, alteragdo do habito intestinal, diarréia cronica, anemia, massas
abdominais), visualiza a mucosa do ileo terminal, célons, reto e faz a analise
macroscopica das lesdes encontradas (Batista et al., 2001).

No entanto, a colonoscopia tem limitagcdes. O procedimento perde
aproximadamente 20% de todos os adenomas e 10% de grandes dimensdes ou
adenomas avancados. A colonoscopia também tem um maior risco de

complicagbes em comparagcdo com outros testes de triagem, incluindo lagrimas
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intestinais e hemorragias especialmente quando um pdlipo € removido (Alteri et al.,
2014).

O rastreamento do céancer colorretal, portanto, presta-se tanto a prevencao
primaria, ao se detectar e remover lesdes precursoras (polipos adenomatosos),
como a prevengdo secundaria, ao se detectar as lesdes malignas. Devido a estas
caracteristicas, a andlise da incidéncia como desfecho torna-se atrativa (INCA,
2002).

2.2.3 Estadiamento

O estadiamento € definido como um sistema de classificacdo de neoplasias,
cujo objetivo € estabelecer um modo de determinacdo da extensdo anatdbmica da
mesma. Depois do diagnéstico, o estadiamento é considerando o passo mais
importante, pois permite a avaliacdo do prognostico do paciente e definicdo do
tratamento a ser empregado.

As caracteristicas anatomopatoldégicas do tumor sao importantes para o
estadiamento e a defini¢cdo da terapéutica a ser empregada. O nivel de infiltracdo da
parede do 6rgdo, assim como invasdo de veias, acometimento de nervos e
metéstases linfonodais ou em 6rgéos a distancia, esta intimamente relacionado com
pior prognéstico da doenca. O estadiamento convencional é feito pelas
classificacbes de Dukes e Astler-Coller e TNM, sendo a ultima cada vez mais

utilizada (Fonseca et al., 2011).
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Tabela 2. Sistema de classificacdo de tumores malignos (TNM) para o estadiamento

do cancer colorretal.

TNM

Tumor Primario (T)

Linfonodos Regionais

Metastases a

(N) distancia (M)

(TX) Tumor priméario (NX) Linfonodos regionais (MX) Presenca de
inacessivel. inacessiveis metastases a

) ) o distancia nédo pode
(TO) Sem evidéncia do (NO) Sem evidéncias de o gpservada
tumor primario linfonodos regionais
: : : : ) , . (MO) Sem
_(Tls) _Car.cmoma.l in situ (.Nl) Metéstases e.m, ym até trés | tastases 3
intraepitelial ou invasdo da linfonodos pericolicos OU distancia
lamina propria perirretais

_ _ ] (M1) Metastases a

(T1) Tumor invadindo (N2) Metastases em quatro ou jistancia
submucosa mais linfonodos pericolicos ou

_ ] perirretais
(T2) Tumor invadindo a
muscular prépria (N3) Metastase em qualquer

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

(T4) Tumor invadindo
diretamente outros &rgaos
ou estruturas elou
perfurando visceras
peritoneais

linfonodo ao longo da cadeia
vascular principal e/ou metastase
no linfonodo apical desta cadeia

Fonte: Cordeiro et al. (2001).

Conforme mostra a tabela 2, o sistema TNM para descrever a extensao
anatdmica e fazer o estadiamento clinico da doenca baseia-se na avaliacéo de trés
componentes: (T) a extensdo do tumor primario, (N) a auséncia ou a presenca e
extensdo de metastase em linfonodos regionais, (M) a auséncia ou presenca de

metastases a outros 6rgaos (Sobin et al.,2010).
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Tabela 3: Estadiamento Clinico do cancer de coélon.

AJCC/UICC  TUMOR LINFONODOS METASTASES DUKES ASTLER

3 PRIMARIO REGIONAIS A DISTANCIA COLLER
ESTAGIO

Estéadio 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 Cc2

Qualquer T N3 MO C C3

Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1 C D

Fonte: Cordeiro et al. (2001).

Os numeros ou letras apés T, N e M fornecem detalhes sobre cada uma
dessas categorias, numeros mais altos significam o estado avancado do céancer.
Usualmente, apés a cirurgia a determinacéo das categorias T, N, e M é combinada
num processo denominado agrupamento fase e uma fase global de O, I, II, Ill, ou IV
€ atribuida( tabela 3). Alguns estagios sdo subdivididos com letras (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2016).

O céancer de colon esta dividido diversos estagios e/ou fases, que sédo
classificados de acordo com o sistema TNM, conforme mostra a tabela 4.

7

PROPA GAQKO PARA
OUTROS ORGAOS

Figura 3. Progressao da doenca (estagios 0-4) (NCI, 2006).
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Tabela 4: Estagios do cancer de colon.

Fases

Agrupamento do
estagio

Descricao

0

Tis, NO, MO

O cancer estid em seu estagio inicial. Esta fase também
€ conhecida como carcinoma in situ ou carcinoma
intramucoso (TIS). Nao cresce além da camada interna
(mucosa) do colon ou do reto.

T1ou T2, NO, MO

O tumor cresce atraves da mucosa muscular na
submucosa (T1), e também pode ter crescer para a
camada muscular prépria (T2). Ele ndo se espalhou
para os linfonodos proximos (NO) e nem para os locais
distantes (MO).

A

T3, NO, MO

O céancer cresceu nas camadas mais externas do colon
ou do reto, mas nao passou por eles (T3) e ndo atingiu
orgdos proximos. Ainda ndo se espalhou para os
ganglios linfaticos  préximos (NO) ou para locais
distantes (MO0).

1B

T4a, NO, MO

O cancer cresce através da parede do colon ou do reto,
mas ndo em outros tecidos ou 6rgdos adjacentes (T4A).
Ainda ndo se espalhou para os ganglios linfaticos
préximos (NO) ou para locais distantes (MO).

lc

T4b, NO, MO

O céncer cresce através da parede do co6lon ou do reto
e estd ligado ou tem crescido em outros tecidos ou
orgaos adjacentes (T4B). Ainda ndo se espalhou para
0os ganglios linfaticos proximos (NO) ou para locais
distantes (MO0).

A

T1lou T2, N1, MO

O tumor cresce através da mucosa para a submucosa
(T1), e também pode ter crescer para a camada
muscular prépria (T2). Se espalha para 1 a 3 nddulos
linfaticos proximos (N1A / N1B) ou em areas de gordura
perto dos ganglios linfaticos, mas ndo para os préprios
nodos (N1c). E ndo se espalhou para locais distantes
(MO).

ou

T1, N2a, MO

O céancer cresce através da mucosa para a submucosa
(T1). Se espalha para 4 a 6 ganglios linfaticos proximos
(N2a) e ndo se espalha para locais distantes (MO0).

B

T3 ou T4a, N1, MO

O cancer cresce nas camadas mais externas do colon
ou do reto (T3) ou através do peritdnio visceral (T4a),
mas nao atinge orgaos proximos. Se espalha paral a3
ganglios linfaticos proximos (N1A ou N1B) ou em areas
de gordura perto dos ganglios linfaticos, mas nao os
proprios nodos (N1c). Nao se espalha para locais
distantes (MO0).

ou
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T2 ou T3, N2a, MO

O cancer cresce na camada muscular prépria (T2) ou
para as camadas mais externas do colon ou do reto
(T3). Ele se espalha para 4 a 6 ganglios linfaticos
proximos (N2a) e ndo se espalha para locais distantes
(MO).

ou

T1 ou T2 N2b, MO

O tumor cresce através da mucosa para a submucosa
(T1), e também pode ter crescer para a camada
muscular prépria (T2). Ele se espalha para 7 ou mais
ganglios linfaticos préximos (N2b). E ndo se espalha
para locais distantes (MO).

][e

T4a, N2a, MO

O céncer cresce através da parede do c6lon ou do reto
(incluindo periténio visceral), mas ndo atinge os 6rgaos
vizinhos (T4A). Se espalha para 4 a 6 ganglios linfaticos
préximos (N2a) e ndo se espalha para locais distantes
(MO).

ou

T3 ou T4a, N2b, MO

O céancer cresce nas camadas mais externas do coélon
ou do reto (T3) ou através do peritbnio visceral (T4a),
mas nao atinge 6rgaos proximos. Se espalha para 7 ou
mais ganglios linfaticos proximos (N2b) e nédo se
espalha para locais distantes (MO0).

ou

T4b, N1 ou N2, MO

O céancer cresce através da parede do célon ou do reto
e esta ligado ou cresce em outros tecidos ou 6rgaos
adjacentes (T4B). Espalha-se em pelo menos um
ganglio linfatico préximo ou em areas de gordura
préximos dos ganglios linfaticos (N1 ou N2). E ndo se
espalhou para locais distantes (MO).

IVA

Qualquer T,
gualquer N, Mla

O cancer pode ou nao ter crescido através da parede do
célon ou do reto (Qualquer T). Ele pode ou néo ter se
espalhado para os ganglios linfaticos préximos.
(Qualquer N). Espalha-se para um 6érgdo distante (tal
como o figado ou pulmdes) ou para ganglios linfaticos
distantes (M1a).

VB

Qualquer T,
gualquer N, M1b

O cancer pode ou nao ter crescido através da parede do
célon ou do reto. Ele pode ou néo ter se espalhado para
os ganglios linfaticos proximos. Espalha-se em mais de
um orgao distante (tais como o figado ou pulméo) ou
em ganglios linfaticos distante, ou se espalha para
partes distantes do peritbnio (o revestimento da
cavidade abdominal) (M1b).

Fonte:

AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016.

33




A mensuracdo do antigeno carcinoembrionario (CEA) tem grande
importancia, porém apenas prognostica. A investigacdo de eventuais metastases
intra-abdominais e pélvicas deve ser feita por meio de exame ultrassonografico e/ou
por tomografia computadorizada (TC). Ja a investigacdo de metastases pulmonares
deve ser efetuada por meio de exame radiologico simples de torax. Como a
extensdo da resseccédo colbnica esta associada a outras eventuais lesdes, o exame
colonoscopico também faz parte da pesquisa de eventuais lesbes sincronicas
(Cordeiro et al.,2001).

2.2.4. Bases de tratamento

O cancer do intestino € uma doenca tratavel e frequentemente curavel, sendo
a cirurgia o seu tratamento primario. O tratamento depende principalmente do
tamanho, localizacdo e extensdo do tumor e da saude geral do paciente (Brasil,
2003).

O tipo de cirurgia a ser usada depende da extensdo do tumor e dos objetivos
gue se pretende alcancar.

Pode-se ter os seguintes tipos de cirurgia: 1) Exciséo local ou resseccéo local:
€ usado principalmente para remover poélipos ou tumores em fase inicial que estéo
na superficie da mucosa do colon ou do reto (chamados de tumores superficiais) ;ll)
Resseccédo intestinal: é o tipo mais comum de cirurgia para o cancer colorretal,
remove parte do intestino e ganglios linfaticos préximos. Dependendo da localizacéo
do tumor, pode ser do tipo hemicolectomia, colectomia ou proctocolectomia; III)
Colostomia ou ileostomia: pode ser feita ap0s uma resseccéo intestinal e também
para ultrapassar ou evitar um bloqueio na obstrucdo do intestino. A colostomia cria
um estoma a partir do célon para o lado de fora do corpo através da parede
abdominal. A lleostomia cria um estoma do ileo para o exterior do corpo através da
parede abdominal. A colostomia ou ileostomia podem ser temporaria ou
permanente; IV) Exenteracdo pélvica: pode ser feito para tratar estagio IV ou cancer
retal recorrente que se espalhou para 6rgéos proximos (Canadian Cancer Society,
2016).
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Um tratamento cirdrgico é considerado curativo quando promove a remo¢ao
completa do tumor primério, 6rgédos e estruturas localmente comprometidas e de
metastases identificadas, observados o0s preceitos técnicos oncolégicos. E
considerado paliativo quando tem por finalidade aliviar ou reduzir os sintomas em
pacientes que nao tenham condicbes de cura por resseccdo (metdstases
irressecaveis a distancia ou localmente disseminadas e invasao de estruturas vitais)
(Brasil, 2003).

A quimioterapia é um tratamento comum para o cancer colorretal. Ela é
frequentemente usada apdés a cirurgia para cancer de célon no estagio Il e lll. Pode
ser usada como o principal tratamento para o estadio IV ou na recidiva no célon ou
reto que ndo pode ser removido por cirurgia (Canadian Cancer Society, 2016).

O emprego da radioterapia ainda ndo € rotineiro para o cancer de colon, ele
envolve o uso de raios-X de alta energia para destruir as células cancerosas. A
radioterapia tem acéo local, atingindo as células cancerosas localizadas apenas nas
regides que estdo sendo tratadas. Tanto a radioterapia como a quimioterapia podem
ser usadas antes da operacao (terapia neoadjuvante) para reducdo da massa
tumoral e assim facilitar a retirada cirargica do tumor, ou apés a cirurgia (terapia
adjuvante) para destruir células cancerosas que tenham permanecido na area

tratada. A radioterapia também € utilizada para o alivio de sintomas (Brasil, 2003).
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2.2.5. Modelos de estudo de cancer célon

Existem diversos modelos para estudos da acdo de diferentes substancias
sobre as células cancerigenas, incluindo modelos animais e celulares. Dentre eles,
destaca-se a utilizacao de cultura de células por apresentar vantagem do controle de
condi¢cdes ambientais, a analise independente de parametros, elevado nimero de
testes em um reduzido intervalo de tempo, reducdo dos ensaios com animais e
técnica menos dispendiosa que a experimentacédo animal (Coimbra, 2008).

Com relacdo ao cancer de célon, diversos trabalhos utilizam como modelo a
linhagem HT-29 (Jaganathan et al.,2013). Esta linhagem foi originalmente isolada
por Fogh e Trempe a partir de um carcinoma de célon humano, onde foram
mantidas as caracteristicas do tecido normal e dos receptores hormonais (Forgue-
Lafitte et al.,1989).

A célula HT-29 oferece um sistema experimental favoravel para o estudo dos
fatores envolvidos na diferenciacdo de células epiteliais. Quando estas células
crescem debaixo de uma condi¢do padréo, formam uma multicamada de célula ndo
polarizada que exibem um fendtipo indiferenciado. A morfologia das células HT29
pode ser modulada de modo a expressar diferentes vias de diferenciacdo do
enterécito, seguida do crescimento em condicdes de cultura adequadas ou
tratamento com vérios indutores (Cohen et al.,1990).

O processo de diferenciacdo em células HT-29 é aparentemente semelhante
ao observado durante desenvolvimento embrionario do intestino. Portanto, células
HT-29 representam um sistema modelo Gtil para estudar diferenciacéo epitelial em
vitro (Bivic et al.,1988).

Em nosso estudo foi escolhida a linhagem celular de adenocarcinoma de
célon humano HT-29 para o estudo da captacdo intestinal dos acidos 3,4-
dihidroxifenilacético (3,4-DHPAA), p-cumarico (p-CoA), vanilico (VA) e ferulico (FA) e
o efeito dos mesmos sobre células de cancer de célon humano, no intuito de avaliar
a implicagcdo 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 relagédo a mesma
e ao 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA foram determinantes na escolha desta linhagem

para o estudo.

2.3. Cancer de célon e fatores dietéticos

Muitos componentes da alimentacédo tém sido associados com o processo de
desenvolvimento do cancer. A relacao entre o consumo de certos alimentos e o risco
de desenvolver céncer possui evidéncia cientifica apesar da complexidade dos
fatores que estdo associados a ingestdo dos alimentos, conservacdo, o preparo, 0
tipo e quantidade de alimento consumido. De todos os casos de céancer, cerca de
80% a 90% estdo associados a fatores ambientais. O desenvolvimento de varias
formas mais comuns de cancer resulta de uma interacao entre fatores enddgenos e
ambientais, sendo a dieta o mais notavel desses fatores. E possivel identificar, por
meio de estudos epidemioldgicos, associacfes relevantes entre alguns padrdes
alimentares observados em diferentes regiées do mundo e a prevaléncia de cancer
(Haas et al., 2006).

Estudos relatam que o alto consumo de carne vermelha pode aumentar o
risco de desenvolvimento do cancer colorretal. Véarias teorias vém sendo propostas
para explicar essa associacdo, como a presenca de acidos graxos especificos e
substancias formadas durante o preparo das carnes em altas temperaturas. Outros
estudos tém proposto que seria devido as altas concentracdes de ferro na carne
vermelha, por este mineral estar envolvido na sintese de radicais hidroxilas que
podem causar danos as células do intestino (Hendges et al., 2013).

Ao contrério, o alto consumo de frutas, verduras e fibras pode ter um papel
protetor no desenvolvimento do cancer de intestino. Isso devido ao seu alto teor de
nutrientes e outras substancias que podem inibir a formacdo de carcindGgenos
(Spence & Johnston, 2003). Segundo Anjo (2004), o consumo desses alimentos
pode ainda reter substancias téxicas ingeridas ou produzidas no trato
gastrointestinal durante processos digestivos, reduzir o tempo do transito intestinal

promovendo uma rapida eliminacéo do bolo fecal com reducéo do tempo de contato
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do tecido intestinal com substancias mutagénicas e carcinogénicas e formacao de
substéancias protetoras pela fermentacao bacteriana dos compostos da alimentagéo.

Ha evidencias também de uma possivel atuacdo do célcio e da vitamina D
como anticarcinégenos no célon e reto (Holt, 2008).

Uma das hipéteses do calcio para reducdo do risco do cancer colorretal é a
capacidade do calcio em se ligar aos sais biliares e aos acidos graxos ionizados,
reduzindo o efeito desses compostos de proliferacdo celular da mucosa col6nica.
Outra hipotese descrita consiste na atuacdo do calcio promovendo a diferenciacéo
de células colbnicas através da conexdo de receptores sensiveis ao calcio,
resultando em varias acdes bioldgicas tais como a ativagdo da proteina C quinase.
Acredita-se que a vitamina D, que exerce uma acdo de regulacdo de proliferacéo
celular, em sua forma mais ativa, 1,25-dihidroxivitamina D, foi apontada como
regulador da proliferacdo e diferenciacdo de células cancerigenas de humanos
(Cabral & Gruezo, 2010).

2.4. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo formados a partir do metabolismo secundario das
plantas, proporcionando fungbes essenciais na reprodugdo e crescimento das
plantas, na qualidade de mecanismos de defesa contra agentes patogénicos,
parasitas e predadores (Liu, 2004).

A sintese dos compostos fendlicos ocorre através de duas vias diferentes: a
via do chiquimato e do acetato. A via do chiquimato € por onde ocorre a sintese da
maior parte dos compostos fendlicos de plantas, ao passo que a via de malonato
possui menor significAncia nas plantas, embora seja uma fonte importante de
compostos fendlicos em fungos e bactérias (Taiz & Zeiger, 2002).

Além dos seus papéis nas plantas, em nossa dieta 0s compostos fendlicos
possuem efeitos protetores contra algumas doencgas cronicas nao transmissiveis tais
como catarata, degeneracdo macular, doencas neurodegenerativas, diabetes

mellitus, cancer e doencas cardiovasculares (Scalbert et al., 2005).
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Os compostos fendlicos sdo importantes para a qualidade de alimentos de
origem vegetal, sendo responsaveis pela coloracdo dos alimentos, envolvidos com o

sabor e substratos para a reacdo de escurecimento enzimatico (Cheynier, 2012).

Compostos fendlicos

Acidos fendlicos flavondides
Acidos hidroxi Acidos hidroxi Flavonois Flavonas Flavanois Flavanonas antocianidinas isoflavondides
benzdicos cinamicos
Galico p-cumarico Quercetina Apigenina Catequina Eriodictol Cianidina Genisteina
Protocatéquico Caféico Kampferol Luteclina Epicatequina Hesperidina Pelargonidina Daidzeina
Vanilico Ferulico Miricetina Crisina Epigalocate- Narigenina Delfinidina Gliciteina
Siringico Sinaptico Galangina quina Peonidina
Malvidina

Figura 4. Exemplo de compostos fitoquimicos presentes em alimentos vegetais com

a classificacdo dos compostos polifendlicos. Extraido de Karakaya, 2004.

2.4.1. Acidos Fenodlicos

Os &cidos fendlicos sdo um conjunto de substancias que formam um
subgrupo dos compostos fenodlicos e estdo subdivididos em dois subgrupos, os
derivados dos éacidos hidroxibenzoico e acidos hidroxicinamico. S&o derivados do
acido hidroxibenzéico os acidos p-hidroxibenzdico, galico, protocatecuico, VA e
siringico. Os derivados do acido hidroxicindmico incluem os acidos p-CoA, cafeico,
FA e sinapico que, de maneira geral, estdo presente na forma ligada a componentes

estruturais da parede celular tais como celulose, lignina e proteinas (Liu, 2004).
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Estudos epidemiolégicos, clinicos e in vitro mostram multiplos efeitos

biolégicos relacionados a estes compostos tais como: atividades antioxidante, anti-

inflamatoria, antimicrobiana e anticarcinogénica (Abe et al., 2007).

As principais estruturas dos derivados dos acidos benzdicos e dos acidos
hidroxicinamicos podem ser observadas na figura 5.

(A)

R2

R3

R4

Radical
R1=0OH
R1=R4=0H
R3 =0OH
R2=R3=0H
R2 = OCH3; R3 = OH
R2 =R3=R4=0H

R2 =R4 = OCHS3; R3=0H

R1

COOH

Acido Benzobico
Acido Salicilico
Acido Gentisico
Acido p-hidroxibenzoéico
Acido Protocatequinico
Acido Vanilico
Acido Galico

Acido Siringico

(B)

R2

R3

R4

Radical
R1=R2=R3=R4=H
R1=0H
R3 =0OH
R2 = R3 =OH
R2=0CH3; R3 = OH

R2 = R4 =OCHS3; R3 = OH

R1

_— COOH

Acido cinamico
Acido cinamico
Acido o-cumarico
Acido p-cumarico
Acido cafeico
Acido fertlico

Acido Sinapico

Figura 5. Estrutura quimica dos derivados do acido benzéico (A) e do acido

hidroxicinamico(B) (Adaptado Rosa et al.,2016).

Os acidos hidroxicinamicos estdo presentes em uma grande variedade de

alimentos e bebidas de origem vegetal como legumes, cacau, frutas, Oleos, ervas,

especiarias, nozes, vegetais, cereais, cerveja e vinho. Alguns alimentos séo

particularmente ricos em acidos hidroxicinamicos (tabela 5) como o café e azeitonas
verdes (Russell & Duthie, 2011).

Os acidos hidroxibenzodico geralmente séo encontrados em concentracdes

mais baixas em alimentos quando comparado com os acidos hidroxicindmicos. Suas

fontes alimentares incluem bebidas (suco de fruta, cha, cerveja, vinhos), frutas

vermelhas, ervas e especiarias. Ja foi reportado na literatura que 100 g de
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manjericdo pode conter até 14 mg de VA, enquanto as nozes sao ricas em acido

siringico (57,45 mg / 100 g) e 100 g de cha pode conter até 10,35 mg de &4cido galico

(Russell & Duthie , 2011).

Tabela 5: Fontes alimentares com teores elevados de acidos hidroxicinamicos

Alimento Acido p- Acido feralico Acido cafeico Acido
cumarico (mg/Kg) (mg/Kg) sindpico
(mg/Kg) (mg/Kg)

Maca 10 <5 30-200 NR
Alcachofra NR NR 830 NR
Cevada 70-230 320-530 5-20 NR
Blueberry <5 30-50 330-790 NR
Arroz integral 20 160 <5 <5
Cenoura <5 5-40 20-270 NR
Café 10 140 830 NR
Berinjela NR 10 260-750 NR
Toranja <5 30 10 <5
Alface NR NR 800-1600 NR
Grao de aveia 40-60 140-150 20 <5
Suco de laranja <5 30 <5 10
Péssego <5 <5 40-200 NR
Ameixa 20 10 50-440 NR
Batata 5-40 5 20-450 NR
Centeio 30-60 780-1110 110-970 60-120
Couve 10-60 <5 5-40 10-20
Espinafre 100-130 10 10 20-30
Polpa de beterraba NR 1000-4000 NR NR
Cereja 100-650 <5 110-970 NR

* NR: N&o reportado
Fonte: (Riihinem, 2005).
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2.4.1.1. Acido 3,4-dihidroxifenilacético

O 3,4-DHPAA ¢é um metabolito de polifenol derivado da flora microbiana do
coélon, encontrado em alta concentracdo no plasma, excretada na urina e fezes apés
0 consumo de café ou uma dieta onivora, incluindo frutas e vegetais (Larrosa et
al.,2009). Exerce efeitos bioldgicos no organismo tais como atividade antioxidante,
antimicrobiana e anti-inflamatéria. Dentre os metabdlitos dos flavonodides, é o
composto que possui maior atividade de eliminacdo de radicais livres e diminui a
peroxidacao lipidica (Carrasco-Pozo et al., 2015).

Possui estrutura anadloga ao do acido cafeico, porém, ndo tem uma dupla
ligacdo na cadeia alifatica e também exerce atividade antioxidante em lipidios. A
absorc¢éo diaria de 3,4-DHPAA com a alimentagéo € 7,27 mg (Raneva et al.,2001).

Raneva et al. (2001) mostraram em seu estudo que o 3,4-DHPAA e o &cido
cafeico em concentracdes micromolares foram inibitérias para a peroxidacao lipidica
em plasma de rato. Este resultado é relevante porque o 3,4-DHPAA e o0 acido
cafeico estdo presentes em plasma humano em concentracées nanomolares.

Outros autores tém analisado o impacto de metabdlitos intestinais de
polifendis, como o 3,4-DHPAA (metabdlito da quercetina e dos acidos clorogénicos)
e acido 3-(3,4-dihidroxifenil) propiénico (metabdlito do acido cafeico) na modulacéo
de enzimas envolvidas na desintoxicacao e inflamacédo de células de adenoma de
célon. Esses compostos mostraram uma regulacéo positiva de GSTT2 e COX-2, que
poderia possivelmente contribuir para o potencial quimiopreventivo de polifendis
apos a metabolizagdo intestinal (Miene, 2011).
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2.4.1.2.Acido p-cumarico

O p-CoA é um isbmero abundante do &cido cinAmico e amplamente
encontrado em plantas comestiveis como amendoim, tomate e cenoura (Jaganathan
et al., 2013).

Recentemente foi demonstrado que o p-CoA diminui a peroxidacdo de
lipoproteina de baixa densidade (LDL), apresentando atividades antimutagénica,
antigenotoxica e antimicrobianas. O trabalho mostrou ainda inibicdo da
melanogénese celular e papel importante na regulagdo imune em seres humanos
pela acdo do acido p-CoA. Além disso, € amplamente utilizado nas industrias
guimicas, de alimentos, cosméticos e farmacéuticas (Kili¢ & Yesiloglu, 2013).

Torres & Rosazza (2001) relataram que o p-CoA e outros acidos
hidroxicinamicos atuam como agentes quimioprotetores por diminuir a acdo de
agentes de nitrosacdo em varios compartimentos biolégicos, incluindo saliva e
fluidos gastricos.

Hudson et al. (2000), observaram que o p-CoA reduziu a viabilidade celular
das células cancerigenas do colon (HT29) e das células epiteliais do c6lon humano
( HCEC).

Em outro estudo, células HT-29 que foram tratadas com p-CoA teve reducao
no crescimento celular e a eliminacdo de radicais livres induzida (Ferguson et
al.,2005).

Em células Caco-2, o p-CoA inibiu a proliferacao celular e alterou as fases do
ciclo celular, mas, ndo o aumentou a fase S o que implica em outras fases do ciclo
celular (Janicke et al.,2005) .

Bouzaiene et al. (2015), mostrou que o acido cafeico, p-CoA e FA sdao
potentes inibidores de anion superoxido e metastases e reduzem a proliferagéo,
adesdo e migracdo de ceélulas do pulméo (A549) e colon (HT29-D4) .Entretanto, &
necessario explorar o mecanismo e a via de sinalizagdo molecular desses achados ,
a fim de que se possa compreender os efeitos farmacoldgicos desses acidos.

Em outro estudo, também foi estudado o efeito do p-CoA em células epiteliais
do célon (Caco-2) e foi observado que uma concentracdo de 1500 umol/L inibiu em
43% a 75% a proliferacdo de células Caco-2 apés 24 a 72 h de tratamento (Janicke
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et al., 2005). Entretanto, a literatura disponivel ndo descreve o mecanismo pelo qual

o p-CoA induz a apoptose em células cancerigenas do célon.

2.4.1.3.Acido ferulico

O FA é um potente antioxidante fendlico encontrado em altas concentragdes
em plantas e principalmente no farelo de arroz e de milho. Possui um alto potencial
fotoprotetor, age como uma barreira de membrana celular impedindo a atividade de
radicais livres e minimizando os efeitos dos dimeros de timina que sao agentes
carcinogénicos resultantes da exposicdo da pele a radiacdo UV (Kawabata et al.,
2000).

Juntamente com 0s seus ésteres, possui propriedades antioxidantes que séo
potencialmente Uteis ndo s6 para impedir a oxidacdo de lipidica no alimento, mas
também, para prevencdo de doencas induzidas por radicais livres tais como o
cancer e aterosclerose ou envelhecimento causado por danos oxidativos. Suas
propriedades antioxidantes contam com a eliminacdo de radicais e como
consequéncia, € o acido mais eficaz entre os &cidos hidroxicindmico devido a
estabilizacdo da ressonancia do radical fenoxi por uma conjugacao da cadeia lateral
estendida (Anselmi et al., 2005 ).

Jayaprakasam et al. (2006) sintetizaram uma série de ésteres de FA e
cafeico e testou em células com proliferacdo tumoral, nas enzimas COX-1 e COX-2
e na atividade de inibicdo da peroxidacéo lipidica in vitro. No ensaio de proliferacao
de ceélulas tumorais, alguns destes ésteres mostraram excelente inibicdo no
crescimento de células de cancer de colon. Entre os ésteres de compostos fendlicos
utilizados no ensaio, estdo os compostos (Cl2-cafeato), (C16- cafeato), (C8-FA),
(C12-FA) que mostraram uma forte inibicdo com valores de I1Cso de 7,6 a 18,7 ug/mL
em células de linhagem de cancer de mama; de 4,4 a 17,1 yg/mL em células de
linhagem de céancer de pulmao; de 2,5 a 5,8 uyg/mL em células de linhagem de
cancer de célon; de 8,1 a 14,6 ug/mL em células de linhagem de cancer do sistema
nervoso central; e de 5,4 a 11,0 ug/mL em células de linhagem de céncer gastrico.
Além disso, foi observado que os ésteres do acido cafeico e FA inibiram

significativamente as enzimas COX-1 e COX-2.
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2.4.1.4.Acido vanilico

O VA é a forma oxidada da vanilina e é encontrado em altas concentracdes
nos graos de baunilha e nas raizes de Angélica sinensis, uma planta usada na
medicina tradicional chinesa. Tem sido associado com diversas atividades
farmacoldgicas, tais como inibicdo da carcinogénese, inflamacdo e apoptose. E
licenciado como um aditivo alimentar e também um dos principais metabolitos
encontrados em humanos apds o consumo de cha verde (Gitzinger et al., 2012).

E um produto valioso para aplicacdes biotecnolégicas, uma vez que é
utilizado como o ponto de partida na sintese quimica de vanilina um dos compostos
aromatizantes mais importantes do mundo (Priefert et al., 2001). Pozo-Insfran et al.
(2006) estudaram os efeitos antiproliferativos e apoptéticos de uma mistura de
compostos fendlicos extraidos da Euterpe oleracea Mart (acai). Células da linhagem
de leucemia promielocitica aguda (HL-60) tratadas com os &cidos p-hidroxibenzéico,
gdlico, FA, VA e p-CoA exibiram um efeito dose e tempo-dependente de inibicdo do
crescimento, com aumento da atividade apoptética que foi precedida por ativagdo da
caspase-3.

Chou et al. (2010) realizaram um estudo em que considerou a possibilidade
de que a atividade antioxidante da vanilina e do VA na eliminacdo de EROS poderia
estar relacionada com a inibicdo da melanogénese. Neste estudo, células B16FO0
(inhagem de melanoma em camundongos), foram expostas ao VA numa
concentracao de 20 ug/mL durante 72 horas, onde o objetivo foi avaliar os niveis de
expressdo das proteinas MC1R, MITF, tirosinase, TRP-2 TRP-1 e determinar se a
atividade inibidora do VA estaria relacionada com a melanogénese. Os resultados
encontrados demonstraram que as expressdes dessas proteinas foram reprimidas
pelo VA e, que a morfologia nuclear das células ndo foram danificadas depois de
serem tratadas. Os dados sugeriram que o acido VA suprimiu a atividade da
tirosinase e da dopa-oxidase, bem como reduziu a sintese de melanina, e que os
efeitos poderiam estar relacionados com a reducéo dos niveis de proteina de MC1R,
MITF, tirosinase, TRP-2 e de TRP-1.
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2.5. Absorc¢ao, biodisponibilidade e distribuicdo dos &acidos fendlicos no
organismo

Um amplo conhecimento de biodisponibilidade do acido fendlico é essencial
para compreender as conjugacdes e bioatividades no organismo. Os acidos
fenolicos € um consideravel grupo dentro da familia dos polifendis e ha evidéncias
que quando eles sdo absorvidos sob a forma livre, sua absor¢cdo e conjugacao
(especialmente a glucuronidacdo) seguem as mesmas vias que a dos flavonoides e
outros polifendis (Cremin et al., 2001).

A biodisponibilidade de polifen6is é crucial para as suas propriedades
biolégicas, por isso diversos pesquisadores medem as suas concentracdes no
plasma e na urina apds a ingestdo de um teor conhecido de compostos puros ou
incorporado em alimentos, a fim de estudar a biodisponibilidade destas moléculas
(Pérez-Jiménez et al., 2010).

Varios fatores alteram a biodisponibilidade de compostos bioativos presentes
nos alimentos: a complexidade da matriz alimenticia, a forma quimica do composto
de interesse, estrutura e quantidade de outros compostos ingeridos
concomitantemente (fatores exégenos) e ainda o tempo de transito intestinal,
esvaziamento gastrico, metabolismo do composto e grau de conjugacdo, possiveis
interacdbes com proteinas na circulagdo sanguinea e tecidos, composicao da
microflora intestinal e o perfil genético do individuo (fatores endégenos). Avaliados
em conjunto, estes fatores respondem pelas variacdes intra e inter-individuais na
biodisponibilidade de uma determinada substancia (Oliveira & Bastos, 2011).

Ensaios em animais com infusdo gastrica in situ de acido 5 cafeoilquinico(5-
CQA) e outros acidos hidroxicinamicos isolados (FA, p-CoA e cafeico) indicam que a
absorcdo inicia no estbmago, onde uma pequena parcela € absorvida intacta
(Konish et al.,2006; Lafay et al.,2006). Os compostos nao absorvidos no estbmago
seguem para o0 intestino delgado, onde os &cidos hidroxicinamicos livres
provenientes dos alimentos sdo rapidamente absorvidos (Olthof et al.,2001; Adam et
al.,2002).

O metabolismo de varios polifendis € pouco elucidado. Geralmente as formas
agliconas podem ser absorvidas a partir do intestino delgado, no entanto a maioria

dos polifendis esta presentes em alimentos em forma de ésteres, glicosideos ou
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polimeros que ndo podem ser absorvidos na sua forma nativa. Antes da absorcao,
estes compostos devem ser hidrolisados por enzimas intestinais ou pela microflora
do célon. Durante o curso da absorcdo os polifendis sofrem longas modificacoes,
eles sdo conjugados nas células intestinais e depois no figado por metilacéo,
sulfatacdo e / ou glucuronidagdo por enzimas especificas que catalisam estas
etapas (figura 6). Como consequéncia, as formas que atingem o sangue e o0s tecidos
sao diferentes daqueles presentes em alimentos e € muito dificil de identificar todos
0s metabolitos e avaliar a sua atividade biolégica (Archivio et al.,2007).

As reacgOes de glucuronidacgéao, sulfatacéo e metilagdo séo descritas por terem
um impacto significativo sobre a bioatividade de polifendis. Estas reacfes de
conjugacéao reduzem significativamente a atividade antioxidante dos polifenois, uma
vez que a sulfatacdo e glucuronidacéo reduz o grupo hidroxila da estrutura fendlica.
Este grupo € o principal responsavel pelas propriedades antioxidante dos polifendis
(Piazzon et al., 2012).

Os acidos hidroxicinamicos quando ingerido na forma livre sdo rapidamente
absorvidos pelo intestino delgado e sdo conjugados da mesma forma que 0s
flavonodides. No entanto, estes compostos sao naturalmente esterificados em
produtos vegetais e este prejudica sua absorcdo pelo fato da mucosa intestinal,
figado e plasma ndo possuirem esterases capazes de hidrolisar estes acidos e a
hidrélise pode ser realizada apenas pela microflora do coélon (Archivio et al.,2007).
Quando estas moléculas sédo hidrolisadas pela microflora do cdélon, a eficiéncia de
absorcdo é reduzida, pois a flora pode degradar as agliconas liberando acidos
aromaticos simples (Scalbert & Williamson, 2000). Portanto, a eficiéncia de absor¢cao
de &cidos fendlicos € marcadamente reduzida quando eles estdo presentes sob a
forma esterificada, ao invés da forma livre (Azuma et al., 2000; Olthof et al .,2001).

O FA é o principal acido hidroxicindmico presente nos cereais, no qual &
esterificado para arabinoxilanos na parede celular de graos. Kern et al. mediram
excrecdo urindria e a concentracdo plasmatica de metabdlitos do FA apds a
ingestdo de cereais do café da manhda e a partir dos dados cinéticos, eles
concluiram que a absorcdo de FA dos cereais ocorre principalmente no intestino

delgado a partir da fracdo sollvel presente nos cereais. Apenas uma pequena
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quantidade de FA ligado a arabinoxilanos foi absorvida ap6s hidrélise no intestino
grosso (Manach et al.,2005).

Em ratos, a concentracdo maxima no plasma deste acido fendlico intacto e de
metabalitos foi atingida apdés 30 min da ingestdo e a excre¢ao urinaria representou
aproximadamente 40% da dose ingerida na forma do composto puro (Rondini et al.,
2002).

Em cultura de células intestinais humanas Caco-2, observou-se que o fluxo
transepitelial do 5-CQA é significativamente menor que o fluxo do acido cafeico 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 acidos clorogénicos
sdo absorvidos apenas por transporte paracelular, enquanto os &cidos
hidroxicinamicos livres sdo absorvidos também por transporte ativo mediado por
transportadores de acidos monocarboxilicos (MCT). Estes transportadores estédo
presentes na mucosa gastrointestinal e em diversos tecidos corporais e, portanto,
poderiam participar também do transporte dos acidos fendlicos em tecidos alvo
(Oliveira & Bastos, 2011).

Para compreender os mecanismos de acdo dos compostos fendlicos em
geral, além de identificar e quantificar os metabdlitos formados € necessério
identificar os tecidos alvos em que se depositam (Crozier et al.,2009).

Os polifendis sdo capazes de penetrar o0s tecidos, particularmente aqueles em
que eles sdo metabolizados (intestino e figado). A determinacdo da
biodisponibilidade de metabdlitos dos polifendis em tecidos pode ser mais
importante do que o conhecimento de suas concentracdes no plasma. No entanto,
os dados ainda sdo muito escassos ndo s6 em seres humanos, mas em animais
também uma vez que ha poucos estudos reportando sobre concentracbes de
polifendis em tecidos humanos (Archivio et al.,2007).

Os polifendis e os seus derivados sédo excretados principalmente na urina e
na bile. Os metabdlitos extensivamente conjugados sdo mais susceptiveis de serem
eliminados na bile, enquanto os pequenos conjugados tais como 0os monosulfatos
sao preferencialmente excretados na urina. A quantidade total de metabolitos
excretados na urina € aproximadamente correlacionada com as concentracdes

plasmaticas maximas (Manach et al.2004).
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Muito pouco se sabe sobre a absor¢cdo e metabolismo de &cidos

hidroxibenzdico devido a sua distribuicdo limitada em alimentos. No entanto, poucos

estudos sobre a biodisponibilidade do acido galico em humanos revelaram que este

composto é extremamente bem absorvido, comparado com outros polifendis. As

concentragdes plasmaticas de formas livres e glucuronizadas de acido gélico e seu

principal metabdlito o acido 4-O-metil galico foi de 4mol / L apds a ingestao de 50 mg

de acido galico puro. Tal ingestdo ndo € dificil de se obter, pois o vinho tinto

geralmente contém 10-60 mg / L de &cido galico (Manach et al.,2005).

Fonte dietética de acido Fendlico

Intestino Delgado

Glucuronidagdo——> UDP-glucuronosiltransferases
Metilagdo ——> Catecol-O-metiltransferases

Figado
Glucuronidagdo——> UDP-glucuronosiltransferases
Metilagdo ——> Catecol-O-metiltransferases

Sulfatagcdo —> sulfotransferases

Cdlon

Hidrélise ———> esterases

¥
7o )

—>C )

C e D

Metilagdo —> Catecol-O-metiltransferases

Figura 6. Possiveis caminhos para o metabolismo de acidos fendlicos (Heleno et al.,

2015).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

= |nvestigar a influéncia de acidos fendlicos na proliferacdo e captacéo celular

em linhagem de células de adenocarcinoma de c6lon humano HT-29.

3.2. Objetivos especificos

» Determinar a atividade antioxidante do 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA em
diferentes concentracoes;

= Avaliar a cinética de captacdo, em funcdo do tempo de incubacdo, dos
padrées do 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA, em culturas de células HT-29;

= Avaliar o efeito da incubacao isolada do 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA, em
funcdo do tempo de incubacédo e da concentracéo, sobre a viabilidade celular
de linhagem de células HT-29;

= Avaliar os efeitos dos acidos 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA sobre as
modifica¢des 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 padrbdes comerciais do 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA, foram adquiridos da
Sigma-Aldrich®, bem como, meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
tripsina e tampao hepes .

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-Aldrich® os seguintes reagentes:
brometo  de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio(MTT),dimetilsulféxido
(DMSO), radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), metanol, 2,2’-azinobis (2-
amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH), Fluoresceina sodica, Trolox, 2,3,5-cloreto
trifeniltetrazolium (TPTZ), fosfato de s6dio monobasico 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

A determinacdo da atividade antioxidante foi avaliada através de quatro
métodos distintos: método DPPH, método ABTS, capacidade ferri-redutora (FRAP) e
a capacidade de absorgéo de radical de oxigénio (ORAC).

4.2.1.Avaliacéo da atividade sequestrante do radical DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Brand-Williams & Berset (1995). O DPPH (1,1-
difenil-2-picrilidrazil) € um radical livre estavel que aceita um elétron ou um radical de
hidrogénio para tornar-se uma molécula diamagnética estavel e desta forma, é
reduzido na presenca de um antioxidante. Para avaliacdo da atividade antioxidante,
0s padrdes comerciais dos acidos foram adicionados para reacdo com o radical
estavel DPPH em uma solucdo de metanol. Na forma de radical, o DPPH possui
uma absorcdo caracteristica a 515 nm, a qual desaparece ap0s a reducdo pelo
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hidrogénio arrancado de um composto antioxidante. A reduc¢éo do radical do DPPH
foi medida através da leitura da absorbancia a 515 nm em 30 min de reagdo. A
atividade antioxidante foi expressa de acordo com a Equacdo de Mensor e

colaboradores (2001), descrita abaixo:
%AA = 100 -{[(Absamostra — Absbranco) X 100] / Abs controle}

4.2.2.Andlise determinacdo da atividade antioxidante total pelo método de
reducédo do Ferro (FRAP)

A atividade antioxidante pelo método de FRAP foi determinada de acordo com
Rufino et al. (2006). Este método baseia-se na quantificacdo da capacidade de
redugéo do complexo Fe (IlI)-TPTZ (cor azul clara) para o complexo Fe(ll)-TPTZ (cor
azul escura) em meio acido, reacdo esta que € desencadeada pelo antioxidante
presente na amostra. O método consiste em adicionar a 100 yL da amostra que
foram previamente diluidas, a fim de se obter as concentracfes desejadas para as
analises: 2,5; 5,0 e 10 uM e quantificar, em 2,7 mL de reagente FRAP somado a 270
ML de agua destilada. Apdés 30 minutos em banho maria foi efetuada a leitura de
absorbéancia a 595 nm. Os resultados foram expressos em uM de sulfato ferroso por
grama de amostra. A curva padrao foi produzida com uma solucao de sulfato ferroso
com quatro diluices diferentes (500; 1000; 1500 e 2000 pM).

4.2.3.Analise de atividade antioxidante total pela captura do radical abtse+

O método ABTS (&cido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) foi
utilizado como descrito por Rufino et al. (2007), O radical ABTS++ é formado por uma
reagcdo quimica com persulfato de potadssio em uma relagdo estequiométrica de
1:0,5. Uma vez formado, o radical ABTSe<+ ¢é diluido em etanol até obter uma medida
de absorbancia de 0,70 (£ 0,02) a um comprimento de onda de 734 nm. Aliquotas
com trés diferentes volumes das amostras de acidos foram utilizadas de modo a
restar um volume final de 3ml em cada leitura. As leituras foram realizadas em
triplicata. Uma curva padrdo com solucdes de Trolox e outra curva com &cido

ascorbico foram produzidas.
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Os resultados foram expressos em TEAC, atividade antioxidante equivalente
ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) em umol de trolox e

pmol de acido ascérbico por grama de amostra.

4.2.4 Ensaio 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 analises, 100 uL de fluoresceina (7,8 uM) e 150 pL do tampéo fosfato
foram adicionados a microplaca e a leitura foi realizada durante 15 minutos a 37 °C.

Apoés, 100 pL do composto (3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA), em diferentes
concentracdes,100 pL dos padrdes (concentracdes de 10; 20; 40; 60; 80 e 100 uM)
e 100 uL do tampéo fosfato foram adicionados a microplaca, todos em triplicata. Em
todos os pocos, foi adicionado, em seguida, 100 uL da solucdo de fluoresceina. A
microplaca contendo a amostra, os padroes e tampao foram incubados por 15
minutos a 37 °C, antes da injegdo automatica do AAPH (2,2’-azinobis (2-
amidinopropano) dihidrocloreto).

Foi realizada leitura em espectrofotdmetro, 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 apds cada injecao, foi realizada a
limpeza da bomba de injecdo com a solucdo de AAPH.

A partir dos dados de absorbancia em relagdo 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 concentragdes 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.
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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 proprios para
cultura, em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 2g/L
tampéo HEPES, pH 7,4, sob atmosfera com 5% de CO2 a 37°C. As células quando
em confluéncia de 70-80%, sofriam processo de tripsinizacdo, cerca de duas vezes
por semana. Para cada experimento, as células foram semeadas em concentracdes
que variavam de 2,0 x 10° a 4,0x10%células/cm? em placas de 06,24 e 96 pocos,
durante as analises de ciclo celular, apoptose, captacdo celular e viabilidade celular,

respectivamente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.4, INCUBACAO DOS COMPOSTOS EM LINHAGEM DE CELULA HT-29

Para preparo das solucdes, os compostos 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA foram
pesados e diluidos, separadamente, em meio de cultura estéril, a fim de se obter
solugdes com concentracdes de 3,0 mM.

As células HT-29 com 10 dias de confluéncia foram incubadas
separadamente com os compostos, em diferentes concentracdes (0,1 uM a 100uM),
dependendo do experimento a ser realizado. Para analises de viabilidade celular as
células HT-29 foram incubadas com os compostos nas concentracdes de 0,1 uM a
100 uM. Para as analises de ciclo celular e apoptose, as células foram incubadas
com 10uM e 100 uM de 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA. Ja, para as analises de
captacdo celular foi utilizada a concentragdo de 10 pM, por ser esta uma
concentracdo fisiolégica dos compostos. Grupos controle (sem incubagdo com os
compostos) foram incluidos em cada placa para todos os experimentos. O tempo de

incubacéo estudado para todos os experimentos foi de 24 h.
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4.5. DOSAGEM DO 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA E METABOLITOS EM CULTURA
DE CELULAS DE ADENOCARCINOMA DE COLON (HT-29)

4.5.1. Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

No tempo previamente determinado (24 h), os meios de cultura
(sobrenadante) das placas controle e das contendo as culturas de células incubadas
com 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA, na concentracdo de 10 puM, foram recolhidos,
armazenados em tubos tipo eppendorf estéreis e armazenados a -80 °C até o
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.

Apés descongelamento, 400 pL do precipitado celular foi adicionado a um
tubo tipo eppendorf e 600 pL de solucdo aquosa de Metanol (60:40, v:v) foi
adicionado. Posteriormente, a mistura foi agitada em vértex durante 1 minuto e
centrifugada a 13000 rpm por 5 minutos. 1000 pL do sobrenadante foi analisado por
CLAE (Murad et al.,2015).

As analises cromatogréficas foram realizadas de acordo com adaptacfes do
método descrito por Murad et al.(2015). O sistema de cromatografia liquida
(Shimadzu, Japéo) 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 separacao cromatografica dos analitos foi
obtida utilizando-se uma coluna de CLAE de fase reversa C18 (5 uym, 250 mm x 4,6
mm, Kromasil®), acoplada a uma pré-coluna C-18 (5 ym, 10mm x 3 mm, Kromasil®).
A fase movel 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 concentragdo da fase movel foi programado utilizando-se fluxo de 1,0 mL/min, da

maneira apresentada na Tabela 6, a seguir:
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Tabela 6. 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 é&cidos 3,4-DHPAA, p-CoA, VA
e FA.

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 3,4-DHPAA, FA, p-CoA, VA, m-CoA, &cido galico,
salicilico, 3,4-dihidroxibenzéico, p-hidroxibenzdéico, benzoico, cafeico, 2,4-
dihidroxibenzdéico,  3-(4-hidroxi)-fenilpropibnico e  4-hidroxifenilacético, na
concentracéo individual de 10 pg/ml, foram injetados na forma de pool no inicio e no
final de cada dia de trabalho.

A identificacdo e a quantificacdo do 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA foi obtida
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 padrées externos.
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4.6. ENSAIO DE VIABILIDADE E PROLIFERACAO CELULAR

4.6.1. Quantificacao celular: camara de neubauer

As quantificacBes das células tratadas e ndo tratadas (24 horas) foram feitas
através de contagem direta ao microscépio, com auxilio da camara de Neubauer
(MORAES & ALVES, 1986). Foram plaqueadas 4,0 x 10* células/poco em placas de
24 pocos que 24 horas depois, foram incubadas com diferentes concentracdes (1
UM e 10 uM) de 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA. Apo6s 24 h de incubacédo, o numero de
células da linhagem de células humanas de adenocarcinoma de célon (HT-29) foram
postas na laminula, onde foram quantificadas utilizando um hemocitémetro de
Neubauer sob exclusdo de azul de tripano e levada ao microscopio para avaliacdo

do numero de células encontradas.

4.6.2. Ensaio de MTT

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 2,0 x 10* células/poco em placas de 96 pocos que, 24 horas
depois, foram incubadas com diferentes concentracfes de 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e
FA., que variavam de 0,1 uM a 100 pM. Apds 24 h de incubacéao, foram adicionados
10 pL de MTT (5g/L) em cada poco. O meio foi, entéo, recolhido depois de 4 h de
incubacdo e 100 pL/poco de dimetilsulféxido (DMSO) 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 proliferagédo celular (CPIR) foi
calculada com base na férmula: CPIR = (1 — valor médio do grupo experimental /

valor médio do grupo controle) x 100%.
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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), apds a aquisicdo de 20000 eventos.

As proporcdes relativas de células com conteiddo de DNA indicativo de
apoptose (<2n), fase GO-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

versao 1.2.

4.8. Ensaio de apoptose

Para avaliacdo de apoptose, as células em estudo foram submetidas a
marcacao com anexina V conjugada a FITC (BD Pharmigen, San Diego, EUA). As
células foram ressuspendidas em 400 pL de solugcédo tampéo do kit Il de deteccao de
apoptose (BD Pharmigen), 5 pL de anexina V FITC e 5 uL 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.
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4.9. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram apresentados como meédias + desvio padrdo de dois
experimentos independentes feitos em triplicata (n=6). Os dados experimentais
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
atraves do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa
GraphPad Prism 5.0 .
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5. RESULTADOS
5.1. Atividade antioxidante do 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA

A atividade antioxidante do 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA foi avaliada por
quatro diferentes métodos (DPPH, ORAC, FRAP e ABTS). Os resultados dos
ensaios de FRAP e ABTS estéo apresentados nas tabelas 7 e 8 e os resultados dos
ensaios de DPPH e ORAC nas figuras 7 e 8.

Para os quatro métodos em estudo, os compostos foram analisados em
concentracbes que variaram de 2,5 pM a 25 pM. Todos o0s ensaios foram
conduzidos em triplicata até o término da reacao.

Para avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH, os compostos
foram analisados em concentracdes inferiores a 25 uM, onde observou-se que hao
houve uma reducédo significativa do radical DPPH (resultados ndo mostrados). Apés
30 minutos de ensaio, o percentual de reducdo do DPPH e consequentemente a
atividade antioxidante dos compostos tenderam a estabilizacdo na concentracdo de
25 pM.

1004 a
§ 80- B Acido 3,4-dihidroxifenilacético
o B Acido vanilico
O 60- . i
< [ Acido ferdlico
é 40- [J Acido p-cumaérico
b

Df, 20- b C
R

0_ I I

25uM  25uM  25uM - 25uM

Figura 7. Percentual de reducéo do radical DPPH pelo 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA.
Os resultados sédo expressos como média + desvio padrao de trés experimentos. Os
dados foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (?p
<0,05; "p <0,01; °©p<0,001).
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Observou-se pelo método DPPH, que o 3,4-DHPAA apresentou o maior
percentual de reducédo do radical, seguido do VA, FA e p-CoA, onde apresentaram
diferenca significativa entre si. Esta diferenca, contudo, nao foi observada no FA.

Ao analisar a atividade antioxidante dos compostos pelo método de ORAC
(Figura 8), observou-se que, tanto o p-CoA quanto o 3,4-DHPAA apresentaram um
aumento significativo da atividade antioxidante, seguido do VA e FA. Pelo método
FRAP, o 3,4-DHPAA e VA demonstraram ter uma atividade antioxidante superior a
do FA e p-CoA corroborando com os resultados observados no ensaio de DPPH.
Todos os compostos demonstraram também ser significativamente diferente em

todas as concentracdes estudadas (p <0,05).
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Figura 8. Atividade antioxidante, avaliada pelo método ORAC, do 3,4-DHPAA, p-
CoA, VA e FA. As analises foram realizadas em triplicata. Resultados estdo
expressos como média = desvio padrdo. Os dados foram comparados pelo teste
One-way ANOVA, com pds-teste de Tukey (2 p <0,05; Pp<0,01; © p<0,001).
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Tabela 7. Atividade Antioxidante de &cidos fendlicos pelo ensaio FRAP expresso

(uMol Sulfato Ferroso /pMol).

Padrdes de Acido Fendlico

2,5uM

5,0 uyM

10,0 uM

Acido 3,4-dihidroxifenilacético 533,12+25,522

Acido vanilico 83,33+7,34¢ 240,56+67,56¢ 568,06+32,66°
Acido ferulico 9,17+21,17¢ 141,39+7,169  376,94+12,08¢
Acido p-cumaérico 1,94+1,66° 33,06+5,00° 126,94+4,29°

970,62+22,672

1852,50+41,122

* Letras diferentes na mesma coluna, se diferem estatisticamente (p<0,05).

No ensaio de ABTS (Tabela 8), o acido 3,4-DHPAA apresentou a maior
atividade antioxidante tanto nos resultados expressos em pM Trolox/uMol e pMol
Acido ascoérbico /puMol, assim como no ensaio de DPPH e FRAP. Em oposto aos
demais ensaios, 0 acido que apresentou a segunda maior atividade antioxidante foi
o FA seguido do p-CoA e VA. Todos apresentaram diferenca significativa entre si
(p<0,05).

Tabela 8. Atividade antioxidante de acidos fendlicos pelo ensaio ABTS expresso em

UM Trolox/uMol e puMol Acido ascorbico /uMol .

ABTS Compostos 2,5uM 5,0 uM 10,0puM
(uMol Acido | 3,4-DHPAA | 2241 75+57.78% | 2999 25+86.05 | 3671,75+75,09°
ascorbico 5 5 5
/uMol) FA 1901,75+90,40 2341,75+37,50° | 2803,00+124,50
p-CoA 1750,50+122,56° | 1834,25+189,70° | 2121.75+122,50"
VA 1218,00+65,89° | 1330,50+75,93° | 1676,75+62,76°
ABTS 3,4-DHPAA | 2287 25+7509% | 3044,75+86,05° | 3717,25+57,78°%
(LMol FA 1947,25+90,00° | 2387,25+37,50° | 2848,50+124,50°
Trolox/uMol
uMol) p-CoA 1796,00+78,52° | 1879,75+189,79° | 2167,25+122,56"
VA 1263,50+65,89 ¢ | 1376,00+75,93° | 1722,25+62,76°

* Letras diferentes na mesma coluna, se diferem estatisticamente (p<0,05).
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5.2. Cinética de captacdo do 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA pelas células de
adenocarcinoma de célon humano (HT-29)

As células HT-29 foram incubadas com 10 uM de 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e
FA, isoladamente durante 1 h; 2 h; 4 h e 6 h para o estudo da cinética de captagéo
destes compostos. Foram incluidos grupos controle em todos os tempos, sendo 0s
mesmos tratados somente com meio proprio (isento do composto).

N&o foi observada a presenca de compostos fenélicos nas células e meio de

cultura tratados com 3,4-DHPAA e nos grupos controles (dados ndo mostrados).

5.2.1. Incubacéo com p-CoA

O p-CoA foi identificado e quantificado na célula e no meio de cultura apos a
incubacdo com 10 uM de p-CoA. Um aumento na captacao celular de p-CoA foi
observado 6 h apos a incubacdo, com captacdo maxima (0,80 umol/L) (Figura 9).
Nesse mesmo tempo, foi identificado no meio de cultura (Figura 10) um aumento
significativo do contetdo de p-CoA no meio de cultura ap6s 6 h de incubacao, com

captacao maxima (33,7 umol/L).
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Figura 9. Concentragao (umol/L) de p-CoA no conteudo intracelular de células HT-
29 apos a incubacdo com 10 uM de p-CoA (1 h a 6 h). Os resultados sdo expressos

como média = desvio-padréao de trés experimentos.
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Figura 10. Concentragao (umol/L) de p-CoA no meio de cultura de células HT-29
apos a incubacdo com 10 uM de p-CoA (1 h a 6 h). Os resultados sdo expressos
como média + desvio-padrao de trés experimentos. (*) indica diferenca estatistica
(One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey, p<0,05).

5.2.2. Incubagdo com VA

O VA foi identificado e quantificado na célula e no meio de cultura apos a
incubagédo com 10 uM de VA. Um aumento na captagao celular de VA foi observado
1 h apés a incubacdo, com captacdo maxima (5,7 pymol/L) no conteudo intracelular.

Porém apoés 1h, a captacdo tendeu a uma estabilizacdo (Figura 11).
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Figura 11. Concentragédo (umol/L) de VA no conteudo intracelular de células HT-29
apos a incubacdo com 10 uM de VA (1 h a 6 h). Os resultados sdo expressos como
média + desvio-padrdo de trés experimentos.
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O mesmo perfil foi identificado no meio de cultura apos a incubacdo com 10
UM de VA. Um aumento na captacdo celular de VA foi observado 1 h apés a
incubacédo, com captacdo maxima (9,5 umol/L). Porém apds 1h, a captacao tendeu a

uma estabilizacao (Figura 12).
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Figura 12. Concentragao (umol/L) de VA no meio de cultura de células HT-29 ap6s
a incubacédo com 10 uyM de VA (1 h a 6 h). Os resultados sao expressos como

média + desvio-padréo de trés experimentos.
5.2.3. Incubacédo com FA

N&o foram identificados compostos fendlicos nas amostras de células apés
incubacdo com 10 uM de FA. Ja no meio de cultura, uma diminuicdo do contetdo de
FA no meio de cultura foi observada 2 h, 4 h e 6 h ap6s a incubagédo (Figura 13),

indicando que o FA foi captado pelas células intestinais.
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Figura 13. Concentragao (umol/L) do FA no meio de cultura de células HT-29 ap6s
a incubacdo com 10 pM de FA (1 h a 6 h). Os resultados sdo expressos como

meédia + desvio-padrao de trés experimentos.

5.3. ENSAIO DE VIABILIDADE E PROLIFERACAO CELULAR

5.3.1. Quantificacéo celular: camara de neubauer

Para andlise de quantificacdo celular pela camara de neubauer, as células de
adenocarcinoma de colon humano (HT-29) foram incubadas com concentracfes de
1 uM e 10 uM de 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA e analisados 24 h apds o inicio da
incubacdo. Foi incluido um grupo controle para todos os padrbes de acidos
analisado, sendo os mesmos tratados somente com meio préprio (isento do
composto).

A quantificagdo celular foi realizada em doses fisiologicas, a fim de se
observar o seu efeito sobre a viabilidade celular e s6 depois em outro ensaio houve
um aumento das concentracdes até atingir doses farmacoldgicas.

As células tratadas com 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA apresentaram
percentual de reducédo da viabilidade celular na concentracdo de 1 puM com diferenca
significativa (p < 0,05) quando comparados a ceélulas controle. Na concentracdo de

10 pM as células tratadas com 3,4-DHPAA foi quem apresentou o maior percentual
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de reducdo da viabilidade celular, seguido do p-CoA, FA e VA com diferenca

significativa (p <0,01) quando comparas ao grupo controle.

Cells ( x 10°)

**

[ 11

CT 1uM 10uM 1uM 10uM 1uM 10uM 1uM 10uM
3,4-dihidroxifenliacétido p-cumarico

vanilico Ferdalico

Figura 14. Efeito do 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA na quantificacdo de células (HT-
29) 24 horas ap6s a incubacdo. Diferencas significativas entre as células néo
tratadas (CT) e as incubadas com os respectivos acidos (1 uM e 10 yM) foram
comparadas pelo teste One-way ANOVA, com poés-teste de Tukey (*p <0,05; **p
<0,01).

5.3.2. Ensaio de MTT

Para andlise de viabilidade celular, as células de adenocarcinoma de cdlon
humano (HT-29) foram incubadas com concentra¢gbes de 0,1 pM a 100uM de 3,4-
DHPAA, p-CoA, VA e FA e analisadas 24 h apés 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 nas concentracfes de
0,1 uM e 1,0 uM o 3,4-DHPAA nado modificou o perfil de células viaveis quando
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Controle(%)

comparado ao controle, apos a concentracdo de 2,5 UM constatou-se uma reducéo
significativa no percentual destas células quando comparado ao grupo controle
(Figura 15 A). O 3,4-DHPAA promoveu uma inibicdo média de 66% para este tipo
celular nas concentracbes iguais ou maiores que 10 pM, havendo diferenca

significativa entre as concentracdes estudadas (p<0,01).
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Figura 15. Efeito do 3,4-DHPAA (A), FA (B), p-CoA (C) e VA (D) sobre a viabilidade
de células HT- 29 24 horas ap0s a incubacdo. Diferencas significativas entre as
células nao tratadas (CT) e as incubadas com os respectivos acidos (0,1 yM a 100
MM) foram comparadas pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (*p
<0.05; **p <0,01).
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Quando as células da linhagem HT-29 foram incubadas com o FA, observou-
se que nas concentracdes de 0,1 uM e 1,0 uM o composto em questao ja modificou
o perfil de crescimento das células viaveis quando comparado ao controle (Figura 15
B). Este efeito foi ainda mais pronunciado quando as células foram incubadas com
concentracdes iguais ou maiores que 2,5 uM, apresentando aproximadamente 63%
de reducdo na viabilidade celular da linhagem HT-29, quando comparada ao
controle. Além disso, foi observada diferenca significativa na reducéo celular entre
as maiores concentragdes (2,5 UM e 100 uM) e as concentragdes inferiores (0,1 uM
e 1,0 uM).

Quando as células da linhagem HT-29 foram incubadas com o p-CoA foi
observada uma reducdo significativa no numero de células em todas as
concentragcdes, uma média de 40 % quando comparado ao grupo controle, com
diferenca significativa entre estas concentragdes p <0,05 (Figura 15 C).

Para as células incubadas com o VA, observou-se que nas concentracées de
0,1 uM e 1,0 uM o composto em questdo ndo modificou o perfil de crescimento das
células viaveis quando comparado ao controle, ndo havendo diferenca significativa
entre estas concentragcfes utilizadas. Foi observada uma reducao significativa do
percentual de células vidveis, com média de 23,0% quando as células foram
incubadas nas concentragbes de 2,5 uM a 100 uM mostrando haver diferenca
significativa entre as concentragdes utilizadas p <0,05 (Figura 15 D).

Na Tabela 9 estd demonstrada a concentracdo de 3,4-DHPAA e FA
necessaria para reduzir em 50% a viabilidade celular da linhagem HT-29 (ICso).

Tabela 9. Valor do ICso (UM) do 3,4-DHPAA e FA

Compostos ICs0 (UM)
Acido ferulico 1,46
Acido 3,4-dihidroxifenilacético 5,4

O FA apresentou menor valor de concentragdo para reduzir em 50% a
viabilidade celular, cerca de duas vezes menos que o 3,4-DHPAA. Este, por
apresentar menor valor de I1Cso, pode ser considerado mais efetivo em termos de

viabilidade celular através deste método.
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5.4. EFEITO DO 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA SOBRE A PROGRESSAO DO
CICLO CELULAR

Com a finalidade de monitorar a influéncia do 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA
sobre o ciclo celular, as células em estudo foram incubadas com concentracdes de
10 uM e 100 uM de cada composto, isoladamente e apds 24 h 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 diminuicdo no percentual de células na
fase S, quando incubadas com o 3,4-DHPAA nas concentracdes de 10 uM e 100 uM
(Figura 16) mostrando haver diferenca significativa entre as concentracdes utilizadas
(p <0,05) guando comparadas ao grupo controle. Foi possivel observar também uma
diminuicdo no percentual de células presentes na fase G2/M, 24 h apds a incubacao
com 100 uM de 3,4-DHPAA com diferenca significativa quando comparadas ao

grupo controle.
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Figura 16. Efeito do 3,4-DHPAA sobre a progressao do ciclo celular em células HT-
29 24 horas apos a incubacao. As fases do ciclo celular estdo ilustradas em A (CT),
B (10 pM) e C (100 pM). Os resultados quantitativos do efeito do composto sobre
esta linhagem celular estéo ilustrados no gréafico (D). Os resultados sdo expressos
com média + desvio padrédo de trés experimentos. Diferencas significativas entre as
células néo tratadas (CT) e as tratadas (10 uM e 100 pM) foram comparadas pelo

teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (*p <0,05).
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Figura 17. Efeito do p-CoA sobre a progresséao do ciclo celular em células HT-29 24
horas apos a incubacédo. As fases do ciclo celular estéo ilustradas em A (CT), B (10
puM) e C (100 pM). Os resultados quantitativos do efeito do composto sobre esta
linhagem celular estéo ilustrados no grafico (D). Os resultados sdo expressos com
média + desvio padrdo de trés experimentos. Diferencas significativas entre as
células néo tratadas (CT) e as tratadas (10 uM e 100 pM) foram comparadas pelo
teste One-way ANOVA, com pGs-teste de Tukey (*p <0,05; **p <0,01).
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Quando as células HT-29 foram incubadas com p-CoA, observou-se uma
reducdo significativa no percentual de células na fase GO/G1 em todas as
concentracfes estudadas. Uma reducéo significativa no percentual de células nas
fases S também foi observada, com destaque para a concentracdo de 100uM. Ja na
fase G2/M, o comportamento do composto foi 0 oposto das demais fases, houve um
aumento significativo tanto na concentracdo de 10uM e 100uM quando comparadas

ao grupamento controle (Figura 17).
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Figura 18. Efeito do FA sobre a progressao do ciclo celular em células HT-29 24 horas apés a
incubacéo. As fases do ciclo celular estdo ilustradas em A (CT), B (10 pM) e C (100 pM). Os
resultados quantitativos do efeito do composto sobre esta linhagem celular estao ilustrados no grafico
(D). Os resultados sédo expressos com meédia + desvio padrdo de trés experimentos. Diferencas

significativas entre as células nao tratadas (CT) e as tratadas (10 pM e 100 pM) foram comparadas

pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (*p <0,05).
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Quando as células HT-29 foram incubadas com 10 pM e 100 pM de FA
também foi observada uma reducdo no percentual de células na fase GO/G1l. O
percentual de células na fase S sofreu alteracao significativa somente na incubacéo
com 10 uM de FA, também foi observado um aumento significativo na fase G2/M na

concentracéo de 100 uM (Figura 18).
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Figura 19. Efeito do VA sobre a progressdo do ciclo celular em células HT-29 24
horas apos a incubacéo. As fases do ciclo celular estéo ilustradas em A (CT), B (10
MM) e C (100 uM). Os resultados quantitativos do efeito do composto sobre esta
linhagem celular estdo ilustrados no gréafico (D). Os resultados sdo expressos com
média + desvio padrdo de trés experimentos. Diferencas significativas entre as
células néo tratadas (CT) e as tratadas (10 uM e 100 pM) foram comparadas pelo
teste One-way ANOVA, com pds-teste de Tukey (*p <0,05).
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Foi observado que a linhagem HT-29 apresentou uma diminuicdo no
percentual de células na fase GO/G1, seguido por um aumento no percentual de
células na fase S, quando incubadas com o VA nas concentracdes de 10 uM e 100
UM (Figura 19) mostrando haver diferenca significativa nhas concentracdes utilizadas
(p <0,05) quando comparadas ao grupo controle. Foi possivel observar também, um
aumento no percentual de células presentes na fase G2/M, apos a incubacdo com
VA em ambas as concentracGes com diferenca significativa quando comparadas ao

grupo controle (p <0,05).

5.5. EFEITO DO 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA SOBRE A TAXA DE APOPTOSE
EM CELULAS DE ADENOCARCINOMA DE COLON HUMANO (HT-29)

A apoptose é um processo essencial para a manutencdo do desenvolvimento
dos seres vivos, sendo importante para eliminar células defeituosas. Esse fendbmeno
biolégico, além de desempenhar um papel importante no controle de diversos
processos vitais, estd associado a inumeras doencas, como o0 cancer. A
compreensao dos mecanismos apoptéticos permite o desenvolvimento de novas
estratégias no tratamento do cancer.

Neste ensaio, as células em estudo foram incubadas com 3,4-DHPAA, p-CoA,
VA e FA (10 pM e 100 puM) durante 24h.

Apb6s a incubacdo com 3,4-DHPAA, nas concentracdes de 10 uM e 100 uM,
foi observado uma diminuicao significativa (p<0,05) no percentual de células viaveis
e um aumento significativo (p<0,05) do percentual de células em apoptose inicial
guando comparadas ao grupo controle na concentracdo de 100 uM. O percentual de
células nao-apotéticas sofreu um aumento significativo apos incubagcdo com 3,4-
DHPAA em ambas as concentracdes (p<0,05) (Tabela 10).

Ao ser incubada com 10 pM de p-CoA, a linhagem celular HT-29 apresentou
uma diminuicao significativa (p<0,05) no percentual de células viaveis e um aumento
no percentual de células em apoptose (apoptose inicial e tardia), quando
comparadas as células ndo tratadas (controle) e consequentemente uma diminuigéo
de células n&o apoptoticas. Contudo, ao serem incubadas com 100 uM de p-CoA, as
células ndo apresentaram uma diminuicdo significativa (p>0,05) no percentual de
células viaveis e apresentaram uma diminuicdo no percentual de células em
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apoptose (apoptose inicial e tardia), quando comparadas as células controle e um
aumento de células ndo apoptéticas (Tabela 10).

ApOs a incubacédo com 10 uM e 100 uM de VA néo foi observado alteracéo no
percentual de células viaveis (p>0,05) quando comparadas as células ndo tratadas
(controle). Porém, foi observada uma diferenca significativa no percentual de células
em apoptose (apoptose inicial e tardia) quando comparadas as células controle
(Tabela 10).
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Figura 20. Efeito do 3,4-DHPAA e p-CoA sobre o processo de morte programada
em células HT-29 24 h apos a incubacdo. As analises por citometria de fluxo do
grupo controle estéo ilustrada em A e as do 3,4-DHPAA e p-CoA estao ilustradas em

B e C, de acordo a concentragdo dos compostos.
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Figura 21. Efeito do FA e VA sobre o processo de morte programada em células

HT-29 24 h ap0s a incubacdo. As analises por citometria de fluxo do grupo controle

estdo ilustrada em A e as do FA e VA estao ilustradas em B e C, de acordo a

concentracdo dos compostos.

Ao ser incubada com 10 uM e 100 uM de FA, a linhagem celular HT-29

apresentou uma diminuicdo significativa (p<0,05) no percentual de células viaveis,

gquando comparadas as ceélulas do grupo controle. Contudo, somente na

concentracdo de 10 pM houve um aumento significativo (p<0,05) no percentual de

células em apoptose (apoptose inicial e tardia), quando comparadas as células néao

tratadas (controle) e uma diminuicdo de células ndo apoptéticas. Quando incubadas

com 100 uM de FA, as células apresentaram um aumento significativo (p<0,05) no

percentual de células ndo apoptoticas (Figura 21 B).
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Tabela 10. Efeito do 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA (10 pM e 100 pM) sobre o

processo de morte celular por apoptose nas células de adenocarcinoma de colon

humano (HT-29) 24 h apds a incubacéo.

Células Apoptose Apoptose Células

Viaveis inicial tardia ndo-apoptoticas

(Anexina V- Pl-) | (Anexina V+ PI-) | (Anexina V+ Pl+) | (Anexina V- Pl+)
3,4- CT 85,200,572 6,93+0,212 7,69+0,80° 0,17+0,022
DHPAA | 10 uM 87,90+ 1,04° 3,87+1,33° 5,84+1,48? 2,41+2,06°
100 uM 89,75+0,13° 5,49+0,28° 3,97+0,26° 0,78+0,35¢
p-CoA CT 92,50+0,28° 2,08+0,23 2,98+0,042 2,45+0,47°
10 uM 76,95+0,64° 12,75+0,49° 9,83+0,16" 0,48+0,06°
100 uM 93,40+ 1,482 0,17+0,10° 1,38+0,24° 4,01+1,11°
VA CT 92,500,282 2,08+0,23? 2,98+0,04% 2,45+0,47°
10 uM 90,00+4,102 0,34+0,14° 0,93+0,62" 8,74%3,34°
100 uM 91,10+2,832 0,09+0,11° 1,00+0,03° 7,84+2 88"
FA CT 92,500,282 2,08+0,23? 2,98+0,04% 2,45+0,47°
10 uM 82,70+1,27° 8,28+1,53" 7,562+1,68" 1,51+1,10°
100 pM 89,90+ 1,84° 0,48+0,072 1,700,182 8,20+2,28¢

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrao de trés experimentos e

representam o percentual do total de células. Diferencas significativas entre as
células nao tratadas (CT) e as tratadas com 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA nas

concentracfes de 10 uM e 100 pM, foram comparadas pelo teste One-way ANOVA,

com poés-teste de Tukey. Letras diferentes na mesma coluna se diferem

estatisticamente (p<0,05) .
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6. DISCUSSAO

Alguns acidos fendlicos sdo conhecidos naturalmente por exibir uma
variedade de funcbes bioldgicas, além da sua atividade antioxidante, que esta
relacionada principalmente a modulacdo da carcinogénese. Na verdade, muitos
acidos fendlicos sao investigados quanto ao seu potencial quimiopreventivo do
cancer (Fiuza et al.,2004). Os resultados do presente trabalho fornecem subsidios
gue corroboram com os dados descritos na literatura e apontam o papel do 3,4-
DHPAA, p-CoA, VA e FA na prevencao e tratamento do cancer de célon.

Apesar destes dados, existe uma grande dificuldade de comparacdo entre
dados experimentais referentes a avaliacdo da atividade antioxidante, aferida por
diferentes métodos, bem como de comparar dados da literatura, haja vista que as
metodologias para analise da determinagdo da atividade antioxidante baseiam-se
em diferentes fundamentos. Soma-se a isto, ainda a complexidade das reacdes
envolvidas na atividade antioxidante. Portanto, é recomendada a utilizacdo de dois
ou mais métodos, 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).

Neste trabalho, a atividade antioxidante do 3,4-DHPAA, p-CoA,VA e FA foi
analisada por quatro diferentes métodos (DPPH, FRAP, ORAC e ABTS). Para os
quatro métodos utilizados foram observados uma elevada atividade antioxidante dos
compostos. Foi possivel ainda observar, em todos os métodos utilizados, um
aumento na atividade antioxidante com o aumento da concentracdo dos compostos
testados (2,5 uM a 25 pM).

Foi observado em nosso estudo, que pelo método DPPH, FRAP e ABTS o
3,4-DHPAA demonstrou possuir uma atividade antioxidante superior a dos demais
acidos.

Monagas et al.(2010) observou que o 3,4-DHPAA derivado do metabolismo
microbiano de proantocianidinas apresenta acentuada propriedade anti-inflamatoria
in vitro, reduzindo a secrecdo de TNF-q, IL-1b e IL-6 em células mononucleares de
sangue periférico estimuladas com lipopolissacarideo de individuos saudaveis. Tem
sido sugerido que estes metabolitos microbianos podem estar entre a nova geracao
de agentes terapéuticos para a gestdo de doencas imunoinflamatorias como a
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aterosclerose e a reducdo da resposta inflamatéria a antigenos bacterianos, o que
pode ter implicacbes nas doengas crbnicas auto-imunes ou inflamatérias, como
doenca inflamatoria do intestino.

Ao ser avaliado pelo método FRAP e DPPH, o VA foi o composto que
apresentou a segunda maior atividade antioxidante, com 568,06 pMol Sulfato
Ferroso /uMol e um percentual de reducdo de 17% do radical DDPH na maior
concentracdo testada nos respectivos métodos. Ja no ensaio de ABTS e ORAC, o
VA apresentou uma menor atividade antioxidante, porém com diferenca significativa
guando comparado aos demais compostos.

Os resultados encontrados no nosso estudo, sé&o similares aos demonstrados
por Tai et al.(2012). Ao analisar a atividade antioxidante do VA pelo ensaio de
DPPH, ORAC e ABTS Tai et al. (2012) observaram que o VA foi capaz de reprimir
os trés radicais. No ensaio de ORAC, o VA mostrou uma inibicéo parcial ao longo do
tempo no perfil do decaimento da fluorescéncia e uma eliminagdo significativa do
radical ABTS.

Libardi (2010), também que observou em seus estudos que o VA apresentou
uma elevada reatividade frente ao radical DPPH. Kili¢ & Yesiloglu (2013), ao avaliar
a atividade antioxidante do p-CoA por diferentes metodologias analiticas, como
DPPH, ABTS e FRAP, mostrou que o composto € eficiente na reducdo do percentual
DDPH, ABTS e Fe®* sugerido que o p-CoA pode ser utilizado na indUstria alimentar
e farmacologica devido a estas propriedades.

Em nossos dados, podemos observar que o p-CoA, apresentou elevada
atividade antioxidante pelo método de ORAC e uma menor atividade pelos demais
métodos, pérem, todos com diferenca significativa.

Ao avaliarmos o FA pelo ensaio de ABTS, podemos destacar uma elevada
atividade antioxidante com média de 2803,00 pM Trolox/uMol . O FA fornece
hidrogénio para a neutralizagdo dos radicais livres combatidos, o que |he confere
efeito antioxidante.

Marinova & Yanishlieva (1992) na tentativa de se elucidar as diferencas de
potencial antioxidante existentes entre os acidos fendlicos, realizou uma
comparacao quantitativa do comportamento cinético da inibicdo da oxidacdo de

alguns acidos benzbicos (acidos p-hidroxibenzéico, VA, siringico, e 3,4-
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dihidroxibenzdico) e cinamicos (acidos p-CoA, FA, sinapico e cafeico). Concluiram
que, a metoxila presente com a hidroxila no VA confere a ele uma pequena atividade
antioxidante. Com referéncia aos acidos cinamicos, a presenca de uma metoxila
adjacente a hidroxila como ocorre no FA, aumenta o periodo de inducdo da oxidacao
duas vezes mais. Entretanto, o maior potencial antioxidante foi encontrado quando
h& duas hidroxilas nas posicdes 3 e 4 destes &cidos.

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 relacdo a
elevada atividade antioxidante do 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA. Os métodos
utilizados em nosso estudo para avaliar a atividade antioxidante destes compostos
mostraram-se satisfatérios e adequados.

O cancer é caracterizado pela desregulacdo da apoptose, proliferacédo
celular, invasdo, angiogénese e metastases. E desejavel que haja composto capaz
de inibir a proliferacdo de células cancerigenas.

Em nosso trabalho, o efeito do 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA sobre a
viabilidade de células de adenocarcinoma de célon humano (HT-29) foi investigado.
A inibicdo da viabilidade celular por esses compostos, ja foi descrita em outros
estudos.

Gao et al. (2006), observaram que entre os principais &cidos fendlicos
formados durante a fermentacdo bacteriana intestinal de cha verde, cha preto ,
frutas citricas e flavondides da soja, somente o acido 3,4-DHPAA demonstrou
atividade antiproliferativa em células de cancer de préstata e de colon (HCT116).0
3,4-DHPAA inibiu significativamente (P<0,005) as células cancerigenas do colon
(HCT116), quando comparadas a uma linhagem imortalizada de células normais
do epitélio do intestino (IEC6) com ICso 90umol/L. A atividade antiproliferativa do 3,4-
DHPAA pode ser devido a sua estrutura catecol.

Resultados semelhantes foi encontrado por Henning et al.(2013), onde

observaram que a concentracdo plasmatica de 3,4-DHPAA aumentou apos a
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ingestao de cha preto e quando testado in vitro , o 3,4-DHPAA demonstrou atividade
antiproliferativa em células de cancer de colon (HCT116).

Nossos resultados demonstraram uma reducédo significativa no percentual de
células viaveis incubadas com 3,4-DHPAA, quando comparados ao controle, sendo,
contudo, observada diferencas estatisticas em relacéo as concentracfes testadas.

O 3,4-DHPAA promoveu uma reduc¢do significativa no percentual de células
viaveis, em torno de 66%, nas concentracdes iguais ou maiores a 10 uM, 24 h apos
a incubacédo com um ICsp 5,4uM.

Quando a linhagem celular foi incubada com FA, observou-se que o FA foi
capaz de promover uma reducao significativa (em torno de 35%) no percentual de
células viaveis incubadas com as concentracfes de 0,1 e 1,0 uM. Da mesma forma,
foi observada uma reducéo significativa (média de 63,0%) no percentual de células
viaveis nas concentracdes iguais ou maiores que 5,0 uM.

Mori et al. (1999), relataram o efeito inibidor do FA no crescimento de células
cancerigenas do célon. Este efeito, foi confirmado por testes in vivo em ratos por
Hudson et al.(2000).

Os potenciais beneficios do FA e de outros acidos hidroxicinamicos a salde
tém sido relacionados principalmente a sua atividade antioxidante. Os &cidos
hidroxicinamico podem proteger a LDL a partir de modificacdes oxidativas e assim
reduzir a aterogénese. Eles também exibem efeitos inibitérios sobre a promocéao
tumoral e podem bloquear a formacdo de compostos mutagénicos tais como as
nitrosaminas (Andreasen et al.,2001).

Janicke et al.(2005) demonstram que o FA e p-CoA inibe a proliferacao de
células de Caco-2, ambos os compostos diminuiu 0 nimero de células de 43-75%
depois 2-3 dias de tratamento. Estes resultados corroboram com os achados de
Hudson et al.(2000) , onde células SW480 ( células de cancer de célon) quando
tratadas com FA tiveram reducéo da viabilidade celular.

Jaganathan et al.(2013), mostrou em seu estudo que no ensaio de MTT o p -
CoA mostrou efeito inibitério sobre as células HCT-15 e HT-29 com um valor de I1Cso
de 1400 e 1600 pmol/L, respectivamente. O ensaio de formacgao de colonia, revelou
que a inibicdo dependente do tempo em que as células HCT-15 e HT-29 sé&o

expostas ao p-CoA. Estes dados corroboram com o estudo de Paudel et al. (2014),
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no qual relataram que o p-CoA aprensentou atividade antiproliferativa nas células
HT-29.

Ferguson et al.(2005), também relataram que células HT-29 que receberam
tratamento com p-CoA tiveram o crescimento celular reduzido e a eliminagdo de
radicais livres induzida.

Podemos observar em nossos dados, que quando a linhagem celular foi
incubada com p-CoA, j& nas menores concentracfes o p-CoA foi capaz de promover
uma reducédo significativa no percentual de células viaveis, quando comparadas as
células controle. Nas concentracbes maiores, esse percentual de reducao nao foi
alterado, as células mantiveram o mesmo percentual de reducéo (em torno de 40%).

Dentre os compostos por nés estudados, o VA foi 0 que apresentou menor
percentual de reducdo da viabilidade das células HT-29, um percentual médio de
23%.

Ho et al.(2009), testaram o efeito do VA e vanilina na viabilidade celular de
células de cancer de coélon. A vanilina mostrou efeito citolitico e citostaticos no
modelo HT-29, enquanto que o VA ndo mostrou qualquer citotdxico ou citostatico na
concentragdo de até 500 pg/ml.

Ha poucos dados na literatura acerca do efeito citotéxico do VA, o que nos
impossibilita de realizar uma ampla discusséo sobre este composto.

Os dados obtidos em nosso estudo através do ensaio de MTT corroboram
com os dados obtidos através da quantificacdo celular pela camara de neubauer,
onde os compostos apresentaram a seguinte ordem na redugcdo da viabilidade
celular: 3,4-DHPAA>FA> p-CoA>VA. Os dados existentes na literatura e o0s
encontrados em nosso estudo sugerem que o 3,4-DHPAA, FA e p-CoA possam
desempenhar um papel de agente inibidor da viabilidade celular e preventivo na
proliferacéo de células de cancer de célon humano.

A desregulacdo no controle do ciclo celular € um aspecto fundamental no
desenvolvimento do cancer. As células normais apenas proliferam em resposta ao
desenvolvimento da célula ou a sinais presentes na mitose que indicam um requisito
para o crescimento do tecido, enquanto que a proliferacdo das células cancerosas
procede essencialmente sem controle. Isto indica que as células cancerosas

proliferam devido a presenca de defeitos de sinalizagédo internos e/ou externos
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(Nakayama & Nakayama, 2006).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 nao € 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 regulacdo 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 inducéo
da morte celular (Palozza et al., 2009).

Estudos anteriores mostraram que células HCT-15 quando tratadas com p-
CoA mostraram acumulacao crescente de células apoptoticas na fase sub-G1 e uma
diminuicdo da fase GO/G1 do ciclo celular. Quando observadas com fotomicrografia
eletrbnica de varredura, as células HCT-15 mostraram sinais de apoptose como
prolongamentos (blebs) e encolhimento apds exposicado a p-CoA. Além disso, houve
um aumento da producao de EROS , que quando induzida por compostos fendlicos
induz a apoptose através da ativacdo de MAPK (Jaganathan et al.,2013) .

Janicke et al.(2010) investigaram os efeitos do FA e p-CoA sobre a expresséo
génica em células Caco-2 . As células Caco-2 foram tratadas com 150 puM de FA ou
p-CoA durante 24 h. Um total de 517 genes foram significativamente afetados pelo
FA e 901 pelo p-CoA, genes estes que estdo envolvidos com a progressao do ciclo
celular.

Da mesma forma, Janicke et al.(2005) , ao avaliarem também o efeito do FA
e p-CoA sobre as fases do ciclo celular, demonstram que cada composto diminuiu a
proporcao de células na fase G1 e aumentou a porcentagem de células nas fases S
e G2. O tratamento com 1500 uM de FA aumentou significativamente a duracao da
fase S, enquanto o p-CoA nao. Com isto, concluiu-se que FA e p-CoA inibem a
proliferacéo celular pelo fato de afetar as diferentes fases do ciclo celular, o que
requer novas investigacdes, porque esta inibicdo pode ser uma explicacdo para
protecao contra o cancer.

Em nosso trabalho, a analise do ciclo celular revelou que o 3,4-DHPAA, nas
concentracdes de 10 uM e 100 uM, aumentou a proporcéo de células HT-29 na fase
GO/G1 e, reduziu o percentual de células presente nas fases S e G2/M, 24h pos-

incubacéo, quando comparadas ao controle.
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Estes dados sugerem uma parada de ciclo celular na fase GO/G1, onde as
células ficam impossibilitadas de chegarem a etapa de mitose e se multiplicarem.
Com a parada do ciclo na fase GO/G1, pressupfe-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.

A parada de ciclo celular na fase GO/G1, justifica o fato do 3,4-DHPAA néo
ter causado apoptose de células HT-29 em nosso estudo.

Os resultados encontrados na analise do ciclo celular do 3,4-DHPAA
relacionam-se, de forma positiva aos resultados de viabilidade anteriormente
descritos, assim como, aos dados da literatura cientifica.

Em nosso trabalho, a andlise de ciclo celular dos VA e FA revelou uma
diminuicdo da proporcao de células em fase GO/G1 nas concentracfes de 10 UM e
100 pM, em 24 horas poés-tratamento. Além disso, 0 VA ndo promoveu um aumento
do percentual de células apoptoéticas (inicial e tardia).

Nossos dados revelaram ainda que o FA diminuiu o percentual de células
viaveis na concentracdo de 10 pM, promoveu um alongamento da fase S e uma
diminuicdo da fase G2/M do ciclo celular, com um aumento do percentual de células
apoptoticas (inicial e tardia). Na concentracdo de 100 uM, esse percentual de células
apoptoticas foi reduzido e acrescido de um aumento de células ndo-apoptoticas.

Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas morfologicas e bioguimicas em: apoptose, autofagia, necrose, mitose
catastrofica e senescéncia. Alteracdes na coordenacdo desses tipos de morte
celular estdo implicadas na tumorigénese (Grivicich et al.,2007).

A necrose é um tipo de morte na qual as células sofrem um insulto que resulta
no aumento do volume celular, agregacdao da cromatina, desorganizagdo do
citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica e consequente ruptura
celular. Durante a necrose, o conteudo celular é liberado, causando dano as células
vizinhas e uma reacgdo inflamatoria no local (Ziegler & Groscurth, 2004).

A apoptose é um processo essencial para a manutencao do desenvolvimento
dos seres vivos, sendo importante para eliminar células supérfluas ou defeituosas.
Durante a apoptose, a célula sofre alteracdes morfoldgicas caracteristicas desse tipo

de morte celular. Tais alteracdes incluem a retracdo da célula, perda de aderéncia
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com a matriz extracelular e células vizinhas, condensacdo da cromatina,
fragmentacao internucleossémica do DNA e formacdo dos corpos apoptoticos.
Muitas sdo as moléculas envolvidas no controle das vias de ativacao da apoptose,
dentre estas, as proteinas antiapoptoticas e pré-apoptoticas, além das caspases.
Esse fenémeno bioldgico, além de desempenhar um papel importante no controle de
diversos processos vitais, estd associado a inUmeras doencas, como o cancer. A
compreensao dos mecanismos apoptoéticos permite o desenvolvimento de novas
estratégias no tratamento do cancer. Tais estratégias sdo embasadas na inducéo da
morte nas células tumorais e em uma maior resposta aos tratamentos com radiacédo
e agentes citotéxicos (Parolin & Reason,2001).

Como a apoptose € o ponto final de pelo menos uma das vias de
diferenciacdo das células epiteliais do colon, um processo que resulta em morte
celular por apoptose também deve minimizar o sinal proliferativo. De fato, em nosso
modelo, o aumento da taxa de morte celular por apoptose, ap6s 24 horas de
incubacdo com p-CoA, foi acompanhado por um aumento de células na fase G2/M
do ciclo celular.

Dado o exposto, os dados apresentados neste trabalho mostraram que os
acidos fendlicos podem desempenhar importante papel na reducdo da viabilidade
celular, na modulacdo do ciclo celular e no controle da progressédo tumoral, via

inducao da apoptose.
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7. CONCLUSAO

A literatura cientifica atual sobre os acidos 3,4-DHPAA, p-CoA, VA e FA ainda
€ escassa, mas 0 que se tem relatado até o momento, demonstra um importante
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 promover modificacdes
especificas no ciclo celular e aumento da taxa de apoptose de células de
adenocarcinoma de célon humano. O 3,4-DHPAA foi capaz de atuar positivamente
na reducdo da viabilidade celular, de promover modificagbes especificas no ciclo
celular, através da parada de ciclo celular na fase GO/G1 e diminuicdo na fase G2/M.

Os dados deste trabalho indicam que o efeito antiproliferativo do 3,4-DHPAA,
p-CoA, VA e FA parecem ser influenciados pela concentragdo do composto,
captacdo e metabolismo celular dos mesmos.

Neste sentido, o aprofundamento de estudos em modelos animais e novos
ensaios in vitro sobre a possivel protecdo dos acidos fendlicos no processo de
tumorigénese, ajudara a entender outros mecanismos ainda néo elucidados por este

trabalho.
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Abstract

Consumpion of fuits and vegetables is assodated

with lower rsk of seveml cancers, pariculady colorectal

cancer, which ks mainly to heir phy
henoka

coment. A diverse range o phylochamicds, espacially

and ang-i

far colomcial canosd

pounds, has been reporied lo possess importand bi
Y . Several faciors
scentilc evdences suppon the genatic predsposition, diet, and Westyls a5 some of the maor contibuling facors

development, In the sense, 1his review aims 0 Ssumimanze (he anlicancer acliviges and the
proposed mecharisms of acion of phendic adds with an emphasis in colon cancer thiough in i evidences. The

logicd properfes such as anfcancer, anfiviral,
i fa d of cok I cancer. The

evdences supports the heory o prop
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of gene
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undersioad, bul may indude scavenging free radicals, inductin of [
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Introduction

In the last few yesrs, some studies have reporied thet the diet
possesses an important mle in the etickgy of colorectal cancer
Epidemiological evidences suggest that diets rich in fruits and
vegetables, which have high contents of phytochemical compounds,
may contribute to reduce the ridk of cemtain cancers Reganding the
colon cuneer, the infleen ce of antioidant compounds present in foods
is ome of the factors with extensive discussion in the literature [1].

A wide variety of bicsctive compounds, especilly phemolic
compounds have been meported to possess important biological
properties such a5 anticancer, antiviml antioddant and  anti-
inflammatory activities. The potential bidogical effects of various
comstituents of fruits and vegetables suggested 3 plasible mechanism
for protective effects, such & by reducing eid stive damage of DNA or
increasing the activity of enzymes able to detoxify carcinogens [2.3).

FPhenolic acids are import constiteents of plnts found in 2 wide
mnge of commonly consumed plant £ods such & fruits, vepetables,
cereaks, legumnes and bevermges. The main functions of phenolic acids
in plants are pgmentstion, growth, reproduction amd msblance o
pathogens [4].

L plasts, phe olic 2c ids are derved from an ortho oxygenstion and
subsequent methylation substitwtion of cinnamic acid. These gives dse
to the most common hydrosycinnamic acids, namely: pcoumaric,
caffieic, ferulic and sinapic acids (Figure 1). These are often considered
@ intermediates of lignin Hosynthesis, However, they are abo the
important bulding Hocks o many other natrl products and are
often found a5 specific esters (g chlorogenic acid) [5).

Ry
o o, HOZC
o
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Ry
Ry

Radical Hydrokycinnarmic acid
RimR:sR;mR.mH Cinnamic acid
Ri=FRz=FRs=H;R2=0H peColmaric acid
Ri=Rz=H, Ry=Fs=0H CaMleic seid
R1= Ry = H; Ry = OH; Rs = OCH: Farulic ackl
Rim H; R:m Rsm QCH:; R = OH Sinagic acid

Figure 1: Chemical structure of hydrocycinnamic acid derivatives.

Hydmxybenzoic acids can be formed directly from intermediates
carly in the shikimate pathway. However, in plants they are more
frequenily formed by degradstion of CCy clonamic scid dedvatives
Commanly fund examples are p-hydrosybenzoic protocatechuic,
vanillic and syringic acids (Figure 2). Less sbundant are
hydmoxyphenylacetic acids (the CgCy derivatives). Generally, they am
observed to have the same substitution patiem as observed for the
hydmaybenzae and hyd mxycinmamic scids, but the direct rowte o
their biosynthesis is unclear. Phenolic acids can be found in plants not
only in their free form but abio conjugated (predominantly by
ederification] to & vadety of moleculs induding simple sugars,
organic scidsand plant polymers [5].
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	2.2. Câncer de cólon
	Ao avaliarmos o FA pelo ensaio de ABTS, podemos destacar uma elevada atividade antioxidante com média de 2803,00 µM Trolox/µMol . O FA fornece hidrogênio para a neutralização dos radicais livres combatidos, o que lhe confere efeito antioxidante.

