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Resumo

Os compostos fendlicos apresentam, para além da capacidade antioxidante,
importantes actividades anti-virais, anti-alérgicas, anti-inflamatérias e anti-tumorais.

O principal objectivo deste trabalho foi a avaliagdo do efeito anti-proliferativo de
polifendis presentes em bebidas (naringenina, xanto-humol, acido galico, catequina,
rutina e quercetina) numa linha celular de cancro humano da tiréide (TPC-1), usando o
método colorimétrico da sulforodamina B (SRB). O corante liga-se a aminoacidos basicos
e a avaliacdo colorimétrica permite determinar o numero total de células e,
consequentemente, a viabilidade celular, por relacdo directa com a quantidade de
proteinas totais. Os resultados obtidos permitem concluir que o xanto-humol &, entre os
compostos estudados, o mais efectivo na inibigdo da divisdo das TPC-1 a 100 uM e a
quercetina a 10 uM. A rutina foi pouco efectiva em todas as concentragbes testadas
(entre 0,1 e 100 uM), com um efeito pouco dependente da concentragéo, ao passo que a
catequina néo inibe a divisdo e crescimento das TPC-1. Os outros compostos fendlicos
(naringenina e acido galico) foram efectivos na maxima concentragéo testada (100 pM).
Verificou-se ainda que a quercetina apresenta efeito citotéxico a 10 pM, enquanto o
xanto-humol apenas a 100 pM, na gama de concentragdes referida. A inibicdo do
crescimento das TPC-1 pela naringenina, rutina e pelo acido galico deve-se 4 inibigéo da
sua diviséo (efeito anti-proliferativo), € ndo devido ao efeito citotéxico. Num estudo mais
detalhado para o xanto-humol, este nao revelou citotoxicidade para concentragdes
inferiores a 20 pM. A acgdo do xanto-humol e da naringenina foi confirmada por
contagem celular com azul de tripano.

A técnica de citometria de fluxo foi aplicada numa linha celular de linfécitos T de
leucemia (Jurkat E6.1), de modo a complementar os resultados do método SRB obtidos
para o xanto-humol e para a naringenina, com resultados semelhantes. O efeito da
naringenina sobre PBLs (peripheral blood lymphocytes), também por esta técnica, provou
que este tipo de compostos podem actuar igualmente sobre células humanas.

Foram estudados compostos com efeito citotéxico, de modo a determinar se
induzem a apoptose nestas células por analise de fragmentagdo de ADN em gel de
agarose e por TUNEL. O xanto-humol € capaz de induzir a apoptose nas TPC-1,
tornando-o um possivel agente contra o cancro da tiréide em humanos. A quercetina néo
€ capaz de induzir a fragmentagéo de ADN nas TPC-1, mas mostrou um pequeno efeito
apoptético pela técnica TUNEL.

Foi analisada a possivel existéncia de uma relagéo entre o efeito anti-proliferativo
e actividade anti-radicalar, determinada pelo método do DPPH e pelo método da

desoxirribose, nao se verificando qualquer tipo de relagéo.
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Abstract

Phenolic compounds have important activities such as antioxidant, anti-viral, anti-
alergic, anti-inflamatory and anti-tumoral capacity, and could be found in food, tea, fruit
juices and beer.

The principal aim of this study was the evaluation of anti-proliferative effect of
flavonoids in beverages (naringenin, xanthohumol, gallic acid, catechin, rutin and
quercetin) in a human thyroid cancer cell line (TPC-1), using the sulforhodamine B (SRB)
colorimetric assay. The dye binds to basic amino acids of cellular proteins and colorimetric
evaluation allows the determination of the number of cells and consequent cellular
viability, direct related with total protein content. The results obtained show that
xanthohumol at 100 yM is the most effective on division of TPC-1, and quercetin at 10
pUM. Rutin is lower effective in the all range of concentrations tested (0.1-100 uM), and
catechin doesn't inhibit TPC-1 division and growth. The other polyphenolic compounds
(naringenin and acid gallic) were effective at the maximum concentration. Data supports
that quercetin reveals cytotoxic effect at 10 uM, and xanthohumol only at 100 uM at the
range of concentrations tested (0,1-100 pM). Naringenin, rutin and gallic acid inhibit cell
growth by division inhibition (anti-proliferative effect), with no cytotoxic effect. A more
detailed approach to xanthohumol allows to conclude that this compound is not cytotoxic
at concentrations bellow 20 pM. Growth inhibition of TPC-1 cells by xanthohumol and
naringenin was confirmed by cell counting with trypan blue.

Flow cytometry was applied as complementary technique to SRB assay, for
xanthohumol and naringenin, in a cell line of leukaemia T lymphocytes (Jurkat E6.1). The
results were very similar in the two methods. The effect of naringenin in PBLs shows that
this type of compounds could have the same action in human cells.

Compounds with cytotoxic effect were studied by the method of agarose gel
analysis of DNA fragmentation and TUNEL to determinate whether compounds induce
apoptosis in TPC-1. Xanthohumol is able to induce apoptosis in TPC-1, and quercetin is
not able to induce DNA fragmentation but have a low apoptotic effect by TUNEL.

On the other hand, in this study a possible relationship between anti-proliferative
effect and anti-radicalar activity was investigated. With this aim, the DPPH method and

deoxyribose assay were used, and any relationship between those was verified.




Lista de abreviaturas

ABTS — 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphomic acid)

ADN - acido desoxirribonucleico

CFDA-SE - carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester

CFSE - carboxyfluorescein succinimidyl ester

CLAE - cromatografia liquida de alta eficiéncia

DAD - dyode-array detection

DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole

DMSO - dimetilsulféxido

DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

dUTP - deoxyuridine triphosphate

ECs, — concentragéo efectiva para uma resposta de 50%

EDTA - acido etilenodiaminotetracético

FBSI - soro fetal de bovino inactivado

FSC - forward scatter

HEPES - 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

HBSS — Hank’s buffered salt solution

HPLC - high performance liquid chromatography

MDA — malonaldeido

PAR - poder anti-radicalar

PBL — peripheral blood lymphocyte

PBS - solugao tampéo fosfato

PHA — phytohemagglutinin

PMBC - peripheral blood mononuclear cell

PVPP - polivinilpolipirrolidona

RBC - red blood cell

ROS - espécies reactivas de oxigénio

SRB - sulforodamina B

SSC - side scatter

TBA — acido tiobarbitarico

TCA - acido tricloroacético

TdT - terminal deoxynucleotidyl transferase

TUNEL - terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate
nick-end labeling

RPMI - Roswell Park Memorial Institute
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1 INTRODUGAO TEORICA

11 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos caracterizam-se por conterem na sua estrutura varios
anéis benzénicos substituidos por grupos hidroxilo. Estes compostos desempenham um
papel importante na vida das plantas, encontrando-se em todos os seres vivos vegetais
superiores (Landrault et al., 2002). Normalmente designados por polifendis, séo
sintetizados pelas plantas como resultado do seu metabolismo secundario e possuem
estruturas quimicas diversas, complexas e muito heterogéneas. Intervém directamente na
pigmentacéo, crescimento, reprodugdo e proteccdo das plantas contra infecgdes e
agentes agressores (Naczk et al., 2004).

Devido &s suas caracteristicas e propriedades antioxidantes, os polifenois
desempenham um papel importante na nutrigdo e na saide humana. Um grande conjunto
de estudos realizados demonstra que os flavonoéides (uma das classes mais importantes
dos polifenéis) possuem um efeito protector sobre o sistema cardiovascular, além de
propriedades anti-virais, anti-alérgicas e anti-carcinogénicas. Estes compostos sdo
actualmente usados como agentes antibiéticos, anti-inflamatérios e anti-carcinogénicos,
bem como no tratamento de outros problemas relacionados com a salide como alergias,
colesterol e hipertensdo (Bravo, 1998). Os compostos fendlicos possuem grande
importancia na alimentacdo uma vez que, para além das propriedades referidas
anteriormente, estdo directa ou indirectamente relacionados com a qualidade dos
géneros alimenticios, contribuindo para a sua cor, sabor, odor, adstringéncia e
estabilidade oxidativa (Naczk et al., 2004).

Dada a sua importancia fisico-quimica, organoléptica, taxonémica, nutricional e
farmacolégica, estes compostos tém suscitado um enorme interesse ao nivel da
investigacdo cientifica, pelo que neste capitulo sera feita uma breve abordagem a

aspectos quimicos e a sua relagdo com a salide humana.

1.2 Quimica dos compostos fenélicos

Os polifendis constituem um amplo grupo de substancias quimicas, consideradas
metabolitos secundarios das plantas, com diversas, complexas e heterogéneas estruturas
quimicas. Tratam-se de substéancias quimicas contendo um anel benzénico com um ou
mais grupos hidroxilo (-OH) na sua estrutura, incluindo os seus derivados funcionais
(ésteres, ésteres metilicos, glicésidos, entre outros). A nivel biolégico, a sua sintese pode
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ser proveniente da via do xiquimato ou da via do acetato, sendo que os compostos com
estruturas mais complexas podem ser formados devido a unido de dois fragmentos
fendlicos provenientes, cada um deles, de uma via diferente, como é o caso dos
flavonoides (Bravo, 1998).

A natureza acida dos polifenéis, responsavel pelas suas propriedades quimicas, é
devida a quebra propicia da ligagdo oxigénio-hidrogénio que leva a formagéo de um
anido fenoxido estavel. O anido é estabilizado por deslocalizacéo da carga negativa pelos
diversos carbonos no anel aromatico. Apesar de todos os compostos fenélicos exibirem
propriedades 4cidas, o seu grau de ionizagéo é modificado pela presenca de substituintes
no anel aromatico, o que explica a diferente natureza quimica destes compostos
(Rodriguez, 1999; Gross et al., 2001). A actividade antioxidante dos polifendis esta
relacionada com a sua capacidade de quelatar ides metalicos, que por sua vez esta
relacionada com a sua acidez e deslocalizacdo da carga negativa.

Os polifenéis variam de moléculas simples, como os acidos fendlicos e os acidos
benzdicos, a compostos altamente polimerizados, como os taninos. Este grupo de
compostos existe nas plantas sob a forma conjugada, com uma ou mais moléculas de
aglicares unidas a grupos hidroxilo, surgindo em alguns casos ligagdes directas entre a
molécula de aglicar e um carbono aromatico. Por esta razéo, a forma mais comum de os
encontrar na natureza é sob a forma de glicosidos, soliveis em agua e solventes
organicos. Os agucares associados aos polifendis podem ser monossacaridos,
dissacaridos ou oligossacéaridos, sendo os mais frequentes a glucose, galactose e a
xilose. Podem também encontrar-se livres ou unidos a acidos carboxilicos, acidos
organicos, aminas, lipidos e outros compostos fendlicos (Bravo, 1998).

Nzo existe unanimidade na divisdo dos compostos fendlicos por familias quimicas.
No entanto, de acordo com Harborne (1998), os polifenéis podem ser agrupados em pelo
menos dez classes diferentes, dependendo da sua estrutura quimica base. Na figura 1.1

s30 apresentadas as estruturas quimicas basicas das principais classes de polifendis.
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Figura 1.1 - Representac¢éo da estrutura quimica de algumas classes de
compostos fendlicos.

No grupo de compostos fendlicos de baixo peso molecular, destacam-se os
derivados dos fendis simples e os flavonéides devido a sua importancia. Dentro da classe
dos flavondides estéo incluidos a naringenina, o xanto-humol, a catequina, a quercetina e
a rutina, compostos de interesse neste trabalho. Foi também estudado o acido galico, um
acido fendlico (figura 1.2).

Naringenina Xanto-humol Quercetina

Acido Galico Rutina Catequina

om w0 N

» O AN OH
<A o HO. 0. -
HO OH a
A ‘3; H
OH I _l: 95,

11 OH
oH oM OH |

Figura 1.2 - Representagdo estrutural dos polifenéis em estudo neste trabalho.
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1.2.1 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos, como o acido galico (figura 1.2), sdo frequentemente
encontrados em plantas superiores. Podem ser encontrados na sua forma livre, com
excepcdo dos correspondentes ésteres (metilicos e etilicos) e glicésidos que se

encontram frequentemente conjugados (Bravo, 1998).

1.2.2 Flavondides

Os flavonodides encontram-se presentes em alimentos de origem vegetal, e séo
muito importantes em termos nutricionais e biologicos (Kanaze et al., 2004). Encontram-
se amplamente distribuidos em frutos, vegetais, sumos de fruto, cacau, chas, vinhos e
cervejas. Os polifenédis em questdo podem ser encontrados no estado livre (agliconas),
mas estdo presentes quase exclusivamente na sua forma p-glicosilada (Kanaze et al.,
2004), onde os agucares se podem ligar a um ou mais locais da molécula, tendo sido ja
identificados mais de 5000 flavondides diferentes (Harnly et al., 2006). Os glicosidos
formam-se através da unido de residuos de D-glucose a posigdo 3 ou a posigao 7 destes
flavonéides, sendo a primeira substituicdo a mais frequente. Outras moléculas de agucar
que também se podem encontrar ligadas a este tipo de compostos s&o a D-galactose, a
L-ramnose, a L-arabinose, a D-xilose e o acido D-glucorénico (Martinez-Flérezet al.,
2002).

A sua presenga na natureza sob a forma de glicésidos favorece a absorgao
intestinal e uma maior biodisponibilidade (Yilmaz et al., 2004). No entanto, a forma
aglicosilada permite maior reactividade na neutralizagédo de radicais livres (Martinez-
Flérez et al., 2002). Estima-se que o valor médio diario de ingestio de flavondides seja
de 23 mg/dia, sendo os flavon6is os predominantes. A sua excregao ocorre
primordialmente pela urina, dada a sua solubilidade em agua (Martinez-Flérez et al.,
2002).

Estes compostos fendlicos sdo constituidos
por um esqueleto Cg-Cs-Cs, consistindo a sua
estrutura basica em dois anéis aromaticos unidos

por um anel pirano (figura 1.3), onde os atomos de

carbono do anel C e A estdo numerados de 2 a 8,

e os carbonos do anel B de 1" a 6'. Tém origem
o . ; Figura 1.3 - Representagéo da estrutura
biossintética mista, em que a sua formacgao ocorre .
geral dos flavonoides.

pela unido de uma sub-unidade fendlica (anel A),
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proveniente da via do acetato, a uma sub-unidade da via do xiquimato, constituida por um
anel aromatico (anel B) ligado a uma cadeia com trés atomos de carbono.

Esta classe de polifenéis pode ser dividida em diversas familias, dependendo do
grau de oxidacdo do anel pirano (estrutura base). As classes mais importantes séo
seguidamente referenciadas e estao representadas na figura 1.4.

-Chalconas: ndo possuem anel pirano, uma vez que nao ocorre ciclizagéo entre o
oxigénio da posi¢do 1 e o carbono da posigéo 2;

-Flavonas: com uma insaturacao entre os carbonos das posigbes 2 e 3;

-Flavondis: o anel pirano esta insaturado entre as posicdes 2 e 3, e hidroxilado na
posicao 4;

-Flavandis: o anel pirano & saturado, hidroxilado na posigdo 3 e a fungdo oxo néo
existe (posigcao 4);

-Flavanonas: o anel pirano esta saturado;

-Antocianidinas: o anel pirano esta insaturado entre as posicdes 3 e 4, e

hidroxilado na posigao 3.

O\”J%J \WU SOy

0 0

Chalconas Flavonas Flavanonas

s adiisondie Ou

o

Antocianidinas Flavandis

Flavonbis

Figura 1.4 - Representagdo das estruturas base das classes mais
importantes de flavonodides.

A formacao dos flavonoides ocorre a partir da reacgéo do composto p-cumaril CoA
com trés moléculas de malonil CoA, levando a formag&o de chalconas, que ciclizam sob
condi¢des acidas originando flavanonas (figura 1.5), como a naringenina (Martinez-Flérez
et al., 2002).
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Figura 1.5 - Esquema representativo da formacdo de flavondides e outros
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De seguida ira ser feita uma breve descri

suas implicagbes a nivel da saude.

1.2.21 Chalconas

O termo chalcona caracteriza uma familia
de nucleo

fundamental o 1,3 — difenilpropano, modificado

compostos  possuindo como
pela presenca de uma ligacdo olefinica, de um

grupo cetona e/ou de um grupo hidroxilo (figura

1.6). Como vimos anteriormente, as chalconas
sdo percursoras na via biossintetica dos
flavondides.

Uma das caracteristicas mais marcantes

il CoA.

c¢do dos compostos estudados, e das

O

Figura 1.6 - Estrutura base da chalcona.

nestes compostos é a pigmentacdo amarela que se torna vermelha em meio alcalino. As
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chalconas sao geralmente identificadas nas plantas, tendo um papel fundamental em
sistemas ecoldgicos em funcédo das cores produzidas nos vegetais, pois promovem a
polinizagdo como atraentes de insectos e/ou passaros (Naczk et al., 2004; Bravo, 1998).

O xanto-humol & um flavondide prenilado que pertence a familia das chalconas. Ja
foi identificado na planta de lGpulo (Humulus Lupulus), cujas flores femininas apresentam
grande quantidade de resinas amargas e 0leos essenciais, 0s quais conferem a cerveja o
sabor amargo e o aroma caracteristicos desta bebida (Stevens et al., 2004), e também na
planta medicinal chinesa Sophora flavescens (Gerhauser et al, 2005). Este
prenilflavonéide tem recebido imensa atengéo nos ultimos anos, por |he ter sido atribuido
um importante efeito anti-proliferativo em células tumorais. Estudos comparativos de
diferentes compostos fendlicos, revelaram que o xanto-humol foi o mais eficaz na
frenagao da proliferacédo das células tumorais, demonstrando um efeito mais precoce e
para concentragdes mais baixas (Miranda ef al., 1999; Silva et al., 2004).

A concentragao de xanto-humol na cerveja & muito baixa (0,002-0,69 mg/L) devido
essencialmente a isomerizacao deste composto em isoxanto-humol (figura 1.7) durante a
ebulicdo do mosto no processo de fabrico da cerveja (Stevens et al., 1999). A
fermentacgéo, a filtragcdo e a estabilizagdo da cerveja com PVPP (polivinilpolipirrolidona)
sdo igualmente responsaveis pelo baixo teor deste prenilflavondide nesta bebida

alcodlica.

H{C CH;
HO l
OCH; O OCH; ©
Xanto-humol Isoxanto-humol

Figura 1.7 - Isomerizagdo do xanto-humol a isoxanto-humol.

1.2.3 Flavonois

Os flavondis caracterizam-se pela presenga de uma insaturagdo no anel

heterociclico e um grupo hidroxilo na posigao 3 (figura 1.8).
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A quercetina (3,5,7,3',4-pentahidroxiflavona) é
um flavonol que existe abundantemente nas plantas e o
estd presente significativamente no vinho tinto, cha,
maca, cebola e em bebidas ndo alcodlicas. A
quercetina também ja foi identificada na cerveja, uma .
vez que o lupulo contém este composto em 0
quantidades significativas. E um dos flavondides mais Figura 1.8 - Estrutura base dos
referenciados na literatura cientifica devido ao seu flavondis.
elevado potencial antioxidante, a prevencdo de
cardiopatias e cataratas em diabetes. Foram igualmente identificadas outras actividades,
como anti-tumoral, imunolégica, anti-inflamatéria e anti-viral (Havsteen, 1983, Merck S.A.,
2000). Dependendo da dieta, o consumo de quercetina na alimentacédo pode superar 500
mg diérios (Havsteen, 1983). As suas propriedades antioxidantes manifestam-se através
da inibicdo da peroxidagéo lipida, discutida mais a frente, por intermédio de vérios
mecanismos. Esta tem a capacidade para captar os radicais livres, excercendo assim um
papel cito-protector em situagées de perigo de lesdes celulares (Havsteen, 1983; Merck
S.A., 2000). Este composto revela ainda um papel relevante na parte cardiovascular, uma

vez que provou diminuir a incidéncia de enfarte de miocardio e derrames cerebrais
(Rodriguez, 1999).

1.2.4 Flavanois

De entre os flavanois salientam-se os 3-flavandis e os seus derivados estruturais —
as proantocianidinas (taninos condensados). Os 3-flavanéis caracterizam-se por
possuirem um anel heterociclico saturado (anel C) onde os carbonos 2 e 3 sao os centros
assimétricos da molécula, resultando numa grande diversidade estrutural devido ao
numero e tipo de ligagbes entre as unidades basicas. Os 3-flavanéis encontram-se
hidroxilados nos carbonos 5 e 7 do anel A e consoante o nimero de grupos hidroxilo
presentes no anel B do nucleo flavanico e a estereoquimica do carbono 3 do anel C
(figura 1.9), séo classificados como catequinas, galocatequinas, epicatequinas e

epigalocatequinas.

Figura 1.9 - Estrutura base do nicleo flavanico.
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1.2.5 Flavanonas

As flavanonas funcionam como intermediarias das vias biossintéticas da maior
parte dos flavonéides (figura 1.5). Caracterizam-se por possuirem um anel heterociclico
saturado (anel C) e um atomo de oxigénio na posicéao 4 (grupo carbonilo).

Estudos epidemiolégicos indicam que o aumento do consumo de frutos e vegetais
esta associado a uma diminuigdo na incidéncia de doengas cardiovasculares (Bazzano et
al., 2002; Kris-Etherton et al., 2002). Na verdade, os frutos e os sumos citrinos possuem
um importante papel na dieta humana, contendo grandes quantidades de constituintes
flavondides. De entre os varios tipos de flavondides presentes em frutos e vegetais, pode-
se destacar a naringina (figura 1.10), muito abundante em citrinos (com referéncia a
toranja e a laranja). Estes compostos tém sido utilizados como indicadores de qualidade,
mas também tém sido investigados pelas suas propriedades farmacolégicas.

Como referido, e a titulo de exemplo, a principal flavanona no sumo de toranja é a
naringina (4'-5-7-trihidroxiflavanona-7-ramnoglucésido), seguida da narirutina, dois
isémeros glicosilados da naringenina. A quantidade de naringina pode variar entre 50 e
4000 ppm, dependendo da variedade do fruto, da sua maturidade, do método de
producdo do sumo (manual/comercial), e da marca do sumo comercial (Zhang et al.,
2004; Carvalho, 2007).

O estudo desenvolvido por Nogata e colaboradores (2006) faz referéncia a
concentracéo de diferentes polifendis, entre os quais a naringina, nos diferentes tecidos
de citrinos. Chegaram & conclusdo que este composto se encontra em elevada
concentragéo no albedo (1900 mg/100 g peso fresco) e no flavedo (520 mg/100 g peso
fresco), o que significa que a sua localizagdo € maioritaria no pericarpo. Sendo assim,
métodos de extracgdo de sumo domésticos poderdo nao ser suficientes para a obtencéo
de sumos com elevadas quantidades de naringina (Carvalho, 2007).

Estudos sobre a distribuigédo destes flavondides em citrinos (Citrus) demonstram
que as flavanonas glicosiladas (7-O-glicosiflavanonas) sédo as mais abundantes em todas
as espécies deste género, sendo as respectivas agliconas intermediarios nos processos
de biossintese (Benavente-Garcia ef al, 1995). As flavanonas glicosiladas sé&o
hidrolisadas no tracto gastrointestinal antes da absorgdo das respectivas agliconas.
(Kanaze et al., 2004; Yarez et al., 2005) (figura 1.10). De facto, apés o consumo de
naringina (através da ingestao de sumo de fruto ou naringina por si s6), a naringenina é
recuperada na urina onde praticamente ndo restam vestigios de naringina (Ameer et al.,
1996).

Muitas espécies citrinas acumulam elevadas quantidades de flavonéides durante o

desenvolvimento dos seus diferentes 6rgdos (Benavente-Garcia et al., 1993; Castillo et
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al., 1992). Possuem uma série de propriedades benéficas ao nosso metabolismo,
podendo-se destacar a actividade anti-oxidante, directamente relacionada com a
prevencdo da peroxidagéo lipidica da membrana celular e com a protec¢cédo do dano
oxidativo de substancias com papel fisiolégico, como a vitamina C e a adrenalina
(Martinez-Flérez et al., 2002). Para além destes, € revelado que os flavonoides presentes
nos citrinos diminuem o colesterol e os lipidos sanguineos, e possuem efeito anti-
inflamatério e anti-carcinogénico (kanaze et al., 2004). De facto, foi ja demonstrado que
compostos citrinos possuem efeitos a nivel da proliferagéo celular, sé&o capazes de inibir
a angiogénese e a sinalizagdo subcelular, e estimulam enzimas reparadoras de ADN
(Gao et al., 2006). Bastantes estudos foram desenvolvidos sobre estas capacidades e o
poder antioxidante da naringenina e do consumo de citrinos em geral, num sistema in
vivo em ratinhos (Andrade et al., 2007; Gorinstein et al., 2003; Gorinstein ef al., 2004).
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Figura 1.10 - Esquema representativo da transformagéo da naringina em naringenina,

apos hidrélise no aparelho digestivo por acgao bacteriana efou acida.

1.3 Os polifendis e a saude humana

Os compostos fendlicos s&o os antioxidantes mais abundantes na dieta humana.
A estrutura quimica dos polifendis pode afectar propriedades bioloégicas como a
biodisponibilidade, actividade antioxidante, interacgbes especificas com receptores
celulares e enzimas, além de outras propriedades. Para entender o impacto na saude
humana, é essencial conhecer a natureza dos principais compostos fendlicos ingeridos, a
sua origem dietética, as quantidades ingeridas em diferentes dietas, a sua
biodisponibilidade e os factores que interferem na mesma (Scalbert et al., 2000).

Os flavondides, dos quais fazem parte os compostos em estudo neste trabalho, ja
foram detectados em diferentes bebidas como a cerveja, sumos e vinhos. A actividade
antioxidante destes compostos esta relacionada com a sua capacidade de quelatar ides
metalicos e captar o oxigénio singleto, radicais superdxido e peroxinitrilo. Estas espéecies

oxigenadas e nitrogenadas reactivas podem reagir com os componentes celulares, tais
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como o ADN, lipidos e proteinas, levando a lesdes celulares e contribuindo para doencgas
cronicas (Cristobal et al., 2000). A um consumo elevado de flavondides tem sido
associado uma diminui¢cdo na incidéncia de doengas cardiovasculares (Hertog, 1993).
Apos estudarem a actividade anti-proliferativa de flavonéides do lupulo, in vitro, em
células de cancro da mama, do coélon e do ovario humanos (Miranda et al., 1999),
chegaram a conclusdo que o xanto-humol e o isoxanto-humol desempenham um
potencial papel quimiopreventivo contra estes tipos de cancro. Num outro estudo, Wang e
seus colaboradores (2007) demonstraram que a naringenina apresentou uma elevada
capacidade anti-proliferativa sobre uma linha celular de cancro da mama (MCF-7).
Estudos sobre os factores etiolégicos de varios tipos de cancro, e de doengas
cardiovasculares e neurodegenerativas, revelaram um factor comum: o stress oxidativo.
Como vimos anteriormente, o stress oxidativo em organismos vivos ocorre quando existe
um desequilibrio entre a produgdo de radicais livres e as defesas antioxidantes
enddgenas, provocando danos nos tecidos através da modificagdo oxidativa de
biomoléculas celulares essenciais (Korantzopoulous et al., 2003). E, portanto, evidente
que a prevengao ou diminuigdo das principais reac¢des de oxidagao poderiam constituir
uma forma importante de diminuir o risco de cancro e doencgas cardiovasculares e
neurodegenerativas, que afectam milhdes de pessoas em todo o mundo. Diversas
investigagdes tém mostrado que a presencga de antioxidantes, principalmente polifendis,
em produtos naturais tais como vegetais, frutos, produtos a base de soja, cha verde ou
preto, cacau e chocolate, e até vinho e cerveja, podem reduzir estas reacgdes de
oxidagdo. Sao varios, e cada vez em maior numero, os estudos sobre o efeito benéfico
da ingestao de alimentos ricos em antioxidantes, em modelos animais e humanos.
Segue-se uma breve descricdo da relagdo entre o consumo de compostos

fendlicos e o cancro.
1.3.1 Cancro

O cancro é definido como um grupo de doengas caracterizado pelo crescimento e
proliferagdo incontrolados de células. Pode ser induzido pelo estilo de vida, por factores
ambientais ou genéticos. O uso de agentes supressores, bloqueadores ao transformantes
sdo tentativas de controlar o cancro, vias pelas quais os flavondides podem actuar
(Benavente-Garcia, 2007). Os mecanismos celulares de actuagédo destes compostos
ainda nao estdo completamente esclarecidos, mas estudos recentes mostram que os
flavondides possuem uma acg¢ado benéfica em varias vias biolégicas relacionadas com
esta doenca (bio-activagao carcinogénica, sinalizagao celular, regulagao do ciclo celular,

angiogénese e inflamag&o). A sua acgéo esta fortemente associada a inibicdo celular e
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actividade anti-proliferativa, relacionada com a estrutura destes compostos (Benavente-
Garcia, 2007).

Um estudo prospectivo, envolvendo cerca de 10000 individuos com idades
compreendidas entre 15 e 99 anos, foi realizado na Finlandia com o objectivo de
relacionar a ingestdo de flavonodides dietéticos com o risco de cancro do pulméo e de
outros neoplasmas malignos. Apés um periodo de acompanhamento de 24 anos, foi
registada uma redugao no risco de cancro do pulmao de 50 % nos individuos com maior
ingestao de flavondides (Knekt et al., 1997). A semelhanga deste estudo, Le Marchand e
seus colaboradores (2000) encontraram uma associagdo inversa entre o consumo de
quercetina e o risco de cancro do pulméo, num estudo envolvendo 582 pacientes e 582
controlos.

O xanto-humol, isolado do Ilupulo, €& o fitoquimico com propriedades
quimiopreventivas de cancro mais estudado nos ultimos anos (Stevens et al., 2004).
Como agente quimiopreventivo de largo espectro, o xanto-humol actua através da
inibigdo da activagdo metabdlica da pré-carcinogénese, da indugdo de enzimas
carcinogénicodestoxificantes e da inibicdo do crescimento tumoral numa fase inicial
(Stevens et al., 2004). Num estudo detalhado, Gerhauser e seus colaboradores (2002)
identificaram o xanto-humol e o isoxanto-humol como sendo potentes moduladores da
actividade de enzimas envolvidas na destoxificagdo e metabolismo carcinogénicos.

Recentemente, investigadores da Faculdade de Medicina da Universidade do
Porto e da Faculdade de Ciéncias da Nutricdo e Alimentacdo da Universidade do Porto
estudaram o efeito de diversos compostos fendlicos na diminuigédo da proliferagéo das
células tumorais e concluiram que o xanto-humol foi o composto fenélico que apresentou,
sobre o crescimento celular, um efeito inibitério mais potente, demonstrando um efeito
mais precoce e para concentragdes mais baixas (Silva et al., 2004), tal como verificado

por Miranda e seus colaboradores (1999).

1.4 Métodos para a determinagdao da capacidade anti-proliferativa e
citotéxica

De modo a estudar o efeito dos compostos fendlicos sobre linhas celulares
tumorais, recorreu-se a técnica de citometria de fluxo e ao método da sulforodamina B,

apresentadas em seguida.

1.4.1 Método colorimétrico da sulforodamina B (SRB)

O método SRB ¢ utilizado para a determinagéo da densidade celular, com base na

medicdo do contetdo celular proteico por coloragdo com sulforodamina B. Consiste num
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desenvolvimento experimental bastante simples em placas de 96 pocos, onde apés um
periodo de incubagéo as células sédo fixadas com acido tricloroacético e coradas com
SRB, e o excesso de corante & removido com acido acético. O corante fica ligado
electrostaticamente e de modo dependente do pH a aminoacidos basicos de proteinas
celulares, e é solubilizado com a adicdo de tampao Tris para determinagéo
espectrofotométrica. O método tem sido optimizado de modo a diminuir os poucos
passos susceptiveis de erros, com referéncia ao passo de fixacéo celular, onde o meio de
cultura & removido antes do passo de fixagdo (Papazisis et al., 1997, Miranda et al.,
1999).

Os resultados sao lineares para valores elevados de células e apresenta elevada
sensibilidade, sendo que a sua resolucido é de 1000-2000 células por poco. Este tipo de
analise permite uma coloragdo nao destrutiva, bastante estavel e com absorvancias na
zona do visivel (Skehan et al., 1990). Permite ainda a analise de um elevado numero de
amostras em simultaneo, ndo requerendo aparelhos complexos e reagentes caros
(Vanicha et al., 2006). Tem ainda a vantagem de ser bastante eficiente e reprodutivel, e
um método economicamente acessivel e pratico para estudos onde se pretende
determinar a citotoxicidade e actividade anti-proliferativa de diversos compostos quimicos
(Skehan et al., 1990; Voigt, 2005).

1.4.2 Técnica de citometria de fluxo

(Lyons, 2000; Lyons, 1999; Lyons & Parish, 1994; Silva T. L. et al, 2002)

A técnica de citometria de fluxo é

desenvolvida recorrendo a um riseiseis B

instrumento denominado citdbmetro de

fluxo. Trata-se de um sistema | i
aser Radiacao dispersa a 900
constituido por varios elementos: uma [ #
fonte de radiagdo (lampada de mercurio \ -
~ ] LN
ou laser), uma camara de fluxo, i N

unidades de filtros opticos para _
Camara de Fluxo

seleccdo do comprimento de onda,
fotodiodos ou fotomultiplicadores para
deteccdo e processamento de sinais, € Figura 1.11 -Representagio dos constituintes de
uma unidade de processamento dos um citometro de fluxo (Silva T. L. et al, 2002).
dados obtidos (figura 1.11).
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A base de funcionamento do citémetro permite "

mostra
que uma suspensao celular injectada na camara a H'Shem Fluid”
atravesse, ocorrendo a passagem individual das células v

Camara de Fluxo

através do feixe de radiagéo, situado perpendicularmente

ao fluxo. A passagem individual das células & originada :
por focagem hidrodinamica do fluxo da amostra, em que .
esta é injectada no seio de uma solugdo salina (sheat i
fluid) que também atravessa a camara juntamente com a S .V
amostra (figura 1.12). E a diferenga de velocidades entre

Figura 1.12 - Representagdo

os dois fluidos que permite que o fluxo se desenvolva em -
esquematica de uma camara

regime laminar, sendo a velocidade de escoamento da ey ryem—_

solugdo de revestimento (sheat fluid) superior a da fymacso de um fluxo laminar
amostra, e ajustavel, permitindo assim uma redugdo e (Sijlva T. L. et al, 2002).

controlo da espessura da solugdo amostra de forma a

passar uma célula de cada vez. Deste modo, podem ser detectadas até 10000 células
(eventos) por segundo, pelo que se trata de uma técnica instrumental tremendamente
rapida, fiavel e com numerosas aplicagdes.

Ao interceptar a célula, o feixe de radiagdo pode sofrer dispersdo na direccéo
frontal ou lateral, sendo detectada directamente pelos fotodiodos ou desviada 90° por
lentes antes de ser detectada. A combinag&o destas radiagfes permite obter informacéo
acerca das dimensdes celulares, da granularidade/complexidade e da morfologia. Assim,
é possivel distinguir células mortas e células vivas, permitindo determinar de modo fiavel

percentagens de células viaveis e ndo-viaveis.

De modo a possibilitar a detecgdo celular por citometria pode-se recorrer a
compostos intracelulares fluorescentes (clorofilas, NAD(P)H, entre outros) ou a corantes
fluorescentes (fluorocromos).

No que diz respeito a este trabalho foi
utilizado o marcador CFSE (carboxyfluorescein
succinimidyl ester) para possibilitar o seguimento
da poliferacédo de linhas celulares de linfocitos T.

\ f O CFSE consiste numa molecula fluorescente com
L dois grupos acetato e um éster como grupo

Figura 1.13 - Representagdo da funcional (figura 1.13).
estrutura da molécula de CFSE. A forma diacetato do CFSE é uma molécula

ndo téxica e sem fluorescéncia, o CFDA-SE

(carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester), que se difunde passivamente para o
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interior das células. Uma vez no interior da membrana citoplasmatica de células viaveis,
as esterases removem os grupos acetil do diacetato e formam um composto fluorescente
(CFSE). Esta molécula é retida dentro das células ou a sua superficie, e esta
impossibilitada de sair das células por ligagdes a grupos amina de proteinas (figura 1.14).
Aquando da divisdo celular o CFSE segrega-se igualmente entre as células-filhas o que
resulta numa divisdo sequencial da intensidade de fluorescéncia celular ao longo das
sucessivas geragoes de células (possivel até 10 geracdes).

A técnica de marcagdo com CFSE permite analises quer in vivo quer in vitro, o
que apresenta uma enorme vantagem em termos de investigacdo de cinética de
proliferagéo e diferenciagéo celulares.
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Figura 1.14 - Representagdo do esquema geral de marcagéo celular com CFSE, e
das etapas envolvidas na estabilizagdo do fluorocromo no interior das células

(http://www.nature.com).

1.6 Apoptose celular

A apoptose €& crucial em muitos processos bioldgicos, consistindo num
acontecimento geneticamente programado que leva a morte celular em determinadas
circunstancias. Este processo permite a homeostasia celular, balanceando a proliferagéo
celular, pelo que a sua desregulacdo provoca determinadas patologias, tais como o
cancro, a doenga de Alzheimer e a SIDA. Como tal, no desenvolvimento e degeneragéo
celular a apoptose acompanha a proliferagdo celular.

Existem dois tipos de morte celular: apoptose e necrose. A necrose &€ um tipo de
morte celular acidental, que provoca a destruicdo da membrana celular devido a lise e
consequente libertacdo dos organelos, estando por isso associada a inflamagdo. Em

contraste, a apoptose é altamente regulada, ocorrendo em células isoladas. Neste tipo de
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morte celular ocorre a libertagdo do citocromo ¢ da mitocéndria para o citoplasma que
provoca alteragdes no potencial de membrana mitocondrial. De seguida, a activagéo das
caspases leva a clivagem de proteinas relacionadas com a apoptose (figura 1.15). Um
dos acontecimentos mais importantes € a condensacao e degradagdo do ADN, antes da
digestdo das vesiculas resultantes pelos macréfagos (www.roche-applied-science.com).
S3o estas alteragdes morfologicas que permitem que este processo possa ser detectado

por métodos bioquimicos, como os utilizados neste trabalho e descritos em seguida.

d {3
i

Figura 1.15 - Esquema representativo das vias apoptoticas (www.roche-applied-science.com).

1.5.1 Andlise em gel de agarose do perfil de fragmentacéo de ADN

A apoptose & assinalada pela formagdo de fragmentos de ADN caracteristicos
quando o material genético é clivado por endonucleases dependentes de calcio, entre os
nucleossomas (Arends et al, 1991). Os fragmentos de ADN sdo multimeros com cerca
de 180 pb, que durante a separagéo electroforética originam uma “escada de ADN” com
intervalos de ~180 pb (figura 1.16). Esta caracteristica pode ser utilizada como técnica de

modo a verificar a ocorréncia de apoptose.
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Figura 1.16 - Representagdo da fragmentagdo de ADN em multimeros de 180
pb, devido a ocorréncia de apoptose (www.roche-applied-science.com).

1.5.2 TUNEL (TdT-mediated dUTP nick-end labeling)

Durante a apoptose a actividade da DNase gera fragmentos de ADN de baixo
peso molecular, bem como lacunas nas cadeias de ADN (nicks). Este processo pode ser
verificado por marcagéo, com nucleétidos modificados, no terminal livre 3'-OH, através de
reacgdes enzimaticas. A técnica TUNEL permite determinar este acontecimento dado que
faz uso de transferases terminais (TdT) como catalizadores da ligagao de nucleétidos
marcados em todas as extremidades 3'-OH, sendo um método bastante sensivel (figura
1.17).

+ Terminal transferase
+ X-ONTP ( m)

EINERNNEEEEEN

Figura 1.17 - Principio da marcagéo de
ADN pela técnica TUNEL (www.roche-
applied-science.com).
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A técnica TUNEL consiste em colocar as células em crescimento sobre uma
lamela de vidro de modo a ocorrer a sua adeséo, as quais sé@o sujeitas as condigdes
experimentais a testar (figura 1.18). Seguidamente as células sdo fixadas, lavadas e
incubadas com tampido de permeabilizacdo de modo a ficarem mais sensiveis a
marcacio. S4o depois incubadas com a transferase terminal e com o nucleétido marcado
com fluoresceina, ao abrigo da luz, para ocorrer a acgdo enzimatica e consequente
ligacdo dos nucleétidos as extremidades 3'-OH. De modo a contabilizar as células totais
os nucleos séo corados com DAPI, sendo possivel observar fluorescéncia azul em todas
as células e a verde surgem unicamente as células apoptéticas, permitindo uma

quantificagdo da percentagem apoptética (Roche, 2006).

Figura 1.18 - Esquema

representativo dos passos gerais que
envolvem a marcagdo celular por
TUNEL (www.roche-applied-

science.com).

1.6 A oxidagédo

Todos os organismos aerobios necessitam de oxigénio molecular como aceitador
electrénico para uma produgdo eficiente de energia. Contudo, o oxigénio & um forte
oxidante, tornando-se impossivel impedir oxidagbes secundarias promovidas por esta
molécula, que podem ter consequéncias graves se os seus produtos nido forem
neutralizados por um sistema antioxidante eficiente (Sorg, 2004).
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A reducdo completa do oxigénio molecular envolve quatro electrées, resultando
agua como produto final da cadeia respiratéria (Sorg, 2004). Porém, podem ocorrer
situacbes em que o oxigénio & parcialmente reduzido, resultando como produtos destas
reacg¢des secundarias varios intermediarios com alto poder oxidante, que podem conduzir
a oxidagdes secundarias. Aproximadamente entre 2 a 5% do oxigénio utilizado nas
mitocdndrias & responsavel pela formacdo destes produtos secundérios (Urso et al.,
2003). Outras possiveis fontes de espécies oxidantes sido poluentes do ar, tabaco e
fumo, radiacdo UV e uma dieta rica em acidos gordos polinsaturados (Pietta, 2000; Sorg,
2004).

As células dos organismos vivos possuem dois sistemas de defesa contra os
danos produzidos pelos radicais livres, sendo o primeiro um sistema de defesa
enzimatico, constituido pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase, glutationa reductase e catalase, e 0 segundo um sistema de defesa néo
enzimatico, constituido por antioxidantes dietéticos, como a vitamina E e a glutationa
(Yilmaz et al., 2004).

Embora o organismo tenha capacidade de prevenir reacgdes indesejaveis e de
reparar moléculas e tecidos danificados, estes mecanismos de defesa ndo sdo
suficientemente abrangentes para prevenir e reparar os danos causados por todas as
reacgdes indesejaveis, ocorrendo a acumulacéo dos produtos destas reacgbes, que se
tornara prejudicial ao fim de um certo periodo de tempo. Esta situagdo de desequilibrio
entre a formagéo de espécies com poder oxidante e a sua destruigdo denomina-se por
stress oxidativo e pode conduzir a um metabolismo anormal, a perda de fungbes
fisiolégicas, a doengas e, inclusivamente, a morte (Sorg, 2004).

Existem duas classes de compostos responsaveis pela situagdo de stress
oxidativo, sendo elas os radicais livres, espécies que possuem pelo menos um electrdo
desemparelhado, sendo bastante instaveis e promovendo transferéncias electrénicas
rapidas; e as espécies reactivas de oxigénio (ROS), intermediarios instaveis que derivam
do oxigénio molecular (Sorg, 2004). Os alvos biolégicos principais dos radicais livres e
das ROS sé&o as proteinas, cuja oxidagdo conduz a perda de fungdo ou a degradacéo
prematura nos proteossomas, os lipidos, cuja oxidagéo altera as propriedades fisicas das
membranas celulares e, consequentemente, a sua fungéo, e o ADN, cuja oxidagdo pode
conduzir a mutagées genéticas, a sintese proteica anormal, a alteragdo na expressao
geneética, a apoptose e a morte celular (Sorg, 2004). De facto, quando as ROS sé&o
produzidas em excesso podem induzir a peroxidagéo lipidica e provocar a propagacéo de
reacgdes de radicais livres, levando a um aumento do stress oxidativo implicado com o
cancro humano e outras doengas degenerativas da idade, tais como inflamagbes,

arteriosclerose e doengas neurodegenerativas (Conforti et al., 2007).
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1.7 Metodologias analiticas para a determinagédo do poder anti-radicalar

As reacgbes em cadeia dos radicais livres sdo aceites como um mecanismo de
peroxidacgéo lipidica. Os captadores desses radicais podem actuar directamente reagindo
com eles e capturando-os, pondo termo as reacgdes de peroxidacao (Liu & Yao, 2006;
Yu et al., 2002; Bondet et al., 1997). Os dois métodos que se seguem, o método do
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) e da desoxirribose, permitem determinar a capacidade

anti-radicalar de diferentes amostras, com base em diferentes fundamentos.

1.7.1 Método do DPPH

O método DPPH (Guido, 2004) é o método indirecto mais antigo e mais usado
para determinar a actividade antioxidante de um composto, ou seja, permite determinar a
capacidade que esse composto tem para inibir ou retardar a degradagéo oxidativa (Stratil
et al., 2006). Actualmente, este método tem sido muito usado para determinar a
capacidade das amostras em captar os radicais livres devido a sua simplicidade (Liu &
Yao, 2006; Sanchez-Moreno et al., 1998; Brand-Williams et al., 1995).

A actividade anti-radicalar pode ser determinada por um método
espectrofotométrico que se baseia na capacidade de um radical estavel, o 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH’), em reagir com doadores de hidrogénio, como € o caso dos
compostos fendlicos (Sendra et al, 20086). Esta reaccdo de redugdo pode ser
acompanhada pela medigdo do decréscimo de absorvancia de uma solugéo de DPPH a
2=515 nm (maximo de absorvancia), em que a coloragéo violeta do DPPH em solugéo
transforma-se em amarelo palido (Guido, 2004). Na Figura 1.19 esta representada a
reaccao de redugdo do DPPH’, por aceitagdo de um radical hidrogénio de um composto
antioxidante, tornando-se uma molécula diamagnética estavel (Liu & Yao, 2006; Gulcin,
2006).Este método é mais selectivo em relagédo a doadores de hidrogénio do que outros
métodos, como por exemplo o ABTS, sendo condigdo a existéncia de grupos hidroxilos

livres, incluindo os formados por rearranjos moleculares.
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Figura 1.19 - Reacgdo de reducdo do DPPH por um composto
antioxidante (HOR).
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Existem duas versdes de avaliagido do método do DPPH: a dindmica e a estatica.
A velocidade de redugédo do DPPH apés a adigdo de uma amostra contendo compostos
fendlicos &€ medido na primeira versdo. A quantidade de DPPH inactivado pela amostra é
medida graficamente, como a percentagem de DPPH que ficou por reagir (como veremos
a seguir), na versao estatica. Assim, a primeira versao caracteriza a reactividade, ao
passo que a segunda testa a estequiometria da reacgdo com um composto puro ou a
quantificagéo de grupos hidroxilo livres numa amostra mais complexa (Stratil ef al., 2006).

Os resultados sdo expressos em termos de PAR (Poder Anti-Radicalar), definido

pela seguinte férmula:

PAR = *100,

50

onde, EC;, representa a quantidade minima de antioxidante necessario para reduzir para
metade a concentragao inicial de DPPH. Assim, quanto menor for o valor de ECs, maior
sera o poder anti-radicalar da amostra.

100

% DPPH
3

EC50 [amosira]

Figura 1.20 - Representagdo grafica da percentagem de
DPPH em fung¢do da concentragédo de amostra.

O que se pretende & fazer uma representagao grafica da percentagem de DPPH
que ficou por reagir em fungéo da concentragédo da amostra (figura 1.20).
A percentagem de DPPH restante no meio reaccional é calculada da seguinte

forma;

% DPPH — Abs amostra 100
Abs controlo
onde:
Abs amostra = absorvancia da amostra ap6s 120 minutos de reacgéo com o

DPPH;
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Abs controlo = absorvancia do controlo apds 120 minutos.
Com base na equacgdo obtida por regressdo linear obtém-se o valor da
concentracdo efectiva de amostra necessaria para reduzir a quantidade de DPPH em

50% do seu valor inicial, o ECs,. Este valor & obtido da forma que se segue:

%DPPH = m*[amostral+b < EC,, = (50-5) ,
m

m = declive da recta obtida;
b = ordenada na origem.
O valor do PAR é obtido pela expresséo apresentada anteriormente.

1.7.2 Método da desoxirribose

O oxigénio activo e os radicais livres provocam danos a nivel tecidular, originando
varias doengas (Sorg et al.,, 2004; Karawita et al., 2005; Yu et al, 2002). As formas
superéxido (O,"), perdxido de hidrogénio (H.O,) e radical hidroxilo ((OH) do oxigénio
activo sdo produtos do metabolismo normal e atingem as moléculas biolégicas
provocando sérios danos nas células e nos tecidos (Yen & Chen, 1995). Dentro das
espécies reactivas de oxigénio, o radical hidroxilo € o mais reactivo devido & forte
capacidade para reagir com varias biomoléculas (Karawita et al., 2005). Assim, o método
da desoxirribose surgiu de modo a possibiltar a determinacdo da capacidade das
amostras em captar radicais hidroxilo.

O método da desoxirribose consiste na preparagdo de uma mistura de FeCl; e
EDTA, que na presenca de acido ascérbico a pH 7,4, formam um complexo de Fe?-
EDTA (equacdo 1). De seguida, com a adicdo de peroxido de hidrogénio, ocorre a
formacdo do complexo Fe**-EDTA e dos radicais hidroxilo — reacgéo de Fenton (equagéo
2). De referir, que 0 complexo Fe**-EDTA também produz radicais hidroxilo a partir dos
peroxidos, mas a velocidade de producgédo & dez vezes mais fraca do que com o ido Fe*,
que, no que diz respeito as varias espécies de ides metalicos, € o pro-oxidante mais forte
(Guilcin, 2006).

Os radicais hidroxilo vao actuar sobre a desoxirribose, uma aldopentose,
provocando a sua degradagdo em fragmentos menores, que na presenga de acido
tricloroacético (TCA) e elevadas temperaturas déo origem ao malonaldeido (MDA)
(equacéo 3). Por fim, o MDA reage com o acido tiobarbiturico (TBA), em meio acido, e
origina uma cor rosa com maximo de absorvancia nos 532 nm (equagéo 4) (Cheng et al.,
2003; Yen & Chen, 1995; Yuan et al., 2005; Aruoma et al., 1993).
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Fe®-EDTA + acido ascérbico > Fe*-EDTA + ascorbato (1)
Fe*-EDTA + H,0, > Fe*-EDTA + 'OH + OH (2)

: - TCA

OH + desoxirribose = fragmentos ——» MDA (3)

MDA + 2TBA -> cromogéneo rosa (4)

O &cido ascérbico e o peréxido de hidrogénio podem actuar como catalisadores da
reac¢ao 2, permitindo a producgéo de radicais hidroxilo (Gido et al., 2005; Aruoma et al.,
1993).

A capacidade de uma amostra captar radicais hidroxilo pode ser determinada
calculando a percentagem de inibicdo desses radicais, produzidos na mistura reaccional

de Fenton (Karawita ef al., 2005; Yuan et al., 2005), de acordo com a seguinte equagao:

{ AbSisganmcontrolo — Absis3op,mamostra)
Selnibicao = - - ' « 100

Abs{532nm)controlo

Se um composto com capacidade antioxidante for adicionado, este ird competir
com a desoxirribose pelos radicais hidroxilo, inibindo a formagéo de cor. Assim, o poder
anti-radicalar da amostra pode ser usado para minimizar os efeitos adversos dos radicais
produzidos (Cheng et al., 2003).

Para se obterem resultados fiaveis por este método & necessario que a amostra
néo reaja com percursores do radical em estudo (como por exemplo com o peréxido de
hidrogénio) (Halliwell et al., 1995); no caso de se usarem ides metdlicos para se produzir
o radical hidroxilo, o antioxidante em estudo nao deve formar quelatos com esses ibes
(pode ser evitado usando os ides de ferro ja ligados ac EDTA); o antioxidante ndo deve
incubagao.

Dado que se trata de um método que envolve a presenca de radicais, € muito
sensivel a qualquer interferéncia, sendo por isso dificil obter resultados fidedignos,
podendo resultar em interpretagdes ambiguas. Em estudos com polifenéis, estes podem
precipitar pela captagdo de radicais hidroxilo mas também devido as suas caracteristicas
pré-oxidantes.
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1.8 Relagdo estrutura/actividade antioxidante dos polifendis

A capacidade antioxidante dos flavonoides esta em grande parte relacionada com
a estrutura do anel B (figura 1.3), uma vez que substituintes OH em posigbes 3’ e 5 séo
responsaveis por um aumento da capacidade antioxidante. A insaturagdo entre os
carbonos 2 e 3 no anel C também contribui para este efeito, pelo que a remogéao do
substituinte OH em posigéo orto ou da insaturacao referida, provoca um decréscimo na
capacidade anti-oxidante em cerca de metade (Bravo, 1998).

Existem essencialmente trés requisitos na estrutura quimica dos flavondides
possivelmente responsaveis pela elevada capacidade de neutralizagéo de radicais
exercida por esta classe de compostos, sendo eles:

- presenga do grupo orto-dihidroxi ou grupo catecol no anel B, o que confere
uma maior estabilidade a forma radicalar, pois contribui para a deslocalizagéo dos
electrées;

- ligag&o dupla conjugada com a fungéo 4-oxo, o que aumenta a deslocalizagéo
electrénica a partir do anel B;

- grupos hidroxilo nas posigées 3 e 5 com fungdo oxo, que promove a
deslocalizagéo electronica do grupo 4-oxo para estes dois substituintes (Martinez-Flérez
et al., 2002).

Deste modo, flavonéides como a quercetina, com substituintes OH em posigdes 3’
e 4’ no anel B e insaturagéo entre os carbonos 2 e 3 no anel C, possuem um potencial
antioxidante 5 vezes superior & das vitaminas E e C. Removendo o substituinte OH em
posicdo orto ou removendo a insaturagdo entre os carbonos 2 e 3 no anel C, a
capacidade antioxidante decresce mais de 50% (Martinez-Flérez et al., 2002).

A actividade antioxidante de um flavondide é, entdo, determinada pelo anel B,
enquanto que a restante estrutura base tem apenas uma pequena influéncia. Isto verifica-
se devido a uma maior capacidade electro-doadora deste anel, havendo uma maior
influéncia da restante estrutura base com o decréscimo da actividade antioxidante do
anel B (Silva et al,, 2002). O arranjo espacial dos substituintes presentes na molécula
torna-se um factor que contribui bastante para a actividade antioxidante destes
compostos (Heim et al., 2002). Em termos gerais, o factor que determina o caracter
antioxidante de um dado flavonéide sera a estabilidade redox do radical formado a partir

do flavondide original (Martinez-Flérez et al., 2002).
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1.9 Objectivos do trabalho

Conhecendo actualmente a importancia dos polifendis na saldde humana,
nomeadamente como agentes quimiopreventivos contra alguns tipos de cancro (Miranda
et al., 1999; Wang ef al., 2007), o estudo destes compostos em diferentes linhas celulares
humanas tumorais tem tido cada vez mais interesse.

O principal objectivo deste trabalho consistiu em avaliar o grau de inibigdo da
sintese de ADN por solugdes modelo de polifendis presentes em bebidas (naringenina,
xanto-humol, quercetina, rutina, catequina e acido galico), e estudar o efeito citotoxico
destes compostos in vifro, através do método SRB, numa linha celular tumoral. Em
alguns casos os resultados foram complementados com analise por citometria de fluxo e
pelo método de exclusdo com azul de tripano. No que diz respeito aos polifendis com
efeito citotoxico, a sua capacidade em induzir a apoptose sobre as linhas celulares
estudadas foi determinada por avaliagdo da fragmentacdo de ADN em gel de agarose e
pela técnica TUNEL.

Pretendeu-se também encontrar uma relagéo entre a capacidade anti-proliferativa
dos polifendis e a sua conhecida capacidade anti-oxidante. Para tal, foi determinada a
capacidade anti-radicalar dos compostos fendlicos pelo método do DPPH e da

desoxirribose, que foi comparada com o efeito antiproliferativo.
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2 MATERIAL E METODOS

21 Culturas celulares

As células de linha celular de cancro da tirdide (TPC-1), gentilmente cedidas pelo
Doutor Valdemar Maximo do IPATIMUP, foram cultivadas em meio RPMI
1640+GlutaMAX™-1, 2,55 mM HEPES (GIBCO® Invitrogen™) suplementado com 10% de
soro fetal de bovino inactivado (FBSI), 1% de piruvato de soédio 1% de
penicilina/estreptomicina, e foram mantidas a 37°C numa atmosfera himida (90% de
humidade) e 5% de CO..

As culturas foram estabelecidas em frascos de 75 cm? indicados para o efeito,
com mudan¢a de meio e de recipiente a cada 72 horas até ser atingida 80-90% de
confluéncia. Para a mudanga das células, procedeu-se a sua lavagem com PBS 1x e em
seguida foram incubadas com 0,25% tripsina-EDTA durante 3 a 5 minutos, a 37°C.
Posteriormente, foram removidas da superficie do frasco com a ajuda da adigdo de meio
novo (para parar a acgéo da tripsina), e centrifugadas a 1200 rpm durante 5 minutos.
Apoés a sua ressuspensido em meio RPMI, as células foram plagueadas em novos frascos
(diluigéo de 1:20) ou utilizadas para o trabalho experimental.

Neste trabalho foram também utilizadas: uma linha celular imortalizada de
linfécitos T de leucemia (Jurkat E6.1) e células primarias isoladas de sangue periférico
(PBLs), estimuladas com PHA (visando o enriquecimento para linfécitos T), como teste
em ceélulas normais. Estas células, ao contrario das anteriores, crescem em suspensao,

pelo que o meio de cultura foi renovado sempre que necessario.
Meio RPMI — 1 mM de piruvato de s6dio, 2 mM de 2-glutamina, 500 U/mL penicilina G, 50 pyg/mL
de streptomicina e 1% (v/v) de FBS.

2.1.1 Isolamento dos linfécitos T de sangue periférico

Células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) foram obtidas a partir de
buffy coats (mistura leucocitaria) de dadores de sangue saudaveis apés centrifugagéo por
gradiente de Lymphoprep (Nycomed, Oslo, Norway) durante 40 minutos a 1800 rpm. As
PBMCs foram lavadas com HBSS e os eritrécitos contaminantes (RBCs — red blood
cells), sempre presentes em varias fases da preparacdao de PBMCs, foram removidos por
lise recorrendo a uma solucéo hipoténica de lise (10 mM Tris, 150 mM NH,CI, pH 7,4) a
37°C durante 10 minutos. Foram seguidamente lavadas duas vezes com HBSS (de forma

a remover o anel de plaquetas) e os linfécitos T de sangue periférico foram obtidos
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depois de colocar as células mononucleares em meio de cultura a 37°C, 5% de CO; e
99% de humidade durante a noite. Recolheu-se a suspensdo de células ndo-aderentes,
correspondente as PBLs. Dada a menor capacidade de divisdo em relagao a linha celular
utilizada nos ensaios anteriores, estas células necessitam da presenca de um activador
(PHA - phytohemagglutinin) no meio de cultura em que se encontram.

HBSS — 10 mM de Tris, 150 mM de NH,CI, e pH=7 4.

2.1.2 Descongelacio das aliguotas

A descongelacao da aliquota de células foi efectuado rapidamente, de forma a que
o DMSO (solucdo de congelamento- FBSI+10% DMSO), que é téxico para as células,
nao permanecesse muito tempo em contacto com estas. As células foram descongeladas
a 37°C e lavadas com PBS, em sucessivas centrifugagdes a 1200 rpm durante 5 minutos.
Em seguida, procedeu-se a uma centrifugacédo em que as células sedimentadas foram
ressuspendidas em meio RPMI e colocadas a crescer na incubadora com temperatura,

CO. e humidade controladas.

2.2 Preparacao das solugdes de polifendis e reagentes utilizados

As diferentes solugbes de polifendis foram preparadas a partir do respectivo
reagente comercial (tabela 2.1). O xanto-humol foi isolado e purificado da planta do lupulo
nos laboratérios da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto pelo Mestre Paulo

Magalhaes, e gentilmente cedido pelo mesmo.

Tabela 2.1 - Caracteristicas dos compostos fenélicos estudados

Composto fendélico Férmula quimica Pureza Fabricante
Naringenina Cq45H4205 ~ 95% Fluka
Xanto-humol C21H2205 > 90%

Acido galico C;HgOs 2 98% Fluka
Rutina C27H30016 = 95% Sigma
Quecertina C45H1007 =z 98% Sigma
Catequina Ci5H14045 2 98% Sigma

Os compostos sélidos foram dissolvidos em etanol ou DMSO (de acordo com as
diferentes solubilidades), e as solugdes de menor concentracdo foram preparadas por
diluigdo da solugao concentrada. Os compostos foram dissolvidos no solvente puro dado

que a utilizacdo de misturas de solvente/agua induz a precipitagdo de alguns compostos.

56



2 Material e métodos

Foram por isso dissolvidos em etanol, a excepgao da rutina e da quercetina que foram
dissolvidos em DMSOQO, dada a baixa dissolugdo em etanol.

Os solventes utilizados ao longo deste trabalho estdo apresentados na tabela 2.2.
Nos ensaios bioldgicos foi necessario filtrar, em condi¢cbes estéreis, os solventes em

filtros de 0,45 pM, de modo a eliminar contaminagdes.

Tabela 2.2 - Caracterisiticas dos solventes utilizados

Reagente Férmula quimica Fabricante
Etanol CH3;CH,0OH Merck
Dimetilsulféxido C,HgSO Sigma
Metanol CH;0H Panreac
Acetonitrilo CH1;CN SDS
Acido férmico HCOOH Normapur

2.3 Avaliagdo do efeito anti-proliferativo e citotoxico de diferentes

polifenodis

A proliferagao celular foi avaliada numa linha de linfécitos T de leucemia (Jurkat
E6.1) e em PBLs num sistema in vitro, através da avaliagdo da divisdo celular por
incorporagdo de um corante fluorescente (CFSE) e medigdo por citometria de fluxo
(FACScan™ da BD-Becton, Dinckinson and Company, com o software CellQuest pro
versao 7.0 e Flow Jo, para processamento dos resultados). Foi também avaliada numa
linha celular de cancro da tiréide (TPC-17), com recurso ao método SRB.

2.3.1 Marcacao celular com CFSE

Para a determinagdo da perda de fluorescéncia de CFSE, a linha celular foi
ressuspendida numa concentragéo de 10" células/mL e lavada trés vezes com PBS 1x. O
CFSE foi adicionado numa concentragéo final de 5 uM, e as células foram incubadas
durante 10 minutos a 37°C com agitagéo ocasional e protegidas da luz (incorporagdo do
fluorocromo). A solugdo de CFSE foi preparada de acordo com o procedimento fornecido
pela marca de venda do kit de marcagdo com CFSE para andlise de proliferacdo celular
(Molecular Probes™). De seguida foram lavadas duas vezes com PBS/20%FBS| e
ressuspendidas em meio de cultura (RPMI).

Apos cultura, as células sujeitas a diferentes condigdes experimentais foram

lavadas duas vezes com PBS 1x e, para cada amostra, foi adquirido um numero
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constante de células para cada estudo, usando as caracteristicas FSC (tamanho) e SSC
(complexidade). A proliferagéo e a divisdo celular foram assim determinadas pela perda
sequencial da intensidade de fluorescéncia de CFSE. O procedimento utilizado é
semelhante ao descrito por Kanno e seus colaboradores (2005).

2.3.1.1 Preparacao das amostras

Células de uma linha imortalizada de linfécitos T (Jurkat E6.1) foram colocadas em
crescimento sob condigées apropriadas, seguidas de marcagdo com CFSE e colocadas
em placas de 6 pogos sujeitas a diferentes concentragdes de compostos fenélicos (0,1,
1,0, 10 e 100 pM) durante 48 horas, ap6s 24 horas de pré-cultura (um total de 3 dias de
incubacg&o). Foram utilizadas 5x10° células por pogo, e as solugdes de polifenéis foram
preparadas em DMSO. De notar que o DMSO ¢ tdxico para as células quando em
concentracdo superior a 0,4%, pelo que foram adicionados 20 uL de cada solugéo de
polifenol ao respectivo pogo (concentragdo de DMSO final de 0,4%). No final da
incubacéo as células foram centrifugadas, lavadas com PBS 1x e ressuspendidas em
PBS 1x para analise por citometria de fluxo.

Foram preparadas 2 placas (duplicado), e em cada placa foi incluido um controlo
positivo, um controlo apenas com DMSO (de modo a verificar a existéncia de toxicidade),
e as diferentes diluigdes de composto.

No caso das PBLs, a experiéncia envolveu seis dias de incubagéo, dado que estas
células tém menor capacidade de divisdo, e como tal exigem a presenca de um activador
da divisdo (PHA). No ensaio foram envolvidos um controlo sem PHA, um controlo com
PHA, um controlo com DMSO (de modo a verificar a existéncia de toxicidade), e as

concentragtes estudadas de composto.

2.3.2 Método colorimétrico SRB

A proliferagéo celular foi avaliada numa linha celular de cancro da tiréide (TPC-1),
através do método colorimétrico da sulforodamina B (SRB).

O método SRB permite a medigdo do conteldo celular proteico, e tem sido
largamente utilizado em estudos de proliferagdo celular. Apresenta boa linearidade,
elevada sensibilidade e baixo custo. Este corante liga-se a aminoacido basicos de
proteinas celulares, e a avaliagdo colorimétrica possibilita a determinagéo do numero de
células (por relacgéo directa com a massa total de proteinas).

A técnica de SRB foi realizada de acordo com os passos descritos no manual que

acompanha o kit adquirido (Sigma®):
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- Fixacao das células com acido tricloroacético 50% frio, durante 1 hora a 4°C;
- Lavagem da placa com agua destilada;
- Adigdo da sulforodamina B a 4%, e esperar 30 minutos;
- Lavagem com &cido acético a 10% para remogéao do corante néo ligado (minimo
de lavagens para impedir a quebra das ligagdes do corante com as proteinas);
- Solubilizagdo do corante internalizado com solugdo Tris 10 mM (pH=9,5);
- Leitura de absorvancia a 565 nm e 690 nm (background).

Para saber se o efeito observado pela andlise dos diferentes compostos
estudados se deve a uma diminuigdo da divisdo celular (anti-proliferativo) ou morte
celular (citotoxicidade), foi medida a absorvancia no momento de incubagéo das células

| com os polifendis (t=0), que foi depois comparada com o valor no final da experiéncia.
‘ Um valor de absorvancia em t=0 superior ao valor no final da experiéncia significa que
houve uma diminui¢do do numero de células devido a sua morte, e um valor de t=0
inferior ao valor final podera significar efeito anti-proliferativo, caso o numero de células

seja inferior as do controlo no final do tempo de exposigéo.

2321 Preparacdo das amostras

As celulas, colocadas em crescimento sob condigbes apropriadas, foram
distribuidas em placas de 96 pogos (2x10° células por pogo, num volume total de 200 pL).
Em seguida foram sujeitas a diferentes concentragdes de compostos fendlicos (0,1, 1,0,
10 e 100 pM) 48 horas de exposicdo e 72 horas de incubagéo. As solugbes de polifendis
(tabela 2.1) foram adicionadas as células numa concentragéo inferior a 0,1%, dada a
toxicidade celular do veiculo.

Em cada placa foi incluido um controlo positivo, um controlo negativo, e as

diferentes diluigées de composto (todas contendo veiculo).

2322 Optimizacdo do método

As células, colocadas em crescimento sob condigdes apropriadas, foram
distribuidas em placas de 96 pogos (2x10° e 5x10° células por pogo, num volume total de
200 pL). Em cada placa as células foram sujeitas a presenga e a auséncia de etanol e
DMSO (concentragéo final de 0,1%), durante 48 horas de exposicdo e 72 horas de
incubacéo.

Foi também determinado o poder anti-proliferativo do xanto-humol em 3 e 4 dias

de incubacéo, para verificar se o tempo de incubagéo influenciava os resultados finais.

59



Estudo de compostos fentlicos de bebidas com potencial actividade anti-tumoral. Efeitos biolégicos in vitro.

2.4 Estabilidade do xanto-humol no meio de cultura

2.41 Preparacido das amostras

Para determinar a estabilidade do xanto-humol, como base de exemplo para os
restantes polifendis, este composto foi adicionado ao meio de cultura num gama de
concentracdes (0,1, 1, 2,5, 5, 10 e 100 uM), durante 24, 48 e 72 horas, e a mistura foi
analisada por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) com deteccédo

espectrofotométrica.

As andlises por CLAE, com detecgédo espectrofotométrica, foram realizadas num
cromatografo com as seguintes caracteristicas:

- Unidade de gradiente quaternaria Jasco, modelo PU-2089 Plus;

- Unidade de desgaseificacéo Jasco, modelo DG-1580-54,

- Bomba Jasco, modelo PU-1580;

- Amostrador automatico Jasco, modelo AS-950;

- Detector de multiplos comprimentos de onda Jasco, modelo MD-1510;

- Caixa de interface Jasco, modelo LC-Net II/ADC.

O sistema acima descrito foi controlado através do programa HSS-1500, verséo
3.4.7, Jasco, que operou em conjunto com o programa Borwin-PDA, versao 1.50, JMBS
Developments, para o processamento dos dados cromatograficos e com o programa
Spectra-Manager, verséo 1.40, Jasco, para o processamento de espectros de absorcéo.

As caracteristicas da pré-coluna e da coluna utilizada neste sistema

cromatografico encontram-se especificadas na tabela seguinte:

Tabela 2.3 - Caracteristicas da pré-coluna e da coluna utilizadas no sistema cromatografico

Caracteristicas Pré-coluna Coluna
Fabricante Phenomenex® Phenomenex®
Comprimento 10 mm 250 mm
Diametro interno 4,6 mm 4,6 mm
Diametro de particula 5 pm 5 um
Tamanho do poro 100 A 100 A

60



2 Material e métodos

2.4.2 Condicées cromatograficas

Fase estacionaria — coluna de fase reversa Phenomenex® C18 (250 x 4,6 mm, 5
Hm).

Fase movel constituida por 100% metanol (A) e 0,1% de acido formico em agua
(B), a um fluxo constante de 0,300 mL.min"' nas seguintes condigdes de gradiente:

- Inicio da injecgéo (0 minutos) — 90% de B;

- 0-110 minutos — muda para 0% de B;

- 0-130 minutos — 100% de A.

- Volume de amostra injectado — 20 pL.

25 Fotografias de contraste de fase

As células foram tratadas do mesmo modo descrito para o método SRB, sendo
que no final do tempo de exposicdo aos polifendis foram visualizadas ao microscépio

optico de contraste de fase, acoplado a uma camara que permite a obtencéao de imagens.

2.6 Viabilidade das células TPC-1 pelo método de exclusdo por azul de

tripano

Com o objectivo de verificar o efeito citotoxico e anti-proliferativo de alguns
polifendis, células expostas a estes compostos foram coradas com o corante vital azul de
tripano, para contabilizar o niumero de células vivas e de células mortas. O método de
exclusdo do azul de tripano baseia-se no principio de que células viaveis apresentam
membranas intactas, que evitam a entrada do corante, enquanto que membranas
metabolicamente inactivas de células mortas (ndo viaveis) ndo conseguem evitar a
penetragdo do corante na célula. Logo, células azuis correspondem a células mortas.

As células, colocadas em crescimento sob condigbes apropriadas, foram
distribuidas em placas de 6 pogos (5x10* células por pogo, num volume total de 2 mL), tal
como referido por Miranda e seus colaboradores (Miranda et al, 1999). Em seguida
foram sujeitas a diferentes concentragées de compostos fendlicos (0,1, 1,0, 10 e 100 pM)
durante 48 horas de exposi¢do e 72 horas de incubagéo. As solugdes de polifendis foram
preparadas em etanol ou DMSO, e adicionadas as células numa concentragéo de 0,1%,
dada a toxicidade celular do veiculo. Em cada placa foi incluido um controlo e as
diferentes diluigdes de composto (todas contendo veiculo).

No final das 48 horas foi recolhido o meio de cultura, assim como as células

aderentes por tripsinizagéo. Estas foram centrifugadas durante 5 minutos a 1200 rpm e
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ressupendidas em novo meio de cultura. Apds este procedimento procedeu-se a sua

contagem numa cémara de Neubauer, usando azul de tripano.

2.7 Contagem celular

Para a contagem de células foi utilizada uma camara de Neubauer, diluindo numa
proporcéo de 1:1 a cultura celular com 0,5% de azul de tripano.
O numero total de células no frasco de cultura foi calculado tendo por base a

equacao: n° células contadas x factor diluigdo x volume total da cultura no frasco.

2.8  Andlise em gel de agarose do perfil de fragmentagao de ADN

Esta experiéncia teve como finalidade determinar se algum dos polifenéis com
efeito citotéxico é capaz de induzir a apoptose nas células de cancro da tiréide, através

da analise da fragmentacdo de ADN em gel de agarose, que caracteriza este efeito.

2.8.1 Preparacdo das amostras

As células, colocadas em crescimento sob condicbes apropriadas, foram
distribuidas em placas de 6 pogos num total de 3x10° células e 2 mL por pogo. Em
seguida foram sujeitas a uma nconcentracao de compostos fendlicos de 100 uM, durante
24 horas de exposicdo e 48 horas de incubacdo. Os tempos foram menores, dada a
citotoxicidade dos compostos estudados, com o intuito de preservar material genético
para posterior extrac¢do. As solugbes de polifen6is foram preparadas em etanol ou
DMSO, e adicionadas as células numa concentragéo de 0,1%. Em cada placa foi incluido
um controlo e as diferentes diluicées de composto (todas contendo veiculo).

No final da incubagéo foi retirado o meio existente em cada pogo e as células
existentes nos pogos foram lavadas com PBS1x e em seguida incubadas com 0,25%
tripsina-EDTA durante 3 a 5 minutos, a 37°C. Posteriormente, foram removidas da
superficie do frasco com a ajuda da adigdo de meio novo (para parar a acgdo da tripsina),
e centrifugadas a 1200 rpm durante 5 minutos. Apds a sua ressuspensdo em 400 pL de

meio RPMI, as células foram conduzidas para o extractor de ADN.

2.8.2 Extraccdo de ADN gendémico

O material genético foi extraido de forma automética, recorrendo ao aparelho
Maxwell™16 e a Maxwell™16 Cell DNA Purification Kits (Promega™).
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O procedimento experimental foi desenvolvido tal como o indicado no manual

técnico do instrumento.

2.8.3 Preparacao do gel e andlise das amostras tratadas

A quantidade de ADN genémico isolado foi quantificado através do aparelho
BioMate 3 (Thermo Electron Corporation), € o mesmo (6 ug) foi colocado num gel de
agarose 1,5%, contendo brometo de etidio, e as bandas foram separadas durante cerca
de 2 horas em tampao TAE 1x, num aparelho de electroforese HORIZON®11-14
Horizontal Gel Electrophoresis (Whatman System®), alimentado por um voltimetro
Whatman Biometra PS304 (Whatman System®).

As bandas no gel foram visualizadas por UV no aparelho GENEFLASH Syngene
Bio Imaging (Syngene™), que permitiu recolher imagens do mesmo.

TAE - 89 mM de tampéo Tris e 89 mM de EDTA, pH~8,5.

29 Apoptose celular por TUNEL

2.9.1 Preparacio das amostras

Prepararam-se as lamelas lavando-as com alcool a 70% e foram colocadas em
placas de 24 pogos. As TPC-1 (1x10* células/mL) foram cultivadas nas lamelas de vidro
numa placa de 24 pogos (500 pL por pogo), sendo feita a incubagdo com os compostos
fendlicos apds 1 dia de incubagéo, numa concentragéo de 100 uM, ou solvente (controlo)
durante 24 horas.

2.9.2 Técnica TUNEL

A avaliagdo da apoptose celular foi feita recorrendo a técnica de TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end labelling),
utilizando “In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein” (Roche Diagnostics, Basileia,
Suiga), de acordo com as instru¢des do fabricante (Roche, 2006):

- Fixagdo das células durante 30 minutos em para-formaldeido a 4% (cerca de
100 pL);

- Lavagem, durante 5 minutos, em PBS 2x;

- Permeabilizagdo das células durante 2 minutos em gelo com tampé&o de
permeabilizagéo;

- Lavagem, durante 5 minutos, em PBS 2x;

- Incubagéo do controlo positivo com 2ul DNAse/ 100puL de TrisHCL 50 mM,
pH=7.5, durante 5 minutos;
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- Lavagem do controlo positivo, durante 5 minutos, em PBS 1x;

- Secagem das paredes dos pogos com papel absorvente;

- Incubagdo com a solugdo de TUNEL (1 enzima: 10 tamp&o), durante 60 minutos
a 37°C, em camara humida (cerca de 20 plL);

- Lavagem, durante 5 minutos, em PBS 2x;

- Incubagdo em DAPI (Roche Diagnostics, Basileia, Suiga), 5 minutos;

- Lavagem, durante 5 minutos, em PBS-T 2x;

- Montagem em glicerol/PBS;

- Visualizagdo ao microscopio de fluorescéncia Olympus, BH-2 (Reino Unido), com
ampliagao de 200x.
Tampéao de permeabilizagao - Triton-X-100 0,1% em citrato de sédio 0.1%.
PBS-T - PBS pH=7 4, Tween-20 0.5%, 100 ml de PBS + 500 pl de Tween-20

O controlo positivo corresponde a células fixadas tratadas com DNAse.

Os nucleos foram contrastados com DAPI/metanol para marcagéo dos nucleos
totais e a apoptose foi determinada pela contagem de células marcadas com fluoresceina
(em apoptose), a qual foi dividida por 1000 nucleos totais corados com DAPI (corante

nuclear).

210 Poder anti-radicalar dos compostos fenédlicos pelo método do DPPH

2.10.1 Preparacéo das solucdes

As solugbes stock de compostos fendlicos, de concentragdo 1x10° M, foram
preparadas tendo em atencdo a massa molar de cada um dos compostos. Para cada um
deles pesou-se a quantidade necessaria, dissolveu-se em metanol e transferiu-se para
um baldo volumétrico de 100 mL. Em seguida, perfez-se o volume com 0 mesmo
solvente e homogeneizou-se a solugéo.

Para cada um dos compostos analisados foram efectuadas varias diluigdes de
modo a resultar num gradiente de cores visivel a olho nu. As diluigées efectuadas foram
estimadas por tentativa, variando para cada composto, de modo a que a concentragao
intermédia testada correspondesse a 50% de redugdo de DPPH. As solugdes de DPPH

foram preparadas da forma que se segue:
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Tabela 2.4 - Modo de preparagéo das solugdes de DPPH

Solugdo Modo de Preparagao

Pesou-se 0,0133 g de DPPH, dissolveu-se com metanol, e
Solugao stock de DPPH 6,75 x 10*M transferiu-se para um balédo volumétrico de 50 mL; Perfez-
em metanol se o volume com metanol e procedeu-se a

homogeneizagao da solugdo.

_ Retirou-se 20,0 mL da solugdo de stock, transferiu-se para
Solugiao trabalho de DPPH 6,75 x 10

5 um baldo volumétrico de 200 mL, e perfez-se o volume
M em metanol

com metanol.

2.10.2 Analise espectrofotométrica

Ap6s a mistura, numa célula espectrofotométrica, de cada um dos reagentes
indicados na Tabela 2.5, agitou-se e guardou-se as amostras a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz durante 120 minutos, para que a reacgao ocorresse. Ao fim deste
intervalo de tempo, mediram-se as absorvancias das amostras e dos controlos contra o

branco a 515 nm.

Tabela 2.5 - Modo de preparagéo da mistura reaccional nas celulas espectrofotométricas

Amostra Branco Controlo
DPPH (mL) 2,850 - 2,850
Solucgao diluida polifenol (mL) 0,150 - -
Metanol (mL) - 3,000 0,150

211 Poder anti-radicalar dos compostos fenédlicos pelo método da

desoxirribose

2.11.1 Preparacio das solucdes

As solucdes de compostos fendlicos, de concentragéo 1x10° M, foram preparadas
tendo em atengdo a massa molar de cada um dos compostos. Para cada um deles
pesou-se a quantidade necessaria, dissolveu-se em metanol e transferiu-se para um
baldo volumétrico de 100 mL. Em seguida, perfez-se o volume com metanol e

homogeneizou-se a solugdo. As solugdes necessarias para o método da desoxirribose

estdo apresentadas na tabela 2.6, bem como o seu modo de preparagéo.




Estudo de compostos fendlicos de bebidas com potencial actividade anti-tumoral. Efeitos biolégicos in vitro.

Tabela 2.6 - Modo de preparacéo das solugdes para o método da desoxirribose

Solugao

Modo de Preparagiao

Solugdo tampao fosfato (256 mM e
pH=7,4)

Pesou-se 9,0 g de fosfato de sédio e apds completa

dissolugdo, em agua, ajustou-se o pH com HCl a 6M.

Solucdo de EDTA 1mM

Pesou-se 0,0372 g de EDTA, e ap6s dissolugao
tranferiu-se para um bal&do volumeétrico de 100 mL,

ajustando o volume com agua millipore.

Solugdo de FeCl;*6H,0 1 mM

Dissolveu-se 0,0270 g de FeCl;*6H,0 em agua
millipore, e tranferiu-se quantitativamente para um
baldo volumétrico de 100 mL, ajustando-se o volume

final.

Solugdo de 2-desoxi-D-ribose 36
mM

Pesou-se 0,1207 g de desoxirribose e pés dissolugdo

em agua, o volume foi ajustado para 25 mL.

Solugéo de H,0; 10 mM

Pipetou-se 86 pL de perdxido 35% para agua, num
volume final de 100 mL.

Solugdo de acido ascorbico 1 mM
em tampao fosfato (25 mM e
pH=7.4)

Pesou-se 0,0177 g de acido ascérbico, e apés
dissolugdo com tampéo fosfato, transferiu-se para um
baldo volumétrico de 100 mL. Perfez-se o volume com

com tampéo e homogeneizou-se a solugéo.

Solugao de TCA 10% (miv)

Dissolveu-se 2,5 g de TCA em agua millipore, num
volume de 25 mL.

Solugao de hidréxido de sédio
0,05 M

Pesou-se 0,2 g de NaOH, e apoés dissolugéo em agua,
transferiu-se para um baldo de 100 mL.

Solugdo de TBA 1,0% (m/v) em
NaOH (0,05 M)

Dissolveu-se 0,25 g de TBA em NaOH 0,05M, num
volume de 25 mL, com homogeneizagao da soluggo.

2.11.2 Analise espectrofotométrica

A técnica foi executada de acordo com os passos optimizados por Moreira (2007).

Na mistura reaccional, colocou-se 400 pL de tampéo fosfato 25 mM num tubo de

ensaio, e adicionou-se 100 pL de cada reagente pela seguinte ordem:

- solugéo padréao de polifenol (100 uM);

- EDTA 1 mM;
- FEC|3'6H20 1mM;
- H,O, 10 mM:;
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- acido ascorbico 1 mM;
- 2-desoxi-D-ribose 36 mM.

A mistura foi agitada num vortex e foi colocada num banho a 37°C durante 60
minutos. Apoés incubagao, a cor foi desenvolvida adicionando 1,00 mL de TCA 10% e
1,00 mL de TBA 1,0% (agitando em cada etapa), aquecendo durante 30 minutos a 85°C.
As amostras foram arrefecidas no gelo e o volume foi ajustado para 5,00 mL com agua
millipore. As absorvancias foram medidas a 532 nm, e comparadas com o controlo

contendo 100 uL de metanol em vez de amostra a testar.

212 Analise estatistica

Os resultados apresentados dizem respeito @8 média dos resultados obtidos. Foi
determinado o valor de {-Student para cada conjunto de resultados e foram considerados
estatisticamente significativos os resultados com valor p<0,05.
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3 RESULTADOS OBTIDOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito anti-proliferativo e citotoxico de diferentes compostos

fenolicos

3.1.1 Marcacao celular com CFSE

Numa etapa inicial foi estudado o efeito da naringenina sobre uma linha celular
Jurkat E6.1 e em células primarias PBL, por citometria de fluxo. Para a determinagao do
tamanho e morte celular foram analisados os parametros FSC/SSC, e avaliadas as
percentagens de células nas regides correspondentes as células viaveis e nao-viaveis.
Os resultados obtidos por citometria aparecem, inicialmente, sob a forma representada
na figura 3.1 A. Cada ponto representado diz respeito a uma célula, que sao distribuidas
no grafico em fungéo do seu tamanho (FSC) e complexidade (SSC). Apds selecgao de
uma subpopulagéo representativa das células viaveis, procedeu-se a avaliagao do efeito
dos compostos fendlicos (figura 3.1). O eixo dos xx diz respeito a intensidade de
fluorescéncia, e o eixo dos yy ao numero de células. Como o objectivo do trabalho foi
verificar o efeito inibitério da naringenina na divisdo celular, seria de esperar um
deslocamento dos picos para a direita no caso em que a divisdo celular tenha sido

afectada pela adigéo de naringenina.
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Figura 3.1 - Resultados obtidos por citometria de fluxo, apés incubagao de linfécitos T (linha celular

104

Jurkat) com diferentes concentragdes de naringenina, durante 24 horas e 6 dias de incubacgéo. A —
Distribuigdo das células em fungdo do seu tamanho (FSC) e complexidade (SSC), em que se
definiu uma regido contendo as células vivas; B — Intensidade de fluorescéncia, reflectindo o teor
em CFSE em fungdo do nimero de células, para cada ensaio realizado, na regido definida em A
n=2).
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Relativamente a figura 3.1-B, podemos observar que relativamente ao dia 0 (inicio
da experiéncia — roxo) todas as células se dividiram, e que o DMSO nao exerceu
qualquer efeito sobre as células (verde), quando comparado com o controlo (preto). E de
notar que as células incubadas com 100 uM de naringenina apresentaram um desvio do
pico muito ligeiro em relagdo ao controlo, o que indica uma menor divisdo destas células
(maior fluorescéncia). As células em contacto com 250, 500 e 1000 uM de naringenina
sdo em numero muito reduzido (figura 3.2), uma vez que a naringenina provocou a morte
das mesmas (efeito citotéxico), também verificado em células observadas ao microscépio
(figura A.1 em anexo). Este efeito ja tinha sido verificado por Kanno e seus colaboradores
(2005) nesta mesma linha celular, sugerindo que a naringenina é similar a outras drogas
anti-tumorais. Apesar da morte verificada nestas trés condigdes, seria de esperar que, se
as células nao se dividissem, o seu conteudo em CFSE fosse superior. Contudo a sua
intensidade de fluorescéncia € igual ao controlo, uma vez que a morte celular &

acompanhada de lise celular e consequente perda de CFSE presente no citoplasma.
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Figura 3.2 - Nimero de células viaveis final em cada condigdo experimental estudada, de modo
a estimar a morte celular durante 24 horas de incubagdo com naringenina em diferentes

concentragoes.

A partir dos resultados obtidos, apés incubacdo das células com naringenina
durante 48 horas conclui-se que o efeito ac nivel da morte celular &€ bastante mais
acentuado, no caso de concentracdes mais elevadas (figura 3.4). A capacidade anti-

proliferativa também foi superior para tempos de incubagéao superiores (figura 3.3).
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Figura 3.3 - Resultados obtidos por citometria de fluxo, apés incubagéo de linfocitos T (linha

|
celular Jurkat) com diferentes concentragdes de naringenina, durante 48 horas e mantidas em |
cultura durante 6 dias antes da aquisicdo com CFSE. A — Distribuigdo das células em fungéo do }

seu tamanho (FCS) e complexidade (SSC), em que se definiu uma regido contendo as células
vivas; B — Intensidade de fluorescéncia, reflectindo o teor em CFSE em fung&o do namero de
celulas, para cada ensaio realizado, na regido definida em A (n=2).
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Com base nestes resultados partiu-se para um novo estudo, utilizando as mesmas
linhas celulares, mas menores concentragdes de naringenina (10, 25, 50 e 100 pM)

durante 48 horas, e tempos de incubacao inferiores (3 dias).
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Figura 3.5 - Histograma representativo da analise por citometria de fluxo do teor em CFSE, apods
incubagao da linha de linfécitos T Jurkat com diferentes concentragbes de naringenina, durante 48
horas e 3 dias de incubagdo (n=2).

De acordo com o histograma representado na figura anterior verifica-se um efeito
na divisdo celular na linha de linfécitos T estudada, quando em contacto com a
naringenina. Este efeito & proporcional a quantidade de naringenina, ndo se observando
neste caso morte celular evidente como nos casos anteriores, com a excepg¢ao da
condigao em que as células foram mantidas em contacto com 100 yM de composto.

Com o intuito de verificar se este tipo de composto tem o mesmo efeito sobre
células humanas, a metodologia foi aplicada a PBLs, com concentragdes de naringenina
entre 25 e 75 yM. Foram seleccionadas estas concentragcdes dado o numero limitado de
PBLs e os resultados obtidos anteriormente. Ao contrario das linhas celulares
transformadas, estas células necessitam de um activador que estimula a sua divisao
(PHA).
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Figura 3.6 - Histograma obtido por citometria de fluxo, apés incubagio de PBLs com diferentes

concentragdes de naringenina, durante 48h e 3 dias de incubagéo (n=2).

De acordo com o histograma (figura 3.6) verifica-se maior percentagem de diviséo

celular na presenga de PHA (amarelo). Verifica-se uma menor percentagem de divisdo

celular para ceélulas expostas a 75 pM de naringenina quando comparando com a

condigéo de 25 uM, na regido M1. Fora desta regido existe um conjunto de células em

todas as condi¢cbes que se dividiu menos que as restantes (regido M2), visto que esta

populagdo tem maior heterogeneidade do que a encontrada nas células Jurkat. Nesta

regido o numero de células & superior para 75 uM de naringenina (azul) do que para 25

UM (verde), o que indica que um maior numero de células foi afectado nestas condigées.

Seguidamente, procedeu-se a quantificagdo do efeito na divisdo celular na regido

M1 e no total (engloba os 2 picos). Foi calculada a média para cada uma das condicdes,

sendo que quanto maior este valor, maior o efeito na inibicdo da divisdo celular (tabela

3.1).

Tabela 3.1 - Média de fluorescéncia para cada condig&o analisada

Média
Condigéo
Total M1
Controlo sem PHA 2572,07 622,42 |
Controlo 205,91 108,60
DMSO 235,44 118,47
25 UM naringenina 276,05 133,62
75 uM naringenina 334,99 143,80

75



Estudo de compostos fenélicos de bebidas com potencial actividade anti-tumoral. Efeitos biol6gicos in vitro.

Com base no nimero de células vivas e de células mortas (R3) foi elaborado um
gréfico de modo a averiguar efeitos citotoxicos da naringenina sobre as células, tendo-se
concluido que o efeito citotoxico sobre a linha celular de PBL, é pouco significativo para
as concentragbes testadas (cerca de 20% para a concentracao de 75uM).

%
100,0-
|
80,0 |
60,0 -
B células mortas
40,0 B células vivas
20,0
0,0
células

PHA DMSO
25 uM

75 uM

Condigdo

Figura 3.7 - Percentagem de células vivas e mortas em cada situagéo estudada, de modo a
estimar a morte celular durante 48 horas de incubag&o com naringenina.

Este estudo foi também desenvolvido para o xanto-humol, como técnica
complementar ao método SRB, em células Jurkat.

Os resultados obtidos por citometria de fluxo sdo fornecidos num grafico onde sao
representadas todas as células analisadas pelo citometro, em fungdo do seu tamanho
(FSC) e complexidade (SSC). Depois de seleccionada a regido correspondente as

células vivas, é possivel obter um histograma como o representado na figura 3.8.
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B 61 Day 3 dmso

B 61 Day 3 control
B 61 Day 3 100uM
B 61 Day 3 10uM

B 61 Day31.0uM
B 61 Day30.1uM
61 Day D

io* ~
' 100 UM
FL1-H: CFSE 10

Figura 3.8 - Resultados obtidos por citometria de fluxo, apds incubagéo de linfécitos T (linha
celular Jurkat) com diferentes concentragdes de xanto-humol, durante 48 horas e 3 dias de
incubagado. O grafico traduz a intensidade de fluorescéncia, de acordo com teor de CFSE em

fung@o do numero de células, para cada ensaio realizado (n=2).

Na figura 3.8 podemos observar que relativamente ao dia 0 (inicio da experiéncia)
todas as células se dividiram, e que o DMSO néo excerceu efeito significativo sobre as
células, quando comparado com o controlo. De notar um efeito anti-proliferativo
proporcional a concentracdo de polifenol, onde as células sujeitas a 100 uM de xanto-
humol ja apresenta uma acentuada morte celular.

O efeito anti-proliferativo foi quantificado por determinagédo da meédia de

fluorescéncia em cada situagdo analisada (tabela 3.2).

Tabela 3.2 - Mediana de fluorescéncia para cada condigéo analisada

Condigédo Mediana de fluorescéncia

Dia 0 4478,0
Controlo 34,0
Controlo com DMSO 37,0
0,1 uM xanto-humol 36,3
1,0 uM xanto-humol 37,7
10 uM xanto-humol 52,4
100 pM xanto-humol 120,0

Os resultados obtidos estdo de acordo com os obtidos por Miranda e seus

colaboradores (Miranda et al., 1999). Os autores estudaram o efeito anti-proliferativo de
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polifendis presentes no ltpulo, noutras linhas celulares de cancro, recorrendo ao método
da SRB, tal como realizado neste trabalho e cujos resultados também se mostraram
concordantes. Chegaram a conclusdo que uma concentracéo de 100 uM de polifenéis
conduz a morte celular, tal como verificado nos resultados obtidos por citometria para o
xanto-humol. O xanto-humol apresentou um efeito maximo a uma concentragédo de 10
MM.

As células TPC-1 nao foram estudadas por este método por falta de oportunidade,
mas verifica-se que o efeito dos compostos fenélicos (nomeadamente o xanto-humol e a
naringenina) é semelhante nas duas linhas celulares estudadas. Contudo, a naringenina
induziu a morte nas células Jurkat para uma concentragdo de 100 uM (citometria de
fluxo), o que ndo aconteceu nas TPC-1 (método SRB).

3.1.2 Meétodo colorimétrico SRB

O passo de fixacdo no método SRB tem sido realizado adicionando o fixador
(acido tricloroacético 50%) gentiimente sobre o meio de cultura. Contudo, algumas
referéncias bibliograficas (Pauwels et al., 2003; Miranda et al., 1999) indicam a remogé&o
do meio de cultura previamente a fixagcdo. De modo a estudar alteragcdes nos resultados
finais, foi realizado um estudo onde o passo de fixagéo foi conduzido na presenca e na
auséncia de meio de cultura, tendo sido também estudado o efeito do etanol na

concentragéo final adicionada as células nos estudos com os polifendis.

120 . o
100
80
60 B 5000 células

40 2000 células

20

Crescimento celular
(percentagem em relagdo ao controlo)

Concentragdo (M)

Figura 3.9 - Efeito do numero de células na acgéo do xanto-humol sobre as TPC-1 (n=2).
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Os elevados valores de absorvancia obtidos nos primeiros ensaios realizados
levaram & diminuicdo do nimero de células inicial de 5x10° para 2x10° células por pogo
(figura 3.9). Contudo, a diminuigdo do numero de células demonstrou um aumento no
efeito dos polifendis, que pode ser devido a uma diminuigdo do efeito depurativo do
composto por parte das células, tal como indicado mais a frente neste capitulo. Este
efeito baseia-se na capacidade das células em diminuir a actividade de um composto,
neste caso em diminuir a capacidade anti-proliferativa do xanto-humol. Este tipo de acgéo
pode estar relacionado com o aumento do tempo de exposigédo, bem como com o nimero
de células e a concentracdo de composto.

Foi também estudado o efeito do tempo de incubagéo nos resultados finais, tendo-
se verificado que a adicdo de composto apés 24 ou 48 horas do plagueamento das
células nao influéncia o efeito do xanto-humol, pelo que o método foi realizado com o
menor tempo de incubagao (resultados ndo mostrados).

Uma vez que os polifenois estudados tiveram que ser dissolvidos em solventes
diferentes, foi analisado o efeito de cada um desses solventes nos resultados obtidos. O
estudo realizado indica que a fixagdo na presenga e na auséncia de meio ndo implica
alteracdes nos resultados finais, facto comprovado pelos resultados obtidos (figura 3.10).
Assim, nos ensaios posteriores, o passo de fixagdo foi desenvolvido adicionando o

fixador gentilmente sobre o meio de cultura.

A B
3,00 —— — 3,00
2,50 2,50
K. .
g 2,00 g 2,00
<0 0
;8‘, 1,50 £ 1,50
Q
1,00 w
.49 ﬁ 1,00
0,50 0,50
0,00 - 0,00
Fixacdocom Fixacdo sem Fixagdo com Fixagao sem
meio meio meio meio
® Células+ DMSO (0,1%) m Células u Células+ etanol (0,1%) w Células

Figura 3.10 - Valores de absorvancia obtidos pelo método SRB, para células fixadas na
presenga e na auséncia de meio de cultura. S&o também apresentados os resultados para as
células em contacto com 0,1% de DMSO (A) e etanol (B) (n=3).
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A adi¢éo de etanol ou DMSO numa concentragéo final de 0,1% n&o produziu
qualquer efeito significativo nas células (figura 3.10), pelo que os solventes a esta
concentragdo podem ser utilizados como veiculo para os estudos com polifendis, com
resultados mais precisos.

Em varios trabalhos onde é utilizada a técnica SRB, esta é sempre aplicada em
células aderentes, facto que pode ser explicado devido ao elevado numero de lavagens
existentes no método e que poderia conduzir a erros, dada a possivel perda de células.
Contudo, neste trabalho, pretendia-se aplicar o método também as células Jurkat. Como
tal, a empresa que fornece o kit de marcagédo celular com SRB foi contactada acerca da
possivel aplicagdo do mesmo em células em suspensdo. A resposta da Sigma foi
positiva, indicando que o método poderia ser aplicado nestas células incluindo um passo
de centrifugagédo em cada etapa de lavagem.

Apds aplicacdo do método, concluiu-se que mesmo com centrifugacdo das
células, dado que estas ndo aderem a placa, a variancia dos resultados finais era enorme
e consequentemente nao foram testadas estas células através deste método.

A proliferagéo celular foi avaliada numa linha celular de cancro da tiréide (TPC-1),
através do método colorimétrico da sulforodamina B (SRB).

Foram testados varios compostos fenolicos existentes em alimentos e bebidas,
apresentando-se os resultados no gréfico seguinte (figura 3.11).
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Figura 3.11 - Efeito de diferentes polifendis no crescimento de uma linha celular de cancro da
tirdide (TPC-1), apds 48 horas de exposi¢cdo. Os dados dizem respeito a média de 3 triplicados,
com excepgéo da quercetina e da rutina (n=6). * Estatisticamente significativo, p<0,05.
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Os resultados obtidos mostram um efeito anti-proliferativo mais significativo do
xanto-humol para uma concentragdo de 100 pM (figura 3.11), tal como verificado por
Miranda e seus colaboradores (1999). Contudo, a quercetina demonstrou possuir um
efeito anti-proliferativo superior ao xanto-humol a 10 yM, mas que acaba por ser inferior
ao do xanto-humol a 100 uM. O elevado efeito da quercetina também é referenciado por
Conforti e seus colaboradores (2007).

Inesperadamente, a rutina foi eficaz nas quatro concentragées testadas, mesmo
que ligeiramente, sendo que o seu efeito ndo aumentou significativamente com o
aumento da concentracéo.

A catequina nao excerceu nenhum efeito na gama de concentragdes testada, ao
passo que os restantes polifendis (acido galico, naringenina, xanto-humol, quercetina e
rutina) foram todos efectivos na concentragdo maxima testada (100 pM), sendo que o
xanto-humol e a quercetina também demonstraram capacidante anti-proliferativa a 10 uM
(figura 3.11).

Os resultados mostram elevadas capacidades anti-proliferativas para polifenois
com grupos metoxi na posigédo C-8 e grupos hidroxilo na posigdo C-3, nomeadamente o
xanto-humol e a quercetina respectivamente, tal como ja referenciado por Kawaii e seus
colaboradores (1999).

Para saber se o efeito observado pela analise dos diferentes compostos
estudados se deve a uma diminuicdo da divisdo celular (anti-proliferativo) ou morte
celular (citotoxicidade), foi medida a absorvancia no momento de incubacéo das células
com os polifendis (t=0), que foi depois comparada com o valor no final da experiéncia.

2,5
m Xanto-humol
| Naringenina
' m Acidogalico
:; m Catequina
0,5 ®m Quercetina
™ Rutina
0}
1,0 10 10

t=0 Controlo 0,1 0

]

Absorvancia
=1
(92}

=

Concentragio (uM)

Figura 3.12 - Valores de absorvancia obtidos para as diferentes condi¢cdes estudadas, com
referéncia ao valor de absorvancia no momento da adig&o dos polifendis (t=0) (n= 9, com excepgéo
da quercetina e da rutina (n=6)).
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Um valor de absorvancia em t=0 superior ao valor no final da experiéncia significa
que houve uma diminui¢c&o do nimero de células devido a sua morte, e um valor de t=0
inferior ao valor no final podera significar efeito anti-proliferativo, caso o numero de
células seja inferior as do controlo no final do tempo de exposi¢éo.

Os resultados apresentados na figura 3.12 mostram que o xanto-humol e a
quercetina apresentam efeito citotéxico a 100 uM, sendo que a quercetina demonstra ja
citotoxicidade a 10 UM. A naringenina, a rutina e o acido galico provocam uma diminui¢cao
do nimero de células por inibigdo da sua divisdo, bem como o xanto-humol a 10 uM,
também visiveis em imagens obtidas por microscopia (figura A.2 — em anexo).

De notar que os valores de absorvancia séo elevados, facto que podia ter sido
alterado diminuindo o nimero de células por pogo ou diminuindo a quantidade de corante
adicionado no método. O numero de células foi reduzido para 2x10° ao contrario do
indicado em outros trabalhos (no trabalho realizado por Miranda e seus colaboradores
foram utilizadas 5x10° células por pogo). A quantidade de corante nio foi alterada, dado
que era a indicada no kit, podendo ser um factor importante na coloragéo das proteinas

celulares.

Com o objectivo de estudar o efeito do tempo de incubacgéo das celulas com o
efeito produzido pelos polifendis, estas foram colocadas em contacto com 0,1, 1,0, 2,5, 5,
10, 20, 40, 60 e 100 uM de xanto-humol durante 24, 48 e 72 horas.
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Figura 3.13 - Efeito do xanto-humol no crescimento de uma linha celular de cancro da tiréide
(TPC-1), apbs 24, 48 e 72 horas de exposigéo (n=2).
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Os resultados expostos na figura 3.13 revelam que, para concentragdes inferiores
a 10 uM, o xanto-humol ndo apresenta efeito sobre as células para tempos de exposicéo
de 48 e 72 horas. Contudo, para 24 horas de exposigdo o xanto-humol apresenta um
pequeno efeito, dependente da concentragdo. Para concentragbes de xanto-humol
superiores a 10 uM existe um aumento acentuado do efeito do polifenol sobre as células
para 48 e 72 horas de exposicdo, sendo que para 72 horas e 100 uM de xanto-humol
ocorreu a morte de praticamente todas as células (figura 3.13).

O maior efeito do xanto-humol para 24 horas de exposigdo e concentragbes
inferiores a 10 uM pode ser explicado com base no efeito destoxificante das células que
provoca a perda de actividade do composto para tempos de exposigéo superiores (48 e
72 horas). O meio de cultura nao foi substituido por meio fresco contendo flavonéide, pelo
que a concentragdo de xanto-humol diminuiu com o passar do tempo devido a
destoxificagdo ou degradacdo ndo-enzimatica. Este efeito ja tinha sido demonstrado por
Miranda e seus colaboradores (Miranda et al., 1999).

A determinagdo da absorvanica no momento da adigdo dos polifendis (t=0)
quando comparada com a absorvancia no final da incubagéo revela que o xanto-humol
apresenta efeito citotéxico para concentragdes iguais ou superiores a 20 uM (valores de
absorvéancia inferiores relativamente a absorvancia em t=0), para os diferentes tempos de
incubagéo. Como tal, a utilizagdo do xanto-humol como agente anti-tumoral deve
compreender concentragbes inferiores a 20 uM, para as quais um tempo de exposicéo
inferior revelou ser mais efectivo (figura 3.13).

Os valores de ECs, determinados com base no grafico acima, de acordo com os
tempos de exposi¢éo e concentragbes testadas, estédo indicados na tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Valores de ECs, determinados com base nos diferentes tempos de exposigdo com

xanto-humol, e em diferentes gamas de concentragao

Tempo de exposigio ECsp
(horas) 0,1-100 uM 0,1-10 pM 10-100 pM
24 62,0 21,1 48,9
48 454 447 7,2
72 441 32,2 18,3

Os resultados véo de encontro ao ja discutido anteriormente. Na gama de
concentragdes testada (0,1-100 uM), durante 24 horas de contacto com as células o

xanto-humol possui menor efeito anti-proliferativo (indicado pelo elevado valor de ECsy),
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ao passo que os restantes sdo praticamente iguais e revelam maior capacidade anti-
proliferativa (menores valores de ECx).

Analisando apenas o intervalo inicial de concentragdes (0,1-10 pM), o xanto-humol
revela-se mais efectivo para 24 horas de exposi¢cao, o que pode estar relacionado com a
capacidade destoxificante da linha celular discutida anteriormente, o que revela que a
estas concentragbes o factor tempo pode ser importante. Para as concentragbes mais
elevadas (10-100 uM), os dois dias de exposicdo revelaram elevado efeito do xanto-
humol para inibir o crescimento das TPC-1. Um tempo de exposicéo de 72 horas revela
menor efeito que a 48 horas de exposigdo, o que se pode dever a diminuicdo da
quantidade de polifenol por degradacéao (figura 3.14). Uma exposi¢éo de 24 horas para
elevadas concentracgdes revelou menor efectividade do composto fenélico, o que significa
que o factor tempo também & importante a estas concentragées. Face ao exposto, um
tempo de exposicdo de 48 horas parece ser o ideal para aplicar esta metodologia a
outros polifencis.

Comparando os valores da tabela 3.3 com os apresentados por Miranda e seus
colaboradores (1999), verifica-se que os valores de ECs, obtidos neste trabalho para 48
horas de exposicdo na gama de concentragbes testada sdo bastante superiores aos
obtidos por estes investigadores, possivelmente devido as diferentes linhas celulares
estudadas. Essa diferenga também esta evidente no trabalho de Miranda (1999), onde
para duas linhas celulares diferentes o valor de ECs, para o xanto-humol é bastante

divergente, sendo muito baixo para a linha celular de cancro dos ovarios, o que demostra

que o xanto-humol € mais efectivo sobre estas células, sendo muito menos efectivo sobre
a linha celular aqui estudada.

Foi realizado um estudo para determinar a degradagao do xanto-humol no meio de
cultura, dado que a diminui¢do do efeito na divisdo da linha celular de cancro da tirdide
pode ser devido a uma degradacgéo do polifenol e, por conseguinte, a uma diminuigéo da
sua concentracdo efectiva no meio de cultura, e ndo a sua destoxificagio, tal como

referenciado noutros trabalhos.
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3.2 Estabilidade do xanto-humol no meio de cultura

A andlise dos meios de cultura com diferentes concentragtes de xanto-humol e diferentes
tempos de incubagdo, por CLAE, revela que o xanto-humol ndo sofre degradacéo
significativa no meio de cultura, existindo uma pequena diminuigdo da sua concentragéo
a 72 horas a 10 e 100 uM (figura 3.14). Como tal, a diminui¢géo do efeito deste composto
na divisdo das TPC-1 para concentragdes inferiores a 10 uM pode ser realmente devido
ao efeito depurativo das células e ndo devido a diminuigdo da sua concentragdo por
degradacdo, uma vez que a sua concentracdo se mantém constante ao longo do tempo
de incubagao, sem formagéao de isoxanto-humol (produto da sua isomerizagao). Contudo,
o xanto-humol foi menos efectivo com 72 horas de exposi¢cdo comparado com 48 horas
de exposicdo, para concentragbes superiores a 10 yM, o que pode ser devido a
degradacao do xanto-humol verificada neste ensaio.
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Figura 3.14 - Quantidade de xanto-humol no meio de cultura ao fim de 24, 48 e 72 horas, e a
diferentes concentragdes. * Estatisticamente significativo, p<0,05 (n=3).

3.3 Efeito dos polifendis na viabilidade das células TPC-1 pelo método de

exclusio por azul de tripano

O numero de células vivas e de células mortas foi determinado para células
expostas a xanto-humol e a naringenina, durante 48 horas. Com base nestes valores foi
determinada a actividade antioxidante e a citotoxicidade dos polifenois testados, como

método complementar aos resultados observados pelo método SRB.
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Figura 3.15 - Determinagao da actividade anti-proliferativa e do efeito citotoxico do xanto-humol e

da naringenina, com base no método de contagem celular com azul de tripano (n=2).

Os valores obtidos demonstram que o xanto-humol apresenta capacidade anti-
proliferativa elevada a partir de 10 uM, mas um efeito citotdxico evidente a 100 uM (figura
3.15), pelo que o seu efeito se fica a dever a morte celular e ndo a inibi¢cdo da divisdo das
TPC-1. A naringenina apresentou uma ligeira actividade anti-proliferativa a 10 yM e a 100
WM, inferior 2 do xanto-humol, ndo apresentando efeito citotéxico em nenhuma das
concentragdes (figura 3.15). De notar que estes resultados vao de encontro aos obtidos
pelo método SRB (figura 3.11 e 3.12).

3.4 Analise em gel de agarose do perfil de fragmentacdo de ADN

Pretendeu-se verificar a pretengdo do xanto-humol em induzir a poptose, mas os
resultados apresentados na figura 3.16 nado permitem retirar qualquer conclusdo. O
mesmo estudo aplicado a quercetina revela que este polifenol ndo é capaz de induzir a
fragmentagao de ADN nas TPC-1 (figura 3.16).
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Xanto-humol Quercetina

Controlo PM 100 pM PM Controlo 100 pM

Figura 3.16 - Gel de electroforese do ADN isolado das TPC-1 tratadas com etanol
(controlo), xanto-humol e quercetina (100 pM), durante 24 horas. O marcador de peso
molecular esta assinalado como PM (1 Kb).

3.5 Apoptose celular por TUNEL

Foi testado o efeito do xanto-humol e da quercetina na apoptose das TPC-1 pela
técnica de TUNEL. Tal como ilustrado na figura 3.17, a apoptose aumenta apés
incubagdo das células com os dois compostos (100 pM), durante 24 horas. Contudo, o

xanto-humol & muito efectivo quando comparado com a quercetina, provocando a
apoptose em todas as células, o que vai de encontro ao verificado na andlise da
fragmentagdo de ADN em gel de electroforese. A quercetina apenas provocou um
aumento da apoptose em cerca de 15% quando comparando com o controlo (figura
3.17), ao passo que no gel de electroforese néo foi possivel observar qualquer alteragéo.
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Figura 3.17 - Efeito do xanto-humol e da quercetina na percentagem apoptética das TPC-1,
pela andlise de TUNEL. O grafico representa a percentagem de células apoptéticas por
comparagdo com todos os nucleos corados com DAPI. O tratamento com os compostos
fenolicos provocou um aumento significativo da morte celular por apoptose, na concentragéo
testada. *Estatisticamente significativo, p<0,05 (n=3).

3.6 Determinagdo do poder anti-radicalar para diferentes compostos

fendlicos pelo método DPPH

Seguidamente, aplicou-se a reacgéo de varios compostos fenélicos com o radical
DPPH, de modo a estimar o poder anti-radicalar de cada um deles.

Inicialmente foi estudada uma gama de concentragdes igual a aplicada para os
ensaios biolégicos. Contudo, o método deve ser optimizado de modo a que a
concentracdo intermédia da gama de concentragdes testada coincida com a diminui¢do
de 50% do DPPH (ECsg). Concentragdes muito baixas ndo provocam qualquer efeito, ao
passo que concentragbes demasiado elevadas provocam a redugdo praticamente
completa do DPPH. Assim, tal como descrito no ponto 2.8.1, foi determinado uma gama
de concentragbes para cada composto, de modo a aplicar o método estatico do DPPH.
Foi também aplicado o método dinamico, usando os polifenéis a 10 pM, dado que & o
valor mais préximo do valor de ECs, encontrado para os compostos com efeito radicalar
pelo méetodo estatico.

Na figura 3.18 ilustram-se as curvas de calibragdo obtidas para os compostos
analisados (rutina, xanto-humol, quercetina, catequina, acido galico e naringenina).
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Figura 3.17 - Representagao grafica da percentagem de DPPH existente no meio reaccional em

fungéo da concentragéo de composto estudado.

Os parametros das curvas de calibragdo dos diversos compostos fendlicos, os
valores de ECs, bem como os valores encontrados para o poder anti-radicalar,
encontram-se resumidos na Tabela 3.4.

Na Figura 3.19, encontra-se uma comparagdo das percentagens de PAR,
permitindo a identificagdo rapida do composto fendlico com maior capacidade anti-

radicalar.

Tabela 3.4 - Parametros das regressdes lineares e valores de EC5;, @ PAR para os compostos

fendlicos analisados

Composto . O. Origem 5
. Declive (m) R ECso (M) PAR (%)
fendlico (b)

Acido galico -7.37 97,5 0,996 6,45 15,5
Xanto-humol -0,58 102,0 0,996 89,30 1,12
Rutina -8,25 97,1 1,000 5,71 17,5
Quercetina -8,47 101,0 0,999 6,01 16,6
Catequina -4,26 90,1 0,995 9,43 10,6

Naringenina -0,02 100,0 0,970 2405,29 0,0
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Figura 3.18 - Comparagéao das percentagens de PAR para os compostos fendlicos

analisados (n=2).

O método DPPH é um dos métodos mais utilizados em investigagdo, como sendo
um método fiavel para a determinagdo da actividade antioxidante em amostras contendo
compostos fendlicos (Goupy et al., 1999; Sanchez-Moreno et al., 1998; Brand-Williams et
al., 1995).

O método do DPPH aqui descrito, permite uma facil e rapida avaliacdo do poder
anti-radicalar de compostos antioxidantes (Bondet et al., 1997; Brand-Williams et al.,
1995), mas é necessario ter alguma atengdo na aplicagdo e na interpretagdo dos
resultados. De acordo com indicagbes de bibliografia (Bondet et al., 1997; Stratil et al.,
2006), o poder antioxidante depende da estrutura quimica do composto fendlico. Alguns
compostos reagem de forma tdo rapida com o DPPH’, que o nimero de radicais
reduzidos chega a ser igual ao numero de grupos hidroxilo disponiveis.

Dos varios polifendis analisados, a rutina, pertencente a classe dos flavondis, é
aquele que possui maior poder anti-radicalar (17,5%). Este facto pode ser explicado pela
presenca de varios grupos hidroxilo na sua estrutura quimica. Por sua vez, a quercetina,
pertencente a mesma classe de compostos, possui igualmente um poder anti-radicalar
elevado (16,6%) que é relativamente proximo do valor do composto anterior. Esta ordem
de eficiéncia também foi obtida no estudo efectuado por Brand-williams et al (1995),
embora no de Sanchez-Moreno et al. (1998) se tenha obtido o inverso. Através da analise
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das estruturas quimicas dos dois compostos, verifica-se que a rutina € um flavonol em
que o hidrogénio do grupo hidroxilo & substituido por uma molécula de agucar, a rutinose,
havendo por isso mais grupos OH disponiveis para reduzir o DPPH do que no caso da
quercetina. Como tinha sido referido anteriormente a capacidade antioxidante dos
compostos depende da sua estrutura, concluindo-se que os dados por nés obtidos sejam
mais coerentes.

Entre os acidos fendlicos, destaca-se o acido galico (15,5%). Pensa-se que o
efeito indutivo, causado pela presenga de trés grupos hidroxilo na sua estrutura, esteja a
realgar a sua actividade antioxidante. Esta evidéncia também foi referida por Sanchez-
Moreno et al. (1998).

Tal como o acido galico, o xanto-humol possui trés grupos hidroxilo na sua
estrutura quimica. Por essa razdo esperava-se que o valor de PAR fosse superior ao
obtido (1,12%). A presenga do grupo metoxi, que tal como se viu anteriormente pode
estar a proteger os grupos hidroxilo, o que podera estar a influenciar o valor obtido.

E possivel afirmar que a naringenina ndo apresenta actividade anti-radicalar, tal
como verificado por Silva e seus colaboradores (2002), possivelmente devido a
inexisténcia da ligagao dupla conjugada com a fungéo 4-oxo no anel B, assim como um
menor numero de grupos hidroxilo quando comparado com a quercetina.

Da analise dos dados obtidos para este estudo, ficou claro que a interacgdo do
composto com o DPPH depende da sua estrutura quimica, conclusdo suportada por
varios estudos anteriores (Bondet et al., 1997, Stratil et al., 2006).

3.7 Determinagdo do poder anti-radicalar para diferentes compostos

fendlicos pelo método da desoxirribose

Neste ensaio foram testadas solugdées de 100 uM de polifenois, uma vez que foi a
concentragdo que mostrou maiores efeitos anti-proliferativos sobre as linhas celulares
testadas, pretendendo-se encontrar uma relagao entre esta actividade e a actividade anti-
radicalar de cada um dos compostos.

Com base nos resultados apresentados no grafico da figura 3.20 observa-se que 0
acido galico € o composto fenélico com maior capacidade anti-radicalar (32,65%),
seguido da quercetina (30,61%), da rutina (22,45%) e da catequina (18,37%). O xanto-
humol apresentou uma actividade anti-radicalar muito baixo (8,16%), ao passo que a

naringenina ndo apresentou qualquer capacidade como composto anti-radicalar.
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Figura 3.19 - Representagcdo da percentagem de inibicédo de radicais livres por
diferentes polifendis, pelo método da desoxirribose (n=2).

A percentagem de inibicdo de radicais livres pelo método da desoxirribose indica
que o poder anti-radicalar dos compostos analisados (figura 3.20) & semelhante ao obtido
pelo método do DPPH (figura 3.19), com excepgédo da rutina que apresentou menor
capacidade no método da desoxirribose quando comparando com os restantes
compostos fendlicos. Como tal, estes métodos podem ser utilizados como ensaios
complementares para a determinagdo do poder anti-radical de amostras, tendo em
atencdo que como se tratam de metodologias baseadas em principios diferentes podem
existir diferentes interferéncias, pelo que os resultados ndo devem ser analisados
isoladamente.

Durante a optimizagdo deste método por Moreira (2007) é indicado que o solvente
tem um grande efeito nas percentagens de inibicdo, sendo estas superiores em agua,
comparando com metanol. Assim, os valores obtidos, inferiores a 35%, podem ser
explicados devido aos polifendis terem sido dissolvidos em metanol, dada a insolubilidade

de alguns compostos fendlicos estudados em agua (nomeadamente o xanto-humol).

3.8 Relagdo entre a actividade anti-proliferativa e a actividade anti-

radicalar

Com base nos resultados apresentados acerca da capacidade anti-proliferativa e o
efeito anti-radicalar dos varios polifenéis testados, pode-se afirmar que ndo foi
encontrada correlacéo entre os dois efeitos, apesar de algumas concordancias entre os
resultados.
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A nivel da capacidade anti-proliferativa, o xanto-humol e a quercetina foram os
mais eficazes, seguidos da naringenina (figura 3.11). O acido galico e a rutina foram
muito pouco efectivos. Comparando estes resultados com os efeitos anti-radicalares
verifica-se que nao estdo de acordo, dado que o xanto-humol e a naringenina
apresentam baixa actividade anti-radicalar pelo método do DPPH e da desoxirribose
(figura 3.19 e 3.20). No entanto foram capazes de inibir o crescimento das TPC-1. A
rutina apresenta a maior capacidade de redugdo de DPPH observada, e uma
percentagem significativa de inibicdo de radicais pelo método da desoxirribose quando
comparando com os outros polifendis, tendo sido muito pouco efectiva sobre a linha
celular estudada, efeito semelhante observado para o acido galico. A catequina néo foi
capaz de inibir o crescimento das TPC-1, mas apresenta um poder anti-radicalar
significativo pelos dois métodos. A quercetina e o acido galico foram muito efectivos na
inibicdo de radicais livres, sendo que a quercetina foi igualmente muito efectiva na
inibigdo da proliferagao celular das TPC-1.

A auséncia de uma relacdo entre as duas actividades esta referenciada noutros
trabalhos, onde foi estudado o efeito antioxidante de uma mistura de polifendis e
comparado com a actividade anti-proliferativa da mesma mistura (Meyers, 2003; Liu,
2002).
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho envolveu o estudo da actividade anti-tumoral de polifendis presentes
em bebidas, através do método da sulforodamina B e marcagéo celular com CFSE e
posterior andlise por citometria de fluxo. Foi demonstrada a capacidade de alguns
polifenois em inibir a divisdo de duas linhas celulares de cancro humano da tiréide (TPC-
1) e de leucemia (Jurkat E6.1), e efeito citotéxico em alguns casos.

Os resultados obtidos por citometria de fluxo revelam que o xanto-humol e a
naringenina s&o capazes de inibir a proliferacdo celular da linha celular de linfécitos T de
leucemia (Jurkat E6.1). A naringenina revelou efeito citotoxico para concentragbes
elevadas testadas (superiores a 100 pM), ao passo que, para concentragdes inferiores,
verificou-se um efeito dependente da concentragcéo, sem efeito citotoxico evidente, com
capacidade anti-proliferativa superior a 50 pM. O seu efeito sobre PBLs revelou efeitos
similares, o que significa que o seu efeito sobre células humanas é igual ao verificado
sobre a linha celular estudada. O xanto-humol foi efectivo sobre a linha celular Jurkat
numa concentragéo entre 10 e 100 uM, verificando-se um efeito citotéxico significativo na
concentragdo mais alta. Este polifenol, quando comparado com a naringenina,
apresentou efeitos antiproliferativo e citotéxico superiores.

No que diz respeito ao método da sulforodamina B, aplicado sobre a linha celular
TPC-1, o xanto-humol e a quercetina foram os mais efectivos na inibigéo da proliferagéo
destas células, com efeito visivel a 10 e 100 pM. A rutina foi muito pouco efectiva na
gama de concentragbes testada (entre 0,1 e 100 uM), ao passo que a catequina nao
excerceu qualquer efeito. Todos os outros foram efectivos na maxima concentragdo
estudada (100 pM).

O xanto-humol e a quercetina apresentaram efeito citotéxico a 100 uM, sendo que
a quercetina demonstra ja citotoxicidade a 10 uM. A naringenina, a rutina e o acido galico
provocam uma diminuigdo do nimero de células por inibigdo da sua divisdo, bem como o
xanto-humol a 10 uM. Estes resultados foram também verificados por contagem celular
com azul de tripano e imagens obtidos por microscopia.

O método SRB foi aplicado de modo mais exaustivo ao xanto-humol, onde foram
estudadas uma gama maior de concentragdes e diferentes tempos de exposigdo. Neste
estudo verificaram-se menores valores de ECs, para menores concentragcbes e menores
tempos de exposicdo, possivelmente devido a destoxificagdo do xanto-humol para
tempos de exposigdo superiores. O aumento da concentragédo e do tempo de exposi¢cao
leva a uma diminui¢do da efectividade do composto na inibigdo do crescimento das TPC-

1 (valores de EC;, superiores) devido a capacidade destoxificante da linha celular, dado
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que o composto ndo sofre degradacdo no meio de cultura. Este facto também pode
explicar o maior efeito antiproliferativo do xanto-humol para concentragées mais baixas e
tempos de exposicdo menores. Foi também verificado que o xanto-humol é citotéxico
para as células em concentragoes superiores a 20 uM. A sua utilizagdo sob o ponto de
vista anti-tumoral devera ter em conta concentracdes inferiores, dado que podera ser
também téxico para células normais, mas produz efeito a concentragdes inferiores e
menores tempos de exposigao.

De modo a verificar se os polifenéis com efeito citotéxico sdo capazes de induzir a
apoptose nas TPC-1 foi estudado o perfil de fragmentacdo de ADN em gel de agarose.
Os resultados para o xanto-humol foram inconclusivos, ao passo que a quercetina ndo foi
capaz de induzir a fragmentagao internucleosomal de ADN nas células TPC-1 apos 24
horas de exposigdo. A técnica TUNEL revelou que o xanto-humol possui uma grande
capacidade em induzir a apoptose nas TPC-1, e a quercetina foi capaz de induzir a
apoptose em muito poucas células.

A actividade anti-tumoral discutida anteriormente foi comparada com a actividade-
anti-radicalar determinada pelo método do DPPH e da desoxirribose, ndo se verificando
qualquer relagdo entre os dois tipos de actividade.

Como propostas de trabalho futuro seria interessante analisar se compostos
fendlicos com capacidade anti-proliferativa exercem o seu efeito a nivel da sintese de
ADN, bem como estudar o seu efeito in vivo a diferentes concentragdes. Como tal, seria
necessario encontrar um modo plausivel de ingestdo de polifenol e relacionar a
guantidade ingerida com a biodisponivel. Seria também de especial interesse aplicar
estes estudos a outras classes de polifendis, ja que o acido galico também foi capaz de
exercer efeito sobre as TPC-1, embora ligeiro, bem como ensaios a longo termo. O efeito
deste tipo de compostos & maioritariamente estudado recorrendo a solugdes padrdo, pelo
que o estudo de sumos, vinhos e cervejas directamente sobre linhas celulares tumorais
poderia revelar-se interessante, dado que a complexidade da matriz pode exercer efeito a
nivel da sua actuagao. A titulo de exemplo, seria do maior interesse aplicar este estudo a
uma cerveja enriquecida em xanto-humol, ja produzida durante o projecto de

doutoramento do Mestre Paulo Magalhaes.
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6 ANEXOS




Figura A.1 - Imagens de contraste de fase das células nas diferentes condigbes estudadas, com
ampliagé&o de 20x. Verifica-se, com o aumento da concentragdo de naringenina, um aumento da morte
celular, por alteracdo da forma das células quando comparando com o controlo. Neste dltimo as células
apresentam forma esférica, com evidéncia nitida do nlcleo e citoplasma (brilhante), adquirindo um
aspecto irregular e sem brilho com a morte.
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Xanto-humol

Naringenina

Quercetina

Figura A.2 - Imagens de contraste de fase das células TPC-1 em contacto com diferentes concentragdes de compostos fendlicos, com ampliagdo de 20x.

Verifica-se, com o aumento da concentragdo de polifenol, uma diminuigdo do nimero de células, e em alguns casos (xanto-humol e quercetina) morte

celular. Neste ultimo caso as células s&o praticamente inexistentes, e perdem a forma que as caracteriza quando estdo confluentes. Verifica-se que o xanto-

humol foi mais eficaz a 100 pM, com um efeito também evidente mas mais fraco a 10 uM. A naringenina apenas inibiu ligeiramente a divisdo e crescimento

das TPC-1 a 100 uM.
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