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Resumo

O desenvolvimento do cancer de pele do tipo melanoma é extremamente agressivo e
aumentou nas Ultimas décadas, chegando a posicao de 19° cancer mais incidente no
mundo em 2018, segundo a Globocan, sendo que a mortalidade estimada foi de
60.712. Com 0 objetivo de aprimorar o tratamento, sobrevida e bem-estar de pacientes
com esse tipo de cancer, novas moléculas atuantes estdo sendo estudadas, sendo
gue o éster fenetil do &cido cafeico (CAPE) é um candidato promissor e o foco dessa
revisao sistematica. A partir disso, uma busca nas bases de dados PubMed, Science
Direct, SCIELO e LILACS foi efetuada, resultando em 68 registros, dos quais foram
avaliados pelos dois primeiros autores e cujas duvidas foram sanadas pelo
pesquisador sénior, restando apenas 11 artigos. Foram excluidos artigos que nao
trabalharam com o CAPE isoladamente, que eram literatura cinza ou estavam em fase
clinica. Os resultados mostraram que ha uma acédo do CAPE contra o melanoma, de
maneira dose-dependente, com quatro artigos apontando IC50 de 15 pM, enquanto
outro mais recente apontando valores mais altos. A via de acao também foi estudada,
mostrando que o CAPE possivelmente atua na deplecédo de GSH e inibicdo de GST.
Também provavelmente inibe a acdo da XIAP, proteina anti-apoptotica, e o evento de
afrouxamento de VE-Caderinas, presente na neoangiogénese, mediado pela via
ativada por VEGF no receptor VEGFR-2. Por fim, mostrou efeito inibitério na via de
proliferacdo celular do PISK/AKT/mTOR. A partir disso, é possivel concluir que o

CAPE é um potencial coadjuvante antitumoral contra o melanoma.

Palavras-chave: Melanoma, CAPE, mecanismo de acdo, composto fendlico,

guimioterapia



INTRODUCAO

O desenvolvimento de cancer de pele tipo melanoma aumentou nas ultimas
décadas, chegando a posicdo de 19° cancer mais incidente no mundo em 2018,
segundo a Globocan, com nimeros estimados em 287.723 novos casos para aquele
ano, e uma prevaléncia de 965.623 em 5 anos. Na América Latina e Caribe, os dados
da Globocan apontam que em 2018 a ocorréncia_do melanoma cutaneo foi de 18.212
e 0 numero de pessoas com a doenca em 5 anos foi de 53.440 segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) [1]. No Brasil, o Instituto Nacional de Céancer (INCA) [2]
estimou um total de 8.450 novos casos de cancer de pele tipo melanoma, sendo 4.200
casos em homens e 4.250 em mulheres, para o ano de 2020.

O surgimento da doenca é influenciado por multiplos fatores, como idade,
género, etnia e tipo/tempo de exposicdo a agentes carcinogénicos. As populacdes
caucasianas, por exemplo, tiveram um aumento mais significativo desse tipo de
neoplasia desde 1960 (REF). Com relacdo ao género, os homens séao cerca de 1,5
vezes mais suscetiveis que as mulheres, de maneira geral; entretanto, até por volta
dos 40 anos de idade as mulheres sdo o género mais afetado (REF). Quanto aos
fatores de risco mutaveis, o principal € a exposicao a raios solares UV, devido a sua
capacidade genotoxica. Segundo Whiteman et al (ano) [3], o aumento visto e previsto
para os casos de melanoma no mundo se da principalmente em razdo do aumento da
expectativa de vida das populacdes e a incidéncia significativamente maior de cancer
nos idosos (REF).

E fato que ha diferencas na epidemiologia do melanoma para homens e
mulheres. Diversas hipoteses sdo formuladas, mas um artigo de Belenghi et al. (ano)
[4] pesquisou mecanismos patogénicos por tras disso, apontando que a regulacéo do
cromossomo X talvez esteja envolvido nessa diferenca. 1sso ocorreria devido ao fato
de que, quando ocorre a inativacdo aleatoria de um dos X, partes deste cromossomo
podem escapar da inativacdo e permanecer em atividade, promovendo efeitos
protetivos devido a codificacdo de alguns miRNAs (REF).

A mortalidade por melanoma cresceu nos EUA em 1,4% ao ano entre 1977 e
1990. Entre 1990 e 2002 a mortalidade foi reduzida em 0,3% ao ano [5], voltando a
crescer em seguida. Em 2018, a mortalidade estimada pelo Globocan foi de 60.712
no mundo, e 5.287 na América Latina e Caribe, enquanto no Brasil, dados do INCA[2]

mostraram 1.791 mortes, sendo 1.038 homens e 753 mulheres. Os custos de



tratamento da doenca nos EUA, em 2011, foram de 457 milhdes de dolares, e as
proje¢Bes indicaram aumento de 252,4% nos custos até o ano de 2030, caso ndo
fossem tomadas medidas de prevencéo [6].

Com o objetivo de aprimorar o tratamento antitumoral, reduzir custos e melhorar
a qualidade de sobrevida de pacientes com melanoma, diversos compostos tém sido
estudados pela comunidade cientifica, sendo que o éster de fenetil do &cido cafeico
(CAPE) se mostrou um composto natural de alto potencial biol6égico em diversos
estudos (aqui podem colocar referéncias que abordem o CAPE e o melanoma).

O CAPE é um composto fendlico encontrado em diversas plantas, sendo um
dos principais componentes do propolis. Uma revisdo por Lv et al. [7] mostrou que
este composto possui propriedades antitumorais para as seguintes neoplasias:
leucemias das linhagens linféide e miel6ide, neoplasias de mama, do sistema
digestorio, da prostata, de ovario e Utero e de cabeca e pesco¢co. Também mostrou
propriedades neuroprotetoras contra Alzheimer, Parkinson, doenga de Huntington,
esclerose lateral amiotrofica, concussdes encefalicas, dor neuropatica e isquemia
transiente (REF). Age com efeito protetivo contra injuria cardiopulmonar e hepatica.
Por fim, também aparenta ter propriedades antifingicas e antibacterianas, com
destaque para Candida albicans e Staphylococcus aureus, dois patdgenos
extremamente comuns.

Apresenta-se como uma molécula com capacidade de prevenir danos no DNA
de células saudaveis, tanto por radicais livres, quanto por exposicdo a radiacéo
ultravioleta, bem como parece possuir potencial citotdxico em células tumorais

melanociticas [8].

OBJETIVOS

Essa revisdo visa prover informagdes compiladas de diversos estudos em
guestdes que envolvam o potencial terapéutico ou ndo do CAPE em células
melanociticos in vitro e in vivo, por seus diversos métodos possiveis de aplicacao,
bem como os seus mecanismos de acdo nessas células, seja como controle de
crescimento tumoral por mecanismos anti reproducao celular ou mesmo por potencial

citotoxico, que pode ou néo ser especifico as células neoplasicas.



METODOLOGIA

A pergunta norteadora da pesquisa inicial foi: 0 uso de &cido cafeico e/ou seus
derivados tém potencial terapéutico no melanoma? Assim, desenvolvemos a bussola
da revisao através do acrébnimo PICOT: P - populacédo; | - intervencao; C - controle e
comparacao; O - desfecho; T - tipo de estudo.

P: células melanociticas in vitro ou animais in vivo com melanoma

I: Acido cafeico e/ou seus derivados

C: Outro tratamento ja estabelecido, evolu¢ao natural

O: Area/Volume do tumor, % viabilidade celular

T: Qualquer tempo de intervencao

Para recuperacdo da evidéncia, em 2020, no més de novembro, foram
realizadas buscas sistematicas aplicadas nas seguintes bases de dados eletronicas,
com restricdo a artigos em inglés, portugués e espanhol: PubMed, Science Direct,
SciELO, e LILACS, partindo dos termos e combinacdes desenvolvidas no Pubmed e
adaptadas para as demais plataformas de busca, as quais séo: (((((("chlorogenic
acid'[MeSH Terms] OR ("chlorogenic”[All Fields] AND "acid"[All Fields])) OR
"chlorogenic acid"[All Fields]) OR ("caffeic acid"[Supplementary Concept] OR "caffeic
acid"[All Fields])) OR ("caffeic acid phenethyl ester'[Supplementary Concept] OR
"caffeic acid phenethyl ester"[All Fields])) OR (("caffeic acid"[Supplementary Concept]
OR "caffeic acid"[All Fields]) AND (((((((((((((((("analogs and derivatives"[MeSH
Subheading] OR ("analogs"[All Fields] AND "derivatives"[All Fields])) OR "analogs and
derivatives"[All Fields]) OR "derivatives"[All Fields]) OR "derivable"[All Fields]) OR
"derivant”[All Fields]) OR "derivants"[All Fields]) OR "derivate"[All Fields]) OR
"derivated"[All Fields]) OR "derivates"[All Fields]) OR "derivation"[All Fields]) OR
"derivations"[All Fields]) OR "derivative"[All Fields]) OR "derive"[All Fields]) OR
"derived"[All Fields]) OR "derives"[All Fields]) OR "deriving"[All Fields]))) OR
("rosmarinic acid"[Supplementary Concept] OR "rosmarinic acid"[All Fields])) AND
((("melanoma"[MeSH Terms] OR "melanoma"[All Fields]) OR ("cutaneous"[All Fields]

AND "melanoma'"[All Fields])) OR "cutaneous melanoma'"[All Fields])
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Meninos, aqui poderiam dizer que foram considerados os trabalhos que se enquadram
nos critérios de inclusdo publicados até XXX de 2020 ou 2021 — para pontuar o
momento temporal que a reviséo aborda.

Os critérios de inclusédo foram: 1) estudos experimentais in vitro e in vivo; 2)
estudos que associam acido cafeico (e derivados) e melanoma; 3) estudos que
demonstram o mecanismo de acédo do acido cafeico (e derivados) no melanoma; e 4)
estudos que avaliam a efetividade e/ou seguranca do uso dos compostos para o
melanoma. J& os critérios de exclusdo foram: 1) trabalhos da literatura cinzenta
(incluem, mas ndo se restringem apenas a: teses, informes técnicos, sem controle
editorial, resumos etc); 2) trabalhos que ndo analisaram o uso do acido cafeico ou
derivados; 3) trabalhos em fase clinica; e 4) trabalhos que ndo sdo em uma dessas
trés linguas: inglés, portugués ou espanhol.

A avaliacao por titulos, resumos e pelos textos integrais foi conduzida por dois
pesquisadores independentes (GME; MDW), com amparo de um orientador sénior,
para diminuir davidas e estabelecer consenso (MDB).

A extracao de dados levou em conta o autor, local de desenvolvimento e ano
do estudo, amostra utilizada, qual tipo de acado foi realizada, qual composto foi
utilizado, a dose, por quanto tempo, eficacia e seguranca.

Apos analise dos artigos e de seus compostos, optou-se por focar no composto
CAPE para a realizacdo desta revisdo sistematica. Os trabalhos que tratavam de
outros compostos, como o acido cafeico, acido ferulico, acido rosmarinico e outros
foram excluidos devido ao baixo niumero de estudos ou dados.

E por fim, as referéncias foram primariamente construidas e manejadas com
auxilio do programa gratuito Zotero e também do site de referéncias MORE oferecido
pela UFSC.

RESULTADOS
A busca resultou em um total de 68 registros, os quais foram avaliados pelos
dois primeiros autores e cujas duvidas foram sanadas pelo pesquisador sénior,

chegando ao numero final de 11 artigos.

Figura 1 - Fluxograma da selecao dos artigos para o trabalho

Identificacdo de estudos por bases de dados e registros




11

Artigos excluidos:
Literatura cinza (n=5)

Estudos que ndo avaliaram

acao anti melanoma ou

usaram outros compostos (n

= 49)

Estudos redatados (n =3)

163 Registros identificados de:

5 PubMed, SciELO, ScienceDirect,

= LILACS

= Base de Dados (n=4)

o Registros (n = 68)
Artigos triados
(n=68)
Artigos procurados para
recuperagao

g (n = 68)

o

&

=
Artigos avaliados para
elegibilidade E—
(n=68)

pr—

3

Tg Estudos incluidos na revisao

S (n=11)

=

Tabela 1 — Resultados da acédo do CAPE in vitro

Populacéo / Dose Viabilidade celular IC50 Referéncias
Controle (%)
Me4d5 e MeWo / 1uM, Me45: 39% sem EP e  Respectiva  Choromanska,
Me45 e MeWo 5uM, 18% com; MeWo: 60% mente, Saczko e
nao tratadas 10uM, sem EP e 39% com. 86uM e Kublacka
25uM, 106puM sem  (2014)
50uM EP e 28uM
e 70.7uM
com EP

MV3, melanoma 50 uM Reducéo significativa -

primario, scrambled SiRNA de
melanoma E2F1 e nocaute
metastatico / ABCB5

mesmas células
tratadas com

El-Khattouti et
al (2014)
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scrambled
siRNA de E2F1
e ABCB5

B16F10 /-

B16F0 e SK-
MEL-28 / B16FO
e SK-MEL-28
nao tratadas

B16-FO0, B16-
F10, SK-MEL-5,
e MeWo para o
CAPE

B16F0O, B16F10,
SK-MEL-28,
SK-MEL-5 e
MeWo. Para o
papel da
Tirosina: SK-
MEL-28 (100%
expressao e
50%) / solucéo
salina DMSO e
controle sem
intervencao

B16-FO,
B16F10, SK-
MEL-28, SK-
MEL-5 e MeWo
/ Solucao salina
DMSO a 50%

HO-1 / mesmas
células tratadas
com uso de
mezerein, acido
micofendlico e
acido retindico

0,1 puM,
1 uM,
2 UM
S uM;

10 uM,
20 UM e
30 uM

15 puM,
30 pM,
50uM e
100 uM

15 uM

15e 30
UM

Reducéo significativa
com 5 pM;

Reducéo significativa

48% com 15 pM

58+6 %, 6014 %, 57+3
%, e 51+6 % / controle
81+7% e 864
respectivamente. SK-
MEL-28: 43+-6
(normal)e 87,5+ (50%
diminuida)

50% com 15

Inibicdo significativa do
melanoma

15 uM

15 uM

15 pM

Lee et al
(2013)

Pramanik
(2013)

Kudugunti
(2011)

Kudugunti
(2010)

Kudugunti
(2009)

Guarini (1992)
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SK-MEL-28 e 5 pg/mL  Inibiu a incorporacgao - Grunberger
SK-MEL-170/- e 10 da [3H]-Thymidine no (1988)
pg/mL DNA, indicando

diminuicé@o da sintese

de DNA e proliferacéo

celular

Tabela 2 — Resultados da agcéo do CAPE in vivo

Modelo / Método Dose Volume N/N° Referén
Controle Tumoral / Peso Grupo cias
Camundongos Injecao 0,1mg/kg/di Reducéao 3 Chung
C57BL/6 intraperitonea ae acentuada et al
inoculados I 1,0mg/kg/ (2013)
com dia por 12
melanoma dias
B16F10/
Recebeu
apenas o
veiculo
Camundongos Injegéo 10mg/kg/dia 41+-32 mm3 12/2 Pramani
C57BL/6 intraperitonea por 5 dias e controle k etal
inoculados I 100+35mms3 / (2013)
com Reducéo de
melanoma 43%
B16FO /
Recebeu
apenas o
veiculo
Camundongos Injecéo 4 dosesde  Nao houve 7 Coimbra
C57BL/6 intravenosa 40mg/Kg reducao (2011)
inoculados das solucbes num espaco significativa
com lipossomais de tempo de
melanoma 10 dias
B16F10/
Recebeu
apenas o
veiculo
Camundongos Injecéo 10,20 0u 30 61+-33%, 46+- 12/4 Kudugu
C57BL/6 intraperitonea mg/kg/dia 36%, 43+-18% nti
inoculados I por 5 dias respectivamente (2009)
com e controle 100+-

melanoma
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B16FO0 / 26% / Nao
Recebeu avaliou
apenas o

veiculo

Choromanska, Saczko e Kublacka [9] compararam a eficacia do CAPE
introduzido nas células Me45 e MeWo com eletroporacéo e sem eletroporacao (EP).
As primeiras se mostraram mais sensiveis do que as Ultimas a acdo do CAPE, e em
ambas as linhagens a acdo do composto se mostrou dose dependente e a utilizagcéo
da EP aprimorou a atividade antitumoral significativamente. O valor IC50 com EP para
as linhagens Me45 e MeWo foi de 28 uM e 70,7 uM respectivamente, enquanto que
sem a técnica estudada os valores foram de 86 pM e 106 puM respectivamente.
Também ocorreu uma reducao significativa da razdo GSH/GSSG. Finalmente, com
excecdo das células MeWo a 1uM de CAPE em 24 horas, todas as outras linhagens,
métodos e concentracdes foram capazes de reduzir significativamente a viabilidade
celular. Além disso, com 11 dias de incubacdo a 50uM, a viabilidade celular na
linhagem Me45 chegou a 39% sem EP e a 18% com EP, enquanto na MeWo esses
valores foram de 60% e 39%, respectivamente.

O artigo de El-Khattouti et al. [10] procurou elucidar os mecanismos de
resisténcia a apoptose induzida pelo CAPE/ERF1, em subpopulacdes de melanoma
CD133+. Para isso utilizaram 3 linhagens de melanoma in vitro (MV3, primary
melanoma e metastatic melanoma), tanto CD133+ quanto CD133-. Foi constatado que
o uso de 50 uM CAPE obteve reducao da viabilidade celular de forma significativa nas
populacdes CD133-, mas ndo nas populacdes CD133+ e nos controles ndo tratados.
Foi testado, entdo, se o CAPE dependia da via do E2F1 para a inducdo da apoptose
nas populacées CD133- através do nocaute do E2F1 com o seu SiRNA e com controle
negativo onde a sequéncia de aminoacidos do SiRNA foi baguncada para prevenir
sua acdo. Os resultados mostraram que em populacdes sem 0 nocaute de E2F1
houve importante reducédo da viabilidade celular em compara¢do com as populacdes
em que o E2F1 foi nocauteado. Por fim, como foi observado elevada expressao da
bomba de efluxo ABCB5 nas populacbes CD133+, testou-se 0 nocaute deste
transportador e a influéncia disso na resisténcia ao CAPE. Foi possivel registrar que
nas populacées com nocaute de ABCB5 o CAPE promoveu reducéo significativa da
viabilidade celular, enquanto que nas populacdes com o SIRNA embaralhado, ou seja,

sem efeito de nocaute, ndo houve reducgao da viabilidade celular.
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Lee et al. [11] testaram o uso de CAPE para inibicdo da sintese de melanina
em células B16F10, e utilizando o ensaio MTT obteve que a viabilidade celular da
linhagem estudada nao foi afetada pelas doses de 0,1, 1 e 2 uM, enquanto que a
concentracgao utilizada de 5 pM obteve reducéo significativa da viabilidade celular.

Através da inoculagdo de células melanociticas B16F10 no subcutaneo do
dorso de camundongos C57BL/6, Chung et al. [12] observaram que a administragéo
de CAPE intraperitoneal em concentracées de 0,1 e 1 mg/kg/dia gerou reducéo
acentuada de peso, volume e tamanho de maneira dose dependente, quando
comparado ao controle que recebeu apenas PBS. Através do marcador de microvasos
CD31, também constataram que houve diminuicdo na imunocoloracdo do marcador e
na densidade de microvasos nas sec¢Oes de tumores tratadas com CAPE em
comparacao com PBS.

No estudo Pramanik et al. [13], células de melanoma B16FO0 foram injetadas no
subcutéaneo dos flancos direitos de camundongos C57BL/6, que apos 7 dias, com
aproximadamente 70mm? de volume tumoral, foram divididos em 2 grupos com 12
individuos cada. O grupo tratado recebeu CAPE intraperitoneal na dose de 10mg/kg
de peso corporal todos os dias, e o controle recebeu apenas o veiculo. No dia 13 de
tratamento, o volume do tumor tinha atingido valores de 41+32mm?3 nos modelos
tratados, enquanto no grupo controle o volume medido foi de 100+35mmg,
representando uma reducéo de 59% de volume e de 43% de peso. Além da diminuicéao
tumoral, as avaliacbes mostraram que nao houve mudanca significativa no peso dos
camundongos, indicando que nessa dose pode haver pouca toxicidade.

Com o uso de camundongos machos C57BL/6 pesando entre 20 e 25 gramas
e inoculados com melanoma B16F10 no subcutaneo dos flancos, Coimbra et al. [14]
deixaram os tumores crescer por 7 dias, até que estivessem em tamanhos palpaveis,
guando entéo foram divididos para um dos grupos de tratamento. Num periodo de 10
dias, 7 animais receberam 4 injecfes intravenosas de solucdo de CAPE lipossomal
(40mg/Kg), 7 controles receberam solucdo de PBS (veiculo) lipossomal (dose
equivalente as demais) e 7 receberam solucao lipossomal de fosfato de prednisolona
(20mg/Kg), além de outros modelos que receberam diferentes drogas e ndo serao
abordadas no presente trabalho. Os resultados demonstraram que a solucéo
lipossomal de CAPE néo foi efetiva e ndo gerou reducdo significativa do volume
tumoral quando comparado ao controle PBS lipossomal ou a solucao lipossomal de

prednisolona.
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No seu estudo mais recente, Kudugunti et al. [15] buscaram esclarecer o
mecanismo bioquimico por tras da inibicdo da Glutationa S-Transferase (GST) pelo
CAPE, mediado pela enzima tirosinase, assim como a interferéncia de proteinas
associadas a resisténcia a multiplos medicamentos na IC50 do CAPE. Eles testaram
o CAPE em concentracdes de 0, 15, 25, 50 e 100 uM para inibicdo de GST em células
SK-MEL-28, assim como o &cido cafeico e os controles L-tirosina e 4-hidroxianisol (4-
HA). Observaram que houve inibicdo da GST com as concentracdes testadas que
variaram de 61 a 86% com CAPE. Com &cido cafeico (CA), a inibicao foi menor, de
21-53%, enquanto que com o0s controles tirosina e 4-HA n&o houve inibicdo
significativa. Para a citotoxicidade, utilizaram 0, 15, 30, 50 e 100 pM, testando com os
mesmos compostos utilizados para a inibicdo da GST. Demonstraram que 15 uM de
CAPE obteve 48% de toxicidade contra as células, enquanto o uso de CA, 4-HA e
tirosina em 30 uM demonstrou toxicidade variando de 2 a 27%. O IC50 do CAPE foi
de 15 pM, enquanto que o de 4-HA foi de 60 uM. Ja o CA e atirosina obtiveram valores
de 2.3 mM e maior que 5 mM respectivamente. A toxicidade do também CAPE foi
avaliada com o uso de moduladores, o MK-571, probenecida e acido etacrinico. Os
dois primeiros diminuiram a IC50 do CAPE (15 pM) nas células SK-MEL-28 em 13 e
21% respectivamente, enquanto que com o CAPE em concentracdo de 30 uM foi
obtido diminuicdo da IC50 em 12 e 9% respectivamente. O acido etacrinico, inibidor
de GST, ndo mostrou mudanca significativa na IC50 do CAPE em ambas as
concentragcfes. Ja o papel da tirosinase foi estudado em placentas humanas, onde
foram separadas em dois grupos: com tirosinase e sem tirosinase. Foi identificado no
grupo com a enzima que CAPE-quinona, que era formada a partir da presenca da
acao da tirosinase, diminuiu a acdo da GST placentaria em 70% e 93% com
concentracfes de 10 e 50 uM respectivamente, diferente do controle sem tirosina.

Kudugunti et al [16] também avaliaram a toxicidade seletiva do CAPE em
linhagens de melanoma B16-F0, B16-F10, SK-MEL-5 e MeWo, obtendo os valores de
viabilidade celular de 5816 %, 604 %, 57+3 %, e 51+6 % respectivamente, com 15
uM de concentracdo, ja nas células amelanoticas SK-Mel-24 e C32, a mesma
concentragdo produziu viabilidade celular de 81+7% e 86+4 respectivamente, todas
as linhagens sendo incubadas com o composto por 48h. A IC50 em 48h de células
SK-MEL-28 foi de 15 uM, e em comparacado com o acido cafeico, o CAPE produziu
citotoxicidade 153 vezes maior. Também constataram que ha um aumento na

producdo de H>O. apoOs exposicdo de células SK-MEL-28 ao CAPE com
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concentragdes variando de 15 pM a 300 uM, sendo dose dependente. Para avaliar o
papel da enzima Tirosinase, trataram células SK-MEL-28 normais e outra linhagem
com 50% a menos de expressdo da enzima em questéo. A partir disso, foi observado
gue houve uma significativa reducéo na toxicidade do CAPE. A viabilidade celular da
linhagem normal comparado com a de tirosinase diminuida foi de 43+6% e 87+5%
respectivamente. Por fim, foi observado que ocorreu deplecdo de GSH
significativamente apds incubacédo de 1-3h apenas, sem mudancas significativas em
viabilidade celular.

Kudugunti et al [17], estudaram a eficacia do CAPE em camundongos machos
C57BL/6 entre a 62 e a 82 semanas de idade, portadores de melanoma B16FO0 injetado
no subcutaneo nos flancos laterais direitos. Os espécimes foram randomizados em
grupos de 12 individuos, e os seus grupos foram randomizados para controle ou
terapias. Iniciou-se no 7° dia apds a inoculacao, injecdes intraperitoneais de CAPE em
doses diarias de 10, 20 ou 30 mg/Kg de massa corporal com 150uL de solvente tipo
solucéo salina/ DMSO a 50% no grupo de intervencgéao, até o 13° dia, enquanto o grupo
controle (n=12) recebeu apenas o veiculo, sendo todos os modelos sacrificados 2
horas apoés a ultima injecéo da droga. O trabalho encontrou reducéo dose-dependente
significativa no tamanho do tumor nos grupos tratados com qualquer posologia,
guando comparado ao grupo controle (o tamanho do tumor no grupo controle foi de
100+26%, no grupo 10mg/Kg/dia foi de 61+33%, no grupo 20mg/Kg/dia foi de 46+36%
e no grupo 30mg/Kg/dia foi de 43£18%), e ndo houve mudanca consideravel no peso
dos animais. Apesar disso, o estudo demonstrou aumento significativo nos niveis de
marcadores de toxicidade, como ALT, tidis livres e peroxidacao lipidica renal e
hepatica, quando utilizadas doses de 20 e 30mg/Kg/dia. Outrossim, experimentaram
os efeitos do CAPE in vitro, nas linhagens de melanoma B16F0, B16F10, SK-MEL-28,
SK-MEL-5 e MeWo, chegando a uma IC50 de 15 uM. A incubacado das linhagens
celulares por 48 horas com CAPE em IC50, demonstrou inibicdo de 50% da viabilidade
celular de todas as linhagens de melanoma testadas, quando comparadas com o
controle que recebeu apenas o veiculo (solucdo salina DMSO) ou do controle sem
intervencéo.

Um dos estudos mais antigos, escrito por Guarani et al [18], testou o efeito do
CAPE na linhagem melanocitica HO-1 e em linhagem de glioblastoma multiforme
GBM-18. Como controle, utilizaram mezerein, acido micofendlico, e acido retindico.

Os resultados mostraram inibicdo de ambas as linhagens tumorais, sendo que a
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linhagem do melanoma foi a mais sensivel aos efeitos do CAPE. Por fim, o uso de
mezerein pareceu aumentar o efeito antiproliferativo do CAPE.

Ja o primeiro artigo identificado na base de dados PubMed observou a
incorporacao de [*H]-Thymidine, um marcador utilizado no século XX para avaliar as
taxas de sintese de DNA e proliferacéo celular. Este estudo, produzido por Grunberger
et al. [19], mostrou que, em linhagens celulares de melanoma SK-MEL-28 e SK-MEL-
170. Em concentracdo de 5 pg/mL, o CAPE foi capaz de bloquear quase totalmente a
incorporagcdo do marcador, enquanto que em concentracdo de 10 pg/mL, a
incorporacao foi totalmente inibida.

DISCUSSAO

Dentro do aparato de sobrevivéncia e reproducéo celular do melanoma ha
diversos locais onde descobriu-se que o CAPE atua, como mostrado na Figura 3 onde
a via “A” representa o mecanismo pelo qual a GST gera uma interagéo entre a GSH
e 0 peroxido de hidrogénio, protegendo a célula de radicais livres de oxigénio. A via
“B”, onde a fosforilagdo dos aminoacidos Tyr 458 e Ser 473 fazem a ativagao da via
PI3K/AKT, dando inicio a mecanismos de proliferacdo celular e estimulando a proteina
XIAP a se ligar com a caspase -9, 0 que ocasiona o bloqueio de uma via de apoptose.
Na via “C” o tecido tumoral libera VEGF, estimulando a neoangiogénese pela ligagao
aos receptores VEGFR-2 no epitélio dos vasos sanguineos, o que leva a ativacao das
vias PI3K/AKT, ERK, FAK e B-catenina, também gerando afrouxamento da adeséo
célula a célula através das VE-caderinas, além de aumento da proliferacéo celular,

formacé&o de tubo e migracao.

Figura 2 - Legenda para leitura das figuras abaixo
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Figura 3 - Mecanismos celulares mais ativos no melanoma
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Figura 4 - Interagdo do CAPE com mecanismos celulares no melanoma
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A reviséo dos artigos mostrou que a menor dose de CAPE utilizada nos estudos
in vitro foi de 0,1 pM, e a maior foi de 100 pM. O estudo de Grunberger et al. [19]
utilizou unidades de concentragao diferentes dos estudos mais recentes. A dose com
maior destaque nos resultados foi de 15 pM, sendo discutida em trés estudos:
Kudugunti et al. [15-17].

Em relacdo a IC50 do CAPE, Choromanska, Saczko e Kublacka [9]
encontraram os valores de 86puM e 106puM nas linhagens Me45 e MeWo
respectivamente, sem a técnica de eletroporacdo (EP) e 28uM e 70.7uM
respectivamente, com EP, enquanto que Kudugunti et al. [15-17] obtiveram valores
menores, concluindo que 15 uM era a IC50 do CAPE nas linhagens B16F-10, B16FO,
SK-MEL-5, SK-MEL-28 e MeWo.

Os achados demonstraram que a maioria das doses produziu uma reducao
significativa das linhagens celulares testadas, com excec¢éo dos valoresde 0,1, 1 e 2
MM testados por Lee et al. [11] em células B16F10. Em contrapartida, Choromanska,
Saczko e Kublacka [9] encontraram que uma dose de 1 uM era capaz de reduzir
significativamente a viabilidade celular da linhagem Me45 em apenas 24h, porém néo
obteve 0 mesmo achado significativo para a linhagem MeWo. Grunberger et al. [19],
por ser mais antigo, utilizou um método de baixa confianca para avaliar a sintese de
DNA das células SK-MEL-28 e SK-MEL170 ao aplicar as concentracdes de 5 pug/mL
e 10 pug/mL, encontrando reducdo quase completa da incorporacéo da timidina no
DNA com a primeira e inibicdo completa com a segunda dose, o que demonstraria
uma inibicdo da proliferacdo celular.

Vale notar que Guarini et al. [18], Kudugunti et al. [15] e Choromanska, Saczko
e Kublacka [9] testaram moduladores que afetaram as provaveis vias de acdo do
CAPE. Os primeiros verificaram que o uso de Mezerein, um ativador da PKC,
aumentava o efeito antiproliferativo. Os segundos, por sua vez, observaram que 0 uso
de MK571 diminuiu a IC50 do CAPE em 13%, enquanto a combinacdo com
Probenecida reduziu a IC50 em 21%. Por fim, os ultimos utilizaram a técnica de EP
para testar se a eficacia do composto aumentava, e constataram que o uso de EP
tinha significativo efeito na acdo do CAPE, ao permitir maior entrada do composto nas
células de melanoma.

Além disso, os estudos mostraram que ao mesmo tempo ha uma deplecédo de
GSH, diminuicdo da razdo GSH/GSSG e um aumento na concentracdo de EROS

citoplasmaticos apos administracdo do CAPE, além do efeito inibitério que os
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metabdlitos do CAPE mostraram quando este foi bioativado pela tirosinase, levando
a crer, como demonstra o “A” da Figura 4, que um dos mecanismos da eficicia do
composto contra as células tumorais de melanoma seja através da inibicdo da acao
catalitica da enzima GST, além de seus efeitos na GSH, promovendo aumento do
estresse oxidativo e por fim morte celular [15].

Kudugunti et al. [16] observaram que uma possivel via de acdo do CAPE contra
o melanoma se daria através da acdo da enzima Tirosinase, pois ela metabolizaria o
CAPE intracelular em o-quinona, que por sua vez seria conjugado com a glutationa a
CAPE-SG, e inibiria a acdo catalitica da enzima Glutationa-S-transferase (GST) na
glutationa reduzida (GSH). Também depletaria esta ultima, levando a um aumento nas
EROS intracelulares e diminuindo a capacidade das células tumorais de reduzi-los. A
GSH também esta implicada na resisténcia aos tratamentos antitumorais
guimioterapicos, pois € um dos compostos responsaveis por detoxificar o organismo
de componentes xenobioticos. Devido ao fato da Tirosinase e GST estarem elevadas
em células de melanoma, ocorre maior metabolizacdo do CAPE e, portanto, maior
inibicdo da GST.

Chung et al. [12] esclareceram as propriedades anti-angiogénicas do CAPE
através da inibicdo do VEGF que atua em varias vias celulares, como a PI-3K/AKT,
ERK, VE-caderina, B-catenina e FAK, assim como aparece no “C” da figura 4. Para
verificar isso utilizaram células endoteliais venosas de corddo umbilical humano
(HUVECS). Observaram que o CAPE inibiu fortemente a proliferacdo induzida por
VEGF nas HUVECS, a formacéo de redes de capilares, de maneira dose-dependente,
e também a migracao estimulada por VEGF. O CAPE parece ser capaz de reorganizar
o citoesqueleto das HUVECS através da inibicdo da formacao de fibras de estresse
de actina assim como é capaz de regular diferentemente a distribuicdo de proteinas
de adeséo focal. Outro efeito anti-angiogénico proporcionado pelo CAPE se deu
através do blogueio da retirada da VE-caderina, que acontece no processo de
migracdo celular através do afrouxamento das adesbes célula-a-célula. Este
afrouxamento se da normalmente através da retirada de caderinas fosforiladas em
tirosina através da ativacdo do VEGFR-2 pelo VEGF em células endoteliais. Por fim,
para testar os efeitos in vivo, utilizaram um método chamado matrigel plug assay, que
detecta novos vasos em tecido transplantado para camundongos. Os pesquisadores
observaram trés grupos: 0 ensaio com apenas o transplante, o transplante somado a

VEGF e o transplante mais VEGF e CAPE. A partir da analise com imunocoloracao,
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puderam observar que as amostras com o matrigel e o VEGF tinham coloracao
vermelho-escura e novos vasos, assim como maiores niveis de hemoglobina, em
comparagdo com as amostras sem VEGF. J& as amostras com VEGF e CAPE
resultaram em coloracdo mais vermelho-claro e amarelada e menor contetdo de
hemoglobina em dose dependéncia, indicando o potencial anti-neoangiogénico do
composto.

Chung et al. [12] também hipotetizaram que o CAPE age inibindo tanto a
angiogénese estimulada por VEGF quanto o crescimento dos tumores devido aos
resultados obtidos por ele com os testes em camundongos e in vitro.

Por sua vez, como ilustra o “B” da Figura 4, o estudo de Pramanik et al. [13]
detectou que o CAPE suprime a fosforilacdo da via de proliferacdo e crescimento
celular PI3K/AKT/mMTOR pelos aminoacidos Tyr 458, Ser 473 e Ser 2448,
respectivamente, além de reduzir os niveis de XIAP, inibidora da morte celular
programada pela ligagcéo as caspases-3, -7 e -9, em linhagens B16F0 e SK-MEL-28,
nas 2 primeiras horas de tratamento e de maneira dose-dependente. Ademais, apos
16 horas de terapia foram observadas as clivagens da caspase-3 e PARP, indicando

um dos possiveis mecanismos de apoptose.

CONCLUSAO

A partir de todos os dados observados, é possivel concluir que o CAPE se
apresenta como um potencial candidato ao tratamento adjuvante do melanoma. No
entanto, devido a escassez de artigos que avaliam o perfil de biosseguranca, mostra-
se necessaria a realizacdo de um maior numero de estudos pré-clinicos in vivo para
avaliar de forma mais precisa sua eficiéncia e toxicidade, para que entdo uma possivel
estruturacdo de estudos clinicos seja possivel. Além disso, a via de acao contra o
melanoma esta cada vez mais perto de ser melhor elucidada, sendo que seus efeitos
mais proeminentes se localizam no sistema de protecao contra oxidacdo encabecado
pela GSH e GST. O CAPE também parece ter acdo na via do VEGF e na proliferacéo
celular pela via PISK/AKT. Por fim, apesar de promissor, ndo foi possivel realizar uma
meta analise pela disparidade dos dados encontrados, assim como a escassez de

artigos.
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