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EFEITOS DOS POLIFENOIS HESPERIDINA E HESPERETINA EM LINHAGEM
CELULAR TPC-1 DE CARCINOMA PAPILIFERO DE TIREOIDE
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1 Introdugéo

O carcinoma de tireoide € uma neoplasia menos frequente que outros tipos de cancer,
porém sua deteccdo tem aumentado. Sua taxa de mortalidade permanece estavel,
principalmente devido aos tipos celulares diferenciados, o que resulta em um prognéstico
favoravel. Contudo, em casos raros, essa neoplasia apresenta uma resisténcia as abordagens
tradicionais, o que acarreta na necessidade de outras opg¢des terapéuticas vidveis (SEIB e SOSA,
2018). Nesse sentido, fitoquimicos como a hesperidina e a hesperetina demonstraram
propriedades anti-inflamatérias em pesquisas in vitro sobre potencial antineoplasico
(GONCALVES; DE FREITAS; FERREIRA, 2017). No entanto, nossos resultados do teste
piloto com hesperidina ndo foram promissores o suficiente para justificar a continuacdo do
estudo. O composto ndo mostrou um padrdo consistente de resposta, alternando entre
eliminacdo ocasional e a sobrevivéncia da linhagem de carcinoma, sem logica aparente. Assim,
a analise da atividade antitumoral foi feita a partir da cafeina, um alcaloide com beneficios
medicinais que pode estar associado a uma reducdo do risco de certos tipos de canceres
(ABREU, 2014). Na literatura, ha estudos em animais que mostraram resultados promissores

na investigacao da influéncia da cafeina na glandula tireoide (CLOZEL et al., 1983).
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2 Objetivos
O presente estudo teve como objetivo avaliar a agdo antitumoral de diferentes
concentragdes de cafeina na linhagem de carcinoma papilifero de tireoide TPC-1 e em células

controle - células mononucleares do sangue periférico (PBMCS).

3 Metodologia

Os ensaios ocorreram nos Laboratdrios de Cultivo Celular, Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Chapecd, SC. A
linhagem celular TPC-1 foi obtida no banco de células do Rio de Janeiro. As PBMCS foram
utilizadas para avaliar a citotoxicidade dos compostos em células ndo tumorais. A cafeina foi
adquirida na Sigma-Aldrich e dissolvida em meio de cultura Roswell Paryk Mamorial Institute
(RPMI) para obter as concentracgdes de 0,5 mM; 1,0 mM; 2,0 mM; 4,0 mM e 8,0 mM, conforme
descrito por Deplanque (2004). As células TPC-1 foram expostas a cafeina por 24 horas para
os testes, que avaliaram a viabilidade celular, migracéo celular, atividade enzimatica do sistema

purinérgico e perfil de estresse oxidativo.

4 Resultados e Discussao

A cafeina mostrou diferentes efeitos nas células TPC-1. Na avaliacdo de estresse
oxidativo, as células TPC-1 apresentaram aumento na quantidade de 6xido nitrico (ON) em
relacdo ao controle de maneira significativa apenas na exposi¢cdo a 8 mM (P=0,015) (Figura
1A). Além disso, observou-se que, a partir da concentracdo de 2mM, houve aumento

estatisticamente significativo no acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Figura 1B).
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Figura 1 - Quantificagdo do ON (A) e quantificagdo de ROS (B) nas células TPC-1 ap6s exposi¢do
com cafeina. *(P=0,015); ***(P=0,0003); ****(P<0,0001). *NS - n&o significativo.
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No teste de viabilidade celular do 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
(MTT), houve uma redugdo estatisticamente significativa na viabilidade das células TPC-1
(Figura 2A). As celulas PMBCS sob o mesmo tratamento ndo mostraram diferencas na
viabilidade celular em relagdo ao controle (Figura 2B). Isso indica que, em todas as
concentragdes estudadas, a cafeina reduziu a viabilidade celular nas células TPC-1, sem afetar

a viabilidade celular de células ndo tumorais.
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Figura 2 - MTT - Células TPC-1 (A) e PBMCS (B) expostas a cafeina. *(P=0,0271);
**(P=0,0016/0,0046/0,0018/0,0023); *NS - Nao significativo.

No teste de migracdo celular, as células TPC-1 ndo proliferaram de maneira
estatisticamente significativa apds exposic¢do a cafeina, em todas as concentragdes estudadas
(P<0,0001). A Figura 3A mostra a analise microscopica do teste, com a 12 linha representando
o tempo inicial e a 22 linha a reavaliacdo apds 24h de tratamento. A Figura 3B apresenta a

comparagéo numeérica entre a migracdo celular no controle e nas células expostas.
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Figura 3 - Avaliagdo microscépica do teste de migracéo celular (A) e comparacdo de fechamento de
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ferida em micrébmetros entre controle e células TPC-1 expostas a cafeina (B). ****(P<0,0001).

No sistema purinérgico, a atividade da enzima ecto-5’-nucleotidase (E-5’-NT) foi
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avaliada através da mensuracdo da hidrdlise de AMP. Todas as concentracdes estudadas
mostraram reducdo estatisticamente significativa na atividade enzimética (P=0,0005 para 0,5
mM). A atividade da enzima E-NTPDase foi avaliada através da hidrolise da ATP e da ADP
(Figura 4B/C). As células TPC-1 expostas as concentracdes de 0,5 (P=0,015) e 2mM (P=0,016)
apresentaram reducdo significativa de hidrélise de ATP (Figura 4B). Por fim, a atividade da
ADA foi medida pela quantificagdo da desaminacdo da adenosina, e ndo foram observadas

diferengas estaticamente significativas em nenhuma das concentragdes avaliadas.
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Figura 4 - Avaliacéo da atividade das enzimas E-5’-Nucleotidase(A), E-NTPDase (B/C) e ADA (D).
*(P=0,015/0,016); ***(P=0,0005); ****(P<0,0001). *NS - ndo significativo.

Apds analisar a cafeina na linhagem celular TPC-1, surge a possibilidade de considerar
seu papel como complemento no tratamento do carcinoma de tireoide resistente a tratamentos
convencionais. No entanto, para se ter resultados significativos na préatica clinica, seria preciso
uma ingestdo consideravel de cafeina: 65 xicaras de 25 mL de café expresso ou 110 xicaras de
25 mL de café filtrado. Apesar de segura, esse consumo pode resultar em efeitos estimulantes
no Sistema Nervoso Central (SNC). Além disso, € importante considerar que parte da
substancia pode ndo atingir a tireoide em uma concentracao eficaz, devido a absorc¢do pelo trato
gastrointestinal e o processo de metabolizacdo hepatica. Estudos com liberacéo localizada de
cafeina em doses maiores, usando nanoparticulas, mostraram resultados encorajadores para sua
aplicacdo terapéutica (ISMAIL et al., 2021; QIU et al., 2019; LICZBINSKI; BUKOWSKA,
2022; GROSSO et al., 2017; HAN; KIM, 2017).

5 Concluséo
A analise dos resultados obtidos e da literatura atual indica que a cafeina, ao ser usada
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no tratamento em células TPC-1, reduziu a viabilidade e migracao celular, preservando células
n&o neoplésicas em uma das anéalises realizadas. A cafeina aumentou a producéo de ROS e ON,
com reducdo da capacidade de defesas antioxidantes neoplésicas. Por fim, houve reducdo na
atividade da enzima E-5’-NT, diminuindo a disponibilidade extracelular de adenosina.
Portanto, ha indicios de que a cafeina pode complementar tratamentos convencionais para o
carcinoma de tireoide diferenciado. No entanto, sdo necessarios estudos in vivo para maior

elucidacdo dessa hipotese.
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