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RESUMO

Introdugao: A neoplasia de tireoide vem apresentando incidéncia elevada nos ultimos anos,
porém, a mortalidade nao acompanhou essa tendéncia, visto que a maioria dos casos se deve a
carcinomas diferenciados de comportamento indolente. Quando ndo ha resposta a terapéutica
tradicional, as possibilidades de tratamento ficam extremamente limitadas, atualmente
constituindo-se no uso de inibidores de tirosina-quinase que atuam de maneira apenas paliativa
postergando a proliferacdo neopldsica, além de acarretar efeitos colaterais limitantes de qualidade
de vida. A busca por outras possibilidades de tratamento nesse cendrio trouxe evidéncias sobre o
uso de fitoquimicos e sua a¢do sobre a modulacao da sinalizagdo purinérgica, estresse oxidativo e
carcinogénese, hipotetizando possiveis vias de tratamento. J4 sdo descritas as propriedades
anti-inflamatdrias e antioxidantes dessas substincias em outras neoplasias, porém no cancer de
tireoide essas evidéncias ainda sdo escassas. Objetivo: avaliar a acdo antitumoral e
anti-inflamatoéria do fitoquimico cafeina em células de cancer papilifero de tireoide da linhagem
TPC-1 e em células controle ndo tumorais. Metodologia: As celulas foram tratadas com cafeina
nas concentragdes 0,5 mM; 1 mM; 2 mM; 4 mM e 8 mM por 24h e avaliados os seguintes
pardmetros: viabilidade celular pelo ensaio MTT e pela microscopia com fluorescéncia, teste de
migracdo celular, avaliacio da atividade das ectonucleotidases do sistema purinérgico e
marcadores do estresse oxidativo. Resultados: A cafeina causou redugio da viabilidade celular e
redu¢do na migracao celular, relacionada a aumento na producao de espécies reativas de oxigénio
e 6xido nitrico, com reduc@o da capacidade de formacdo de defesas antioxidantes tumorais. Foi
encontrado também reduc¢do na atividade da enzima ecto-5’-nucleotidase, além de possivel
inibicdo de atividade de receptores de adenosina, porque mesmo elevada o tumor ndo apresentou
progressdo. Conclusao: Portanto, através da andlise in vitro, observou-se que a cafeina pode ser
uma substancia efetiva no tratamento adjuvante do carcinoma diferenciado de tireoide refratario
ao reduzir viabilidade e proliferacdo celular, através de mecanismos como o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio, aumento de 6xido nitrico e influéncia no sistema
purinérgico, porém estudos in vivo seriam necessarios para prosseguir com essa hipotese.

Palavras-chave: carcinoma diferenciado de tireoide, cafeina, sistema purinérgico, estresse
oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Thyroid neoplasia has shown a high incidence in recent years, however, mortality
has not followed this trend, since most cases are due to differentiated carcinomas with indolent
behavior. When there is no response to traditional therapy, treatment possibilities are extremely
limited, currently consisting of the use of tyrosine kinase inhibitors that act only palliatively,
postponing neoplastic proliferation, in addition to causing side effects that limit quality of life.
The search for other treatment possibilities in this scenario brought evidence about the use of
phytochemicals and their action on the modulation of purinergic signaling, oxidative stress and
carcinogenesis, hypothesizing possible treatment pathways. The anti-inflammatory and
antioxidant properties of these substances in other neoplasms have already been described, but in
thyroid cancer this evidence is still scarce. Objective: to evaluate the antitumor and
anti-inflammatory action of the phytochemical caffeine in TPC-1 papillary thyroid cancer cells
and in non-tumor control cells. Methodology: Cells were treated with caffeine at concentrations
of 0.5 mM; 1 mM; 2 mM; 4 mM and 8 mM for 24 hours and the following parameters were
evaluated: cell viability by MTT assay and fluorescence microscopy, cell migration test,
evaluation of purinergic system ectonucleotidases activity and oxidative stress markers. Results:
Cafteine caused a reduction in cell viability and a reduction in cell migration, related to an
increase in the production of reactive oxygen and nitric oxide species, with a reduction in the
ability to form tumor antioxidant defenses. A reduction in the activity of the ecto-5'-nucleotidase
enzyme was also found, in addition to possible inhibition of the activity of adenosine receptors,
because even when the tumor was elevated, it did not show progression. Conclusion: Therefore,
through in vitro analysis, it was observed that caffeine can be an effective substance in the
adjuvant treatment of refractory differentiated thyroid carcinoma by reducing cell viability and
proliferation, through mechanisms such as increased production of reactive oxygen species ,
increased nitric oxide and influence on the purinergic system, but in vivo studies would be
necessary to proceed with this hypothesis.

Keywords: differentiated thyroid carcinoma, caffeine, purinergic system, oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de tireoide ¢ uma neoplasia com crescente registro de incidéncia,
possivelmente relacionado ao acesso a exames de imagem como a ultrassonografia, ou a algum
fator de risco ainda nio evidenciado (ROSARIO et al.,, 2013; RUSS et al., 2017; US
PREVENTIVE SERVICES TASK FORCE et al., 2017; GHARIB, 2016; HAUGEN et al., 2016;
PACINI et al., 2018). Apesar disso, a mortalidade por esse tipo de cancer segue estdvel, pois a
maioria dos tipos de neoplasias de tireoide € composta por células diferenciadas, o que resulta
em bom progndstico porque habitualmente os casos sdo tratados e curados somente com exérese
cirurgica. Nos pacientes que apresentam a doenca avangada, com metédstase ou volume tumoral
elevado, pode ser necessdrio a adjuvancia com iodo radioativo (IRA) sistémico. Dentre os
subtipos de cancer de tireoide, o papilifero é o mais frequentemente diagnosticado (TUTTLE;
HAUGEN; PERRIER, 2017).

Entretanto, em raros casos, observa-se refratariedade a essas medidas tradicionais
tornando a neoplasia de tireoide uma doenca sem cura e com tratamento apenas paliativo
(PACINI et al., 2018; HAUGEN et al., 2016). Neste cenario, buscam-se alternativas terapéuticas
que possam modificar o prognéstico e a qualidade de vida desses pacientes. Os fitoquimicos sao
substancias encontradas na natureza e que ja demonstraram em estudos in vitro propriedades
anti-inflamatérias, e nos ultimos anos vem sendo alvo de estudos relacionados a possivel
atividade antineopldsica (GONCALVES; DE FREITAS; FERREIRA, 2017; ABOTALEB, M. et
al., 2018).

A variedade de fitoquimicos existentes abre um leque de possibilidades em estudos com
objetivo de encontrar alternativas a tratamentos sistémicos para neoplasias malignas. J& sdo
descritas as propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes dos fitoquimicos em outras
neoplasias, porém no campo da neoplasia de tireoide essas evidéncias sdo escassas € muitas

substancias ainda ndo foram estudadas para este fim.


https://www.zotero.org/google-docs/?D8VhHj
https://www.zotero.org/google-docs/?jnoRpZ
https://www.zotero.org/google-docs/?icr5Ew
https://www.zotero.org/google-docs/?icr5Ew
https://www.endocrinepractice.org/article/S1530-891X(20)42954-4/fulltext
https://www.zotero.org/google-docs/?43Hr06
https://www.zotero.org/google-docs/?fs2GkK
https://www.zotero.org/google-docs/?fs2GkK
https://www.zotero.org/google-docs/?W8fPzO
https://www.zotero.org/google-docs/?x7rypX
https://www.zotero.org/google-docs/?6kJhs5
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a acdo antitumoral da cafeina, em diferentes concentra¢des, na linhagem de
carcinoma papilifero de tireoide TPC-1 e em células controle - células mononucleares do sangue

periférico (PBMCS).

1.1.2 Objetivos especificos
Avaliar, nas células TPC-1 tratadas com cafeina:
- A viabilidade celular pelos métodos MTT e microscopia com fluorescéncia;
- Verificar a migracao celular pelo teste da ferida;
- Analisar a atividade das ectoenzimas do sistema purinérgico;
- Determinar os niveis dos marcadores de estresse oxidativo;

- Discutir o papel da sinalizac@o purinérgica e do estresse oxidativo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinoma de tireoide

No Brasil, o cancer de tireoide é a neoplasia mais comum da regido da cabeca e pescogo e
afeta trés vezes mais as mulheres do que os homens. Segundo o Instituto Nacional de Cancer
(INCA), para o ano de 2023 estima-se que o cancer de tireoide seja o terceiro tumor mais
frequente em mulheres no Brasil (sem considerar o cancer de pele ndo-melanoma). As
estimativas de novos diagndsticos de cancer de tireoide para o ano de 2023 sdo de 8.820 casos a
cada 100 mil habitantes. Quanto a mortalidade no Brasil, no ano de 2020 a taxa bruta de
mortalidade por cancer de tireoide foi de 0,4/100.000 habitantes em homens e mulheres (INCA,
2023). No mundo, a incidéncia de céincer de tireoide é de 3,1/100.000 habitantes nos homens e
10.1/100.000 habitantes nas mulheres, sendo a mortalidade 0,43/100.000 habitantes (WHO,
2020). As neoplasias de tireoide derivam de duas populagdes celulares: as células foliculares e as
células C, sendo classificados em carcinomas diferenciados (CD), carcinomas pouco
diferenciados (CPD) e indiferenciados. Os CD sdo os mais frequentes e se subdividem em
papilifero (entre 50% e 80% dos casos), folicular (entre 15% e 20% dos casos) e de células de
Hiirthle. Os CPD (cerca de 10% dos casos) e os indiferenciados (também cerca de 10% dos
casos) sao menos comuns (GONCALVES; DE FREITAS; FERREIRA, 2017). A linhagem
celular TPC-1 de carcinoma papilifero diferenciado de tireoide € o mais bem definido por suas
propriedades genéticas in vitro e in vivo, sendo muito utilizado em pesquisas nesse campo
(PERNA et al., 2018).

Na maioria dos casos a neoplasia de tireoide trata-se de uma doenga assintomatica, sendo
a avaliacdo diagndstica iniciada a partir da identificacio de nodula¢do na glandula tireoide.
Segundo a Sociedade Brasileira de Endocrinologia aproximadamente 4-7% das mulheres e 1%
dos homens apresentam nddulos palpaveis na tireoide ao exame fisico, porém a prevaléncia de
nédulos encontrados na populacdo em geral em exames de ultrassonografia realizados por outros
motivos € de até 68%. A grande maioria desses nddulos sdo benignos mas, caso sejam malignos,
95% deles sdo CD (ROSARIO et al., 2013).

Propde-se que a incidéncia de neoplasias malignas de tireoide vem aumentando no Brasil
devido a maior realizacdo de exames ultrassonograficos identificando lesdes assintomdticas.

Entretanto, esse aumento na incidéncia nao foi acompanhado de mudancgas nos fatores de risco


https://www.zotero.org/google-docs/?6xEkey
https://www.zotero.org/google-docs/?FxeOBt
https://www.zotero.org/google-docs/?nOaWO4
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conhecidos e tampouco gerou impacto na mortalidade, o que fez vérias sociedades no mundo
especializadas em estudos da tireoide questionarem o método de screening, ja que a maioria das
neoplasias nessa glandula possuem comportamento indolente (ROSARIO et al., 2013; RUSS et
al., 2017; US PREVENTIVE SERVICES TASK FORCE et al., 2017; GHARIB, 2016;
HAUGEN et al., 2016; PACINI et al., 2018). Portanto, o rastreio para neoplasias malignas de
tireoide ficou restrito a pacientes que possuam fatores de risco e que apresentem nodulacdes
palpaveis ao exame fisico (INCA, 2019; ROSARIO et al., 2013; RUSS et al., 2017; US
PREVENTIVE SERVICES TASK FORCE et al., 2017; GHARIB, 2016; HAUGEN et al., 2016).

O hormonio tireoestimulante (TSH) € o principal regulador do crescimento e da fungao
da tireoide. A presenca de receptores para o estrogeno nas células neopldsicas da tireoide e a
maior frequéncia em mulheres sugere também a participacdo dos hormdnios sexuais femininos
na génese dessa neoplasia (CAVALHEIRO, 2022). Na carcinogénese hormonal, diferente da
induzida por virus ou agentes quimicos, a proliferacdo celular ndo necessita de um agente
iniciador especifico. A participacdo dos hormdnios na carcinogénese se restringe a proliferacao
das células ja transformadas por outros carcindgenos. Os oncogenes, 0S genes supressores
tumorais e os genes do reparo do &4cido desoxirribonucleico (DNA) estdo envolvidos na
carcinogénese hormonal. Além disso, a carcinogénese tireoideana envolve conhecidos fatores
ambientais (histéria de irradiagdo em regido cervical e residir em localidades com dietas pobres
em iodo) e genéticos (histéria familiar - SRGAPI, TITF-1/NKX2.1, FOXEI, HABP2, SRRM?2 e
MAP2KS5) (HOSKIN et al., 1994; KUMAR, 2013; RIBEIRO, 2018).

A carcinogénese caracteriza-se por mutacdes genéticas herdadas (germinativas) ou
adquiridas (sométicas) influenciada por diversos agentes externos. Inicia-se com a exposi¢ao das
células aos carcindgenos com consequente mutacdo e formagdo de clones celulares atipicos,
finalmente perpetua-se pela multiplicagdo desses clones celulares (sendo que nessa fase a
supressdo do contato com os carcindégenos pode interromper o processo). Os principais alvos da
alteracdo genética s@o 0s proto-oncogenes, O0S genes supressores tumorais e os genes que
controlam a morte celular programada ou apoptose (CAVALHEIRO, 2022).

Além dos aspectos genéticos, ocorre uma importante relagdo com as respostas
inflamatorias produzidas pelo dano ou necrose celular, sinalizadas pelo sistema purinérgico. No
microambiente tumoral a expressdo das ectoenzimas e a producdo das biomoléculas sio
modificadas no intuito de favorecer a proliferacdao celular. Somando-se a essas modificagcdes, a
elevada producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e o estresse oxidativo sdo reconhecidos

CcOmo mecanismos presentes na carcinogénese, contribuindo para a manutencao e proliferacao de


https://www.zotero.org/google-docs/?D8VhHj
https://www.zotero.org/google-docs/?jnoRpZ
https://www.zotero.org/google-docs/?jnoRpZ
https://www.zotero.org/google-docs/?icr5Ew
https://www.endocrinepractice.org/article/S1530-891X(20)42954-4/fulltext
https://www.endocrinepractice.org/article/S1530-891X(20)42954-4/fulltext
https://www.zotero.org/google-docs/?43Hr06
https://www.zotero.org/google-docs/?6rZfU6
https://www.zotero.org/google-docs/?4mNWnF
https://www.zotero.org/google-docs/?niiWJr
https://www.zotero.org/google-docs/?niiWJr
https://www.zotero.org/google-docs/?Dikv2G
https://www.zotero.org/google-docs/?JaqwuA

19

células neopldsicas, gerando peroxidacgdo lipidica e carbonilagdo de proteinas (HOSKIN et al.,
1994; KUMAR, 2013; CAVALHEIRO, 2022).

Uma vez que seja identificado um nédulo na tireoide, se faz necessdria uma andlise
quanto as caracteristicas ultrassonogréficas a fim de avaliar se hd ou nao necessidade de Pun¢ao
Aspirativa por Agulha Fina (PAAF). Através do exame citopatoldgico do material coletado pela
PAAF ¢ possivel determinar os subtipos celulares presentes naquela amostra e orientar a conduta
médica. Segundo o udltimo guideline da Associacdo Americana de tireoide, os resultados da
PAAF sdao submetidos a classificacdo de Bethesda (Figuras 1 e 2, Quadro 1) (HAUGEN et al.,
2016).

Figura 1 - Aspecto ultrassonografico de uma lesio sdlido-cistica em lobo direito da tireoide,
com indicacdo de estudo citopatolégico via PAAF. Areas em cores com equivaléncia de
neovascularizacao em area adjacente a lesdo e no interior da por¢ao sélida. Fotografia arquivo
pessoal do Prof. Dr. Marcelo Moreno.

Figura 2 - PAAF guiada por ultrassonografia, onde é possivel notar estrutura linear
hiperecogénica (agulha) em contado com area solida suspeita para malignidade, de uma lesao
sOlido-cistica de lobo direito da tireoide. Fotografia arquivo pessoal do Prof. Dr. Marcelo
Moreno.


https://www.zotero.org/google-docs/?fXtJDt
https://www.zotero.org/google-docs/?ugcvwY
https://www.zotero.org/google-docs/?ugcvwY

20

Quadro 1 - Classificacdo de Bethesda - Associacdo Americana de Tireoide.

Classificacao Significado clinico Conduta sugerida
Bethesda | Nao diagndstico nova coleta de PAAF
Bethesda I1 Achados benignos Seguimento clinico

Bethesda III Achados inconclusivos Nova coleta de PAAF,

avaliacdo molecular,
seguimento clinico ou exérese

cirdrgica para avaliacdo de

anatomopatolégico
Bethesda IV Achados suspeitos para Nova coleta de PAAF,
malignidade avaliacdo molecular,

seguimento clinico ou exérese
cirdrgica para avaliacdo de

anatomopatolégico

Bethesda V Achados malignos Terapéutica definitiva com

exérese cirdrgica

Adaptado de HAUGEN et al., 2016.

No caso de citologia duvidosa (Bethesda III ou IV), algumas mutacdes genéticas ja foram
descritas no carcinoma de tireoide e a presenca do exame genético na amostra celular € uma
ferramenta diagndstica complementar. Uma delas € associada ao gene da serina/treonina quinase
do tipo B (BRAF), que codifica uma serina/treonina quinase do tipo B, realiza a transdu¢do da via
da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e tem como principais substratos as quinases
de proteina quinase regulada por sinal extracelular (MEK) 1 e 2. A mutacdo desse gene na
posicdo BRAFV600E € a mais frequente encontrada no CD, onde ocorre troca de uma valina por
um glutamato com ag¢do oncogénica através da mediacdo constitutiva da via mitogen-activated
protein kinase/ kinase (RAS/RAF/MEK/ERK). Outro gene definido ¢ o RET (do inglés
rearranged during transfection), que codifica uma proteina de membrana tirosina quinase que
ndo € fisiologicamente expressa nas células da tireoide, sendo essa alteragdo proveniente de um
rearranjo cromossomal formado pela fusdo de um dominio tirosina quinase intracelular na por¢ao

30 do gene RET com a terminac¢do 50 de um gene heterélogo, levando a ativacdo de uma forma
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truncada da proteina, conhecida como rearranged during transfection papillary thyroid cancer
(RET/PTC). Tanto a mutacao BRAF quanto a RET/PTC resultam na ativagcdo da MAPK, mesmo
sendo associadas a fendtipos diferentes (Figura 3). As ativagdes nestas vias estimulam a
proliferacdo celular e, portanto, a gé€nese neopldsica. A presenca destas mutacdes em células
provenientes de citoaspirados, associada a suspeita de malignidade, refor¢a prosseguimento para

ressecc¢do cirurgica (GONCALVES; DE FREITAS; FERREIRA, 2017).

7~ =

RET/PTC

BRAF

_—
)

Figura 3 - Sinaliza¢do molecular na proliferacio celular em neoplasias tireoideanas.
Figura demonstrando a via de sinalizagdo molecular envolvida com os genes RET/PTC e BRAF. Elaborado pela
autora utilizando o BioRender.

Para as lesdes submetidas a resseccdo cirdrgica, realiza-se estadiamento apds andlise
anatomopatoldégica considerando as caracteristicas do tumor ressecado (tamanho, extensdo) e a
presenca de metdstases linfonodais e/ou sist€émicas para definir o estdgio patolégico da doenca,
conforme as diretrizes da American Joint Committee on Cancer, essencial para definir as
proximas condutas (TUTTLE; HAUGEN; PERRIER, 2017).

Os CD sdo considerados neoplasias malignas de bom progndstico, com uma taxa de
sobrevida de 93-95%. Devido ao comportamento bioldgico indolente, alguns casos selecionados
de CD sao tratados apenas com vigilancia ativa. Entretanto, a maioria é submetida a ressec¢ao
tumoral com objetivo de buscar a cura e reduzir o risco de persisténcia ou recorréncia da doenga
e morbidades associadas, além de permitir estadiamento e estratificacdo de risco acurados para
minimizar terapéuticas desnecessdrias. Geralmente, em pacientes com risco de recorréncia baixo
a intermediario possuem neoplasias T1 a T2, Nl1a aN1b e M0-X [(de acordo com a classificacdo
TNM - Tumor (T), Linfonodo (N) e Metastase (M)]. Os pacientes com neoplasias de risco

intermedidrio a alto risco de recidivas, ou seja, com doenga classificada em T3 ou T4, qualquer N
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e/ou M, € necessdria a realizacdo de tratamento adjuvante com IRA (Figura 4 e Quadro 2)

(PACINI et al., 2018; HAUGEN et al., 2016).

Figura 4 - Aspecto macroscépico de uma tireoide com carcinoma papilifero multifocal (dreas
claras). Nesse caso, a classificacdo "T" é definida pelo nédulo maior (T2). Fotografia arquivo
pessoal do Prof. Dr. Marcelo Moreno.

Quadro 2 - Classificagdo Tumor (T), Linfonodo (N) e Metastase (M), de acordo com Union for
International Cancer Control (UICC) e pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC), para
neoplasias malignas de tireoide.

Idade ao diagndstico inferior a 55 anos

Estagio I Qualquer T Qualquer N MO
Estagio II | Qualquer T Qualquer N M1 - presenca de
metastase a
distancia
Idade ao diagndstico igual ou superior a 55 anos
Estagio I T1 - tumor com 2 cm ou menos ha maior NO - sem MO
dimensdo limitado a tireoide evidéncia de
acometimento
linfonodal / NX -
linfonodos ndo
puderam ser
avaliados
Estdgio II | T2 - tumor maior do que 2 cm mas com até | NO/NX MO
4 cm em maior dimensdo limitado a
tireoide
T1 N1 - metastase MO
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para linfonodos
regionais

T2 N1 MO

Estagio 111

T3a - tumor> 4 cm limitado a tireoide / T3b | Qualquer N MO
- extensdo extratireoidiana macroscopica
que invadem apenas os musculos
esterno-hioideo, esternotireoideo,
tireo-hioideo ou omo-hioideo, de um tumor
de qualquer tamanho

Estagio IV

T4a - extensdo extratireoidiana Qualquer N MO
macroscopica invadindo tecidos moles
subcutaneos, laringe, traquéia, esdfago ou
nervo laringeo recorrente de um tumor de
qualquer tamanho

T4b - extensdo extratireoidiana Qualquer N MO
macroscopica invadindo a fascia
pré-vertebral ou envolvendo artéria carétida
ou vasos mediastinais de um tumor de
qualquer tamanho

Qualquer T Qualquer N M1

Adaptado de PACINI et al., 2018; HAUGEN et al., 2016.

Posteriormente, os pacientes sdo acompanhados com estratificacdo de risco dindmico

apds o tratamento inicial para avaliar o risco de recorréncia € a forma como o seguimento deve

ser realizado. A cada avaliacdo € realizada uma nova estratificacdo de risco de recorréncia,

definindo a frequéncia de seguimento e o grau de supressao de TSH (a terap€utica adjuvante de

supressado do TSH tem como objetivo evitar a estimulacdo hipofisaria de possiveis

remanescentes), conforme as informagdes do Quadro 3 (PACINI et al., 2018; HAUGEN et al.,

2016).

Quadro 3 - Estratificagdo de risco dindmico pés terapéutica inicial no carcinoma de tireoide.

Estratificacao de risco Detalhamento

Pacientes ap0s tireoidectomia total

Resposta excelente Imagem e laboratoriais negativos

Resposta bioquimica incompleta

Tireoglobulina detectdvel ou
anti-tireoglobulina positiva
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Resposta estrutural incompleta Imagem com evidéncia de ressec¢ao
incompleta

Pacientes ap0s tireoidectomia subtotal

Resposta excelente Imagem e laboratoriais negativos

Resposta bioquimica incompleta Tireoglobulina ou anti-tireoglobulina em
ascensao

Resposta estrutural incompleta Imagem com evidéncia de ressec¢ao
incompleta

Resposta indeterminada Achados inespecificos na imagem e/ou

tendéncia da tireoglobulina ndo acessivel

Adaptado de PACINI et al., 2018; HAUGEN et al., 2016.

Os fatores de risco para comportamento agressivo e recorréncia da neoplasia sdo
irradiacdo cervical prévia, extensdo extra tireoidiana na ultrassonografia, localizagdo posterior ou
subcapsular, tumor multifocal ou bilateral, coexisténcia com doenca de Graves, suspeita de
envolvimento linfonodal, citologias agressivas e presenca de variante patogénica do gene BRAF
(PACINI et al., 2018).

Em torno de 5% de todos os pacientes com CD apresentam metéstases a distancia no
diagnostico. Destes, 30% obtém cura com uso de IRA e os demais apresentam refratariedade a
esta terapéutica (doenga metastatica ndo captante de iodo ou metastase que mesmo sensivel a
1odo apresenta aumento de dimensdes com uso de até 600 mCi de IRA) e necessitardo de outras
terapias, sendo a sobrevivéncia nesses casos significativamente menor. A terapia sistémica com
inibidores multiquinase € a Unica op¢do nessa situacdo atualmente, apesar de ndo ser uma
terapéutica curativa e possuir importantes eventos adversos. O uso desses inibidores pode ser
considerado na doenga localmente avancada ou metastitica que seja resistente a IRA e que ndo
possa ser abordada localmente, com progressdo rapida e sintomatologia significativa ou presenca
de lesdes ameacadoras a vida. Os objetivos nesse caso sdo reduzir a taxa de crescimento tumoral
e o impacto da doenga para permitir sobrevida livre de progressdo e controlar sintomas locais. A
quimioterapia tradicional € considerada apenas em casos refratirios ou com contraindicacdes e
essa terap€utica (PACINI et al., 2018; HAUGEN et al., 2016).

Alguns pacientes com CD podem piorar o prognostico durante o seguimento clinico. O
principal mecanismo para essa modificacio no comportamento do CD € a desdiferenciacdo
celular, que pode ocorrer em até 5% dos casos. E consequéncia de uma transicdo

epitelial-mesenquimal, na qual multiplas transformagdes bioquimicas e morfolégicas
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possibilitam células epiteliais polarizadas a assumir um fenétipo mesenquimal, aumentando a
proliferacdo, migracdo e habilidade de invasdo, além de resisténcia a apoptose. Além desse
mecanismo, ocorre redu¢cdo ou perda da expressdo de alguns marcadores de diferenciacdo de
tiredcitos, como o simportador de iodeto de sdédio e a tireoglobulina. Clinicamente, a
desdiferenciacdo é a responsavel pela perda da capacidade de captacdo de iodo pelas células,
podendo limitar o uso de IRA. Alguns compostos podem retardar ou interromper o processo de
desdiferenciacdo, além de atuar na modulagdo da sinalizacao purinérgica, em receptores celulares
especificos e na modulacdo da produg¢do de ROS, sendo possiveis ferramentas na terapia do
carcinoma de tireoide. Nesse contexto, os fitoquimicos sdo possiveis candidatos através de suas
propriedades antioxidantes (GONCALVES; DE FREITAS; FERREIRA, 2017; MAKIYAMA et
al., 2023).

2.2 Fitoquimico cafeina

Os fitoquimicos sao elementos quimicos de origem vegetal, encontrados em frutas,
verduras, leguminosas, grios e outros tecidos vegetais que possuem atividade bioldgica. Se
apresentam em composi¢do e quantidade extremamente varidveis nos alimentos e podem ser
classificados quanto a estrutura quimica conforme a Figura 5 (BAENA, 2015; PANG et al., 2021;
ABOTALESB et al., 2018).

Fitoguimicos
Compostos Compostos . » o :
. i i i Fitoesterdis arotendides
Feuion Alctioldes contendo nitrogénio organossulfurados

Cafeina

Figura 5 - Classificacdo da cafeina como fitoquimico.

Modificado de LIU, 2013.

As metilxantinas s@o originadas de bases purinicas consideradas alcal6ides devido sua
atividade biologica e presenca do nitrogénio heterociclico (Figura 6) (MATOS, 2014). Sao
derivados metilados da 2,6-dioxipurina ou xantina. Possuem uma estrutura basica onde os

hidrogénios nas posi¢des 1, 3 e 7 s@o trocados por substituintes metilicos, sendo as mais


https://www.zotero.org/google-docs/?6kJhs5
https://www.zotero.org/google-docs/?6kJhs5
https://www.zotero.org/google-docs/?vUBSxz
https://www.zotero.org/google-docs/?xGOvCC
https://www.zotero.org/google-docs/?2HeXy7

26

abundantes a cafeina (1,3,7- trimetilxantina) e as isoméricas teofilina (1,3-dimetilxantina) e

teobromina (3,7-dimetilxantina6) (ARAGAO et al., 2009).
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Figura 6 - Estrutura bioquimica das xantinas.

Adaptado de PECKOLT, 1943.

As principais metilxantinas sdo encontradas em varias bebidas como café e chds e vem
sendo exaustivamente estudadas devido as suas propriedades estimulantes do sistema nervoso
central e antioxidantes (MATOS, 2014). Possivelmente, as xantinas sdo os estimulantes mais
antigos conhecidos sendo que, neste contexto, a cafeina € um dos mais potentes (BRENELLI,
2003).

Nesse contexto, o café é uma das bebidas mais populares no mundo. Existem mais de 70
espécies de Coffea L., que possuem vdarios componentes bioativos. Dentre eles, a cafeina
(CsH,(N,O,; 1, 3, 7-trimetilxantina) cuja estrutura bioquimica estd descrita na Figura 7 (QIU et

al., 2019; LICZBINSKI; BUKOWSKA, 2022; ISMAIL et al., 2021).

Figura 7 - Estrutura bioquimica da cafeina.

Adaptado de PECKOLT, 1943.

A composicdo do café e concentragdo de seus bioativos sofre influéncia de intimeros
fatores como o método de producgdo, preparacdo e até armazenamento. O tipo de grdo, o cultivo,

as condicdes climdticas e o processamento podem ser responsaveis por alterar as propriedades
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dessa substancia. A torrefacdo pode degradar aproximadamente 1-2% da cafeina. Um copo de 25
mL de café expresso contém aproximadamente 2,4 mg/mlL de cafeina, enquanto a mesma
quantidade sendo preparada de forma filtrada entrega apenas 1,4 mg/mL (ISMAIL et al., 2021;
QIU et al., 2019; SHIN; HWANG; CHOI, 2019; GAASCHT; DICATO; DIEDERICH, 2015;
LICZBINSKI; BUKOWSKA, 2022).

As propriedades medicinais do café sdo atribuidas a uma variedade de seus componentes.
O consumo de cafeina (400mg/dia) mostrou-se seguro e apresenta propriedades antioxidantes,
sendo utilizada na formulagdo de vdrios medicamentos analgésicos e anti-inflamatérios além da
reducdo de risco de varias doengas, inclusive das neoplasias (GROSSO et al.,, 2017;
ZAMORA-ROS et al., 2019; HAN; KIM, 2017; GAASCHT; DICATO; DIEDERICH, 2015;
ISMAIL et al., 2021; OSARIEME; MODUPE; OLUCHUKWU, 2019; ABREU, 2014). Depois
de ingerido por via oral, o café é rapidamente absorvido no intestino com insignificante efeito de
primeira passagem. Posteriormente é metabolizado no figado através do citocromo P450 1A2
que leva a biossintese da cafeina. Esta € catalisada por trés metiltransferases (4cido salicilico,
acido benzodico e teobromina metiltransferase), sendo excretada na urina na forma de seus
principais metabdlitos: I-metilxantina, acido I-metilurico,
5-acetamino-6-formilamino-3-metiluracil e 1,7-dimetilurico (ISMAIL et al., 2021; QIU et al.,
2019). Estudos epidemioldgicos recentes sugerem que o consumo de café diminui o risco de
alguns tipos de canceres, como cancer de célon, figado, mama, endométrio e hepatocelular

(ABREU, 2014).

2.3 Acio da cafeina na glandula tireoide

Na literatura existem apenas descricdo de estudos em animais relacionando a glandula
tiredide com a cafeina, demonstrando reduciao dos niveis de tri-iodotironina (T3) e da propor¢ao
entre T3 e Tiroxina (T4) em ratos, devido a possivel inibicao de conversao periférica de T4 em
T3, além de reducdo na secrecdo de TSH (KAMELY; KARIMI; RAHIMI, 2016; SPINDEL et
al., 1980). Clozel e seu grupo encontraram redug¢do no T4 livre de ratos recém-nascidos, por
possivel aumento de conversdo periférica em T3 ou inibi¢do direta na sintese de T4. A secrecao
de TSH poderia ser influenciada pela exposi¢cao cronica a cafeina, reduzindo sua capacidade de
responder ao feedback do hormoénio liberador de tireotrofina (TRH) hipotalamico. Entretanto, os

ratos nascem com eixo hipotdlamo hipéfise imaturo, o que pode diferenciar de fetos humanos
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que ja nascem com responsividade maior ao TRH fetal (CLOZEL et al., 1983). As evidéncias em
seres humanos sdo mais complexas devido a varios vieses, porém ¢ sugerida uma influéncia
transitéria no TRH. O consumo de cafeina por adultos sauddveis que normalmente bebem de 2-3
xicaras de café ndo foi capaz de causar mudancas nos niveis séricos de TSH e T3 apds 4 horas da

exposicdo. (OLIVEIRA et al., 2018).

2.4 Sistema purinérgico

O sistema purinérgico € constituido por moléculas sinalizadoras, enzimas e receptores e
participa de uma série de efeitos biologicos como a estimulacdo (ou inibi¢do) da morte celular,
proliferacdo, migragdo, diferenciacdo, secre¢do de fatores de crescimento e mediadores
inflamatérios, sendo localizado em praticamente todas as células do organismo (CARDOSO;
MANFREDI; MACIEL, 2021; MANICA, 2019; CAVALHEIRO, 2022).

Este sistema compde-se de trés grupos: as biomoléculas, que sdo nucleotideos formados
por uma base nitrogenada, um grupo fosfato e uma ribose ou desoxirribose (principalmente
adenosina trifosfato - ATP, adenosina difosfato - ADP e adenosina monofosfato - AMP) e os
nucleosideos que diferem dos primeiros por ndo possuirem o grupo fosfato adenosina (ADO); os
receptores purinérgicos que dividem-se em dois grupos, os receptores de ADO (P1), com quatro
subtipos e os receptores P2, subdivididos na familia P2X (ionotrdpicos ligados a canais na
membrana plasmética) e P2Y (metabotrépicos acoplados a proteina G); finalmente, existem as
enzimas, que sdo responsdveis por hidrolisar as biomoléculas e compreendem as
ectonucleotidases (ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase — (E-NPP), E-NTPDases (do
inglés ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase - e seus subtipos, como a
E-NTPDasel/CD39), ecto-5’-nucleotidase (E-5’-NT/CD73) e fosfatases alcalinas, além da
adenosina deaminase (ADA) (MARAFON, 2022).

As E-NTPDases e as E-NPPs catalisam a hidrélise do ATP e ADP formando AMP, que
através da enzima E-5’-NT serd hidrolisada em ADO e finalmente degradada pela ADA gerando
inosina que € um metabdlito inativo. Este € convertido em hipoxantina, oxidado a xantina e
metabolizado em dcido trico (NOAL, 2012).

Dentre as biomoléculas, o ATP € uma das principais e atua como molécula energética na
fosforilagdo oxidativa no meio intracelular, promovendo a liberacdo de energia quando

degradado em ADP e AMP. Apds a liberacdo, o ATP € degradado pelas ectonucleotidases. No
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meio extracelular, o ATP tem uma meia vida curta e age como sinalizador. Sua acao ird depender
da concentracdo, localidade e receptor acoplado, podendo apresentar atividades diferenciadas
conforme o meio. Quando em baixas concentracdes e ligado a receptores do tipo P2Y, o ATP
promove efeitos anti-inflamatérios e imunossupressores. Entretanto, quando essa biomolécula se
apresenta em maior quantidade promove efeitos pré-inflamatérios e induz dano celular
(MARAFON, 2022; BAGATINI et al., 2018). O ADP no meio extracelular atua como um
mediador primdrio da ativagdo plaquetdria, contribuindo para a homeostasia e formacdo de
trombos, através do seu efeito agregador apds danos teciduais. O AMP é um metabdlito
intermediario da hidrélise do ATP que exerce a funcdo de sinalizador em situagdes de
desequilibrio metabdlico, servindo como substrato para a formacdo da ADO (CAVALHEIRO,
2022).

A ADO ¢é um nucleosideo sinalizador de dano celular, produzido tanto intra como
extracelularmente por degradacdo enzimatica, tendo acdo citoprotetora por mediar agdes
anti-inflamatérias e imunossupressoras. Apds ligacdo a seus receptores especificos, promove o
aumento ou diminui¢do dos niveis de AMPc e consequentemente direcionando a via da proteina
cinase ativada por mitégeno MAPK, fosfatidilinositol 3-cinase ou fosfolipase C (MARAFON,
2022; BAGATINI et al., 2018). Os receptores de ADO promovem a ativagdo da MAPK, levando
a sobrevivéncia, crescimento celular e diferenciacdo além de modular a atividade da adenilato
ciclase que promove a regulacdo da concentragdo intracelular de AMPc (MARAFON, 2022;
CAVALHEIRO, 2022).

Os receptores P2Y reconhecem ATP e varios outros nucleotideos, incluindo ADP,
trifosfato de uridina, difosfato de uridina (UDP) e UDP-glicose ¢ modulam a sinalizacio pela
regulacdo dos niveis intracelulares de AMPc, desencadeando assim seus mecanismos de
transducdo de sinal. Os receptores P2X tem como agonista principal o ATP e o subtipo P2X7
exerce um papel diferenciado ao induzir a formagao de poros de condugdo levando a apoptose. A
expressdao dos purinoreceptores P2Y e P2X em células imunes e inflamatdrias promove a
modulacdo de respostas-chave, como quimiotaxia e liberacdo de citocinas (MARAFON, 2022;
MANICA, 2019; BAGATINI et al., 2018; CAVALHEIRO, 2022).

As ectoenzimas purinérgicas regulam a concentracdo extracelular de ATP e ADO,
portanto, as moléculas de nucleotideos, apds desempenhar suas funcdes organicas, sao
degradadas de modo a manter seus niveis extracelulares em concentragdes fisiologicas. A
atuacdo destas ectoenzimas compreende a hidrélise dos nucleotideos extracelulares em seus

respectivos nucleosideos, para tanto, as ectonucleotidases estdo ancoradas a membrana celular,
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com o sitio ativo voltado ao ambiente extracelular, podendo estar presente também em forma
soluvel no meio intersticial. A E-NPP catalisa a hidrélise de ATP em AMP, as E-NTPDases
hidrolisam tanto ATP em ADP e ambas em AMP. A E-5’-NT promove a hidrélise do AMP em
ADO e a ectoenzima ADA tem como fun¢do promover a desamina¢do da ADO em inosina e a
deficiéncia dessa enzima ocasiona o acimulo de subprodutos téxicos da degradacdo de purinas

(Figura 8) (MARAFON, 2022; BAGATINI et al., 2018).
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Figura 8 - Ilustracao com sumario das moléculas principais que compdem o sistema
purinérgico.
Elaborado pela autora com o uso do BioRender.

Fisiologicamente as biomoléculas purinérgicas sdo encontradas no meio extracelular em
baixas concentragdes e esse equilibrio ¢ um fator crucial na homeostase imune. Em algumas
condi¢des, como em resposta ao dano celular nos sitios inflamatorios ou ao estresse oxidativo, a
quantidade das biomoléculas pode ser modificada e comprometer de diversas maneiras a resposta
do organismo de acordo com sua concentragdo, taxa de degradacdo e expressdo de receptores

(CARDOSO; MANFREDI; MACIEL, 2021).

2.5 Sistema purinérgico, tireoide e cafeina

A andlise imuno-histoquimica da tireoide demonstrou que hd a expressdo de diversos
receptores do sistema purinérgico nas células foliculares e endoteliais da familia P2X e P2Y. Nas

disfuncdes glandulares, o equilibrio de nucleotideos extracelulares e ADO € afetado: no
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hipotireoidismo a E-NPP, E-5’-NT e alguns subtipos de E-NTPDases apresentam atividade
elevada, aumentando niveis de ADO e a hidrélise do AMP a ADO. J4 no hipertireoidismo, niveis
de ATP, ADP e AMP estdo aumentados devido a reducdo da atividade dessas enzimas,
diminuindo a hidrélise dessas biomoléculas (CARDOSO; MANFREDI; MACIEL, 2021;
BJELOBABA; JANJIC; STOJILKOVIC, 2015; BALDISSARELLI, 2017).

Além da influéncia nas tireoidopatias, o sistema purinérgico atua como uma via de
sinalizacdo importante na progressao de células tumorais, pois nesta condi¢do existe um
desbalanco na concentragdo das biomoléculas e modificacdo na expressdo dos receptores. Nos
casos de neoplasia tireoidiana, estudos mostram que a atividade da E-NTPDase se encontra
reduzida, levando a aumento de concentracao extracelular de ATP. Sugere-se que essa reducio da
hidrélise de ATP poderia representar uma tentativa de autoprotecdo exercida pelas células, pois o
ATP também pode exercer efeitos antitumorais. Também se observou redugdo da hidrdlise de
ADP pela E-NTPDase, o que poderia relacionar essa biomolécula a eventos tromboembdlicos
frequentemente associados a neoplasias. A hidrdlise do AMP pela E-5’-NT sofre um aumento
significativo nas plaquetas dos pacientes com neoplasia, levando a geracdo de ADO, sendo um
dos passos cruciais para a progressdao tumoral. O aumento de ADO estd associado a
neovascularizacdo tumoral, invasividade e metdstase e com menor tempo de sobrevivéncia dos
pacientes. A ectoenzima ADA seria responsdvel por hidrolisar a ADO a moléculas inativas,
porém na condicdo de neoplasia a atividade da ADA também se encontra reduzida, perpetuando
o excesso de ADO extracelular (CAVALHEIRO, 2022; MALDONADO et al., 2012; ZANINI et
al., 2012; BURNSTOCK, 2014).

Além disso, as células de carcinoma papilifero de tireoide expressam o receptor P2X7
que se relaciona com fatores de mau progndstico, além de diversos subtipos de receptores P2Y.
Ligando-se neste receptor o ATP promove aumento intracelular de sédio e célcio além de
ativacdo de vias sinalizadoras da fosfatidilinositol 3 quinase, AKT, fator induzido por hipdxia 1a
e fator nuclear kappa B, induzindo a proliferacio de células neoplédsicas. A ativacdo desse
receptor também promove efluxo de potdssio, modulando a atividade do inflamassoma. A ligacao
do ATP aos receptores P2Y gera estimulo a diferenciacio celular. A ativagdo do P2Y2 permite a
migracdo de células cancerigenas do sangue para o espaco extravascular, promovendo
metdstases. O ATP também estimula a liberacdo de metaloproteinases da matriz que promovem
degradacdo da matriz extracelular e invasdo de células tumorais (MALDONADO et al., 2012;

ABREU, 2014; MARAFON, 2022; CARDOSO; MANFREDI; MACIEL, 2021).
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Devido a semelhanca estrutural entre a cafeina e a ADO, a cafeina tem a capacidade de se
ligar e antagonizar ndo seletivamente os receptores purinérgicos P1, impedindo a a¢do da ADO,
supostamente reduzindo a angiogénese que € um processo fundamental para o crescimento do
tumor e metéstases. Também tem sido demonstrada sua participa¢do na reducdo do crescimento
de tumores via apoptose através da ligacdo aos receptores P1 expressos nas células tumorais

(ABREU, 2014).

2. 6 Estresse oxidativo

A oxidagdo das moléculas gera ROS, instdveis de e meia vida curta, muito reativas devido
ao fato de possuirem um ou mais elétrons externos desemparelhados, incluem o anion
superdxido (O2-), peréxido de hidrogénio (H202-), e radicais hidroxila (OH-). Em quantidades
acima das fisiolégicas e em combinacdo com supressdo dos agentes antioxidantes geram o
estresse oxidativo. Essa condicdo € nociva a lipidios, proteinas e dcidos nucleicos, alterando suas
funcionalidades gerando oxidagdo de carboidrato e dcidos, reticulacdo de proteinas do DNA,
alteracdes na estrutura das bases nitrogenadas, oxida¢do das proteinas e oxidacdo de tidis
ocasionando a perda da atividade das proteinas, inibi¢do da atividade enzimética, desativacao de
receptores e peroxidacao lipidica, ocasionando impactos a estrutura das membranas com perda
da integridade destas, além da formacdo de aldeidos reativos e da migracdo descontrolada de
compostos bioativos. Além disso, ocorre aumento da expressdo de oncogenes que podem
contribuir para a carcinogénese. O principal alvo da peroxidag@o por ROS sdo os dcidos graxos
poli-insaturados nos lipidios da membrana, levando a formacao de perdxidos lipidicos como o
malondialdeido (MDA) (CAVALHEIRO, 2022; MARAFON, 2022; MANICA, 2019).

O sistema de defesa antioxidante tem a fun¢do de inibir e/ou reduzir os danos causados
pela acdo deletéria dos radicais livres ou das ROS. Os antioxidantes sdo representados pelas
enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) localizadas no citoplasma, mitocondria e na
matriz extracelular, que catalisam a dismutacdo do O2- a H202 e O2; a catalase (CAT), que atua
na decomposi¢do de H202 a O2 e H20; a glutationa peroxidase (GPx), que atua sobre peréxidos
em geral, com utilizacdo de glutationa como co-fator; a glutationa redutase (GR); a
peroxirredoxina e finalmente a tioredoxina. Além das enzimas citadas, outros compostos atuam
na eliminacdo das ROS, que compreendem os antioxidantes ndo enzimdticos e os antioxidantes

exdgenos, como a vitamina C, vitamina E, os carotenoides, os polifendis e uma diversidade de
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minerais. Entretanto, nesse grupo destacam-se os compostos contendo grupos sulfidrila (SH)
chamados tidis, cuja capacidade de evitar a oxidagcdo deve-se, geralmente, ao dtomo de enxofre
que pode facilmente acomodar a perda de elétron. A glutationa reduzida (GSH) é o tiol
ndo-proteico mais abundante presente nas células animais e dentre as fungdes celulares se
destacam a capacidade de transformar as vitaminas C e E oxidadas em suas formas originais, sua
participacdo na sintese e no reparo da molécula de DNA, sua utilizacdo pelo figado na
desintoxica¢do de compostos toxicos e seu papel protetor frente as proteinas. A GSH participa na
decomposicdo do H202, potencialmente téxico, que € convertido em 4gua na reagdo catalisada
pela GPx. A glutationa oxidada resultante € reciclada a forma reduzida pela GR e dinucleotideo
de nicotinamida e adenina. Dessa forma, este processo de reciclagem e consequente manutengao
de niveis adequados de GSH pode prevenir o dano celular causado pelo estresse oxidativo

(Figura 9) (MANICA, 2019; CAVALHEIRO, 2022; MARAFON, 2022).
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Figura 9 - Principais mecanismos celulares envolvidos no estresse oxidativo.
Elaborado pela autora com o uso do BioRender.

2.7 Estresse oxidativo, tireoide e cafeina

Nas doencas tireoidianas o estresse oxidativo pode induzir disfuncdo endotelial e

aumentar a reatividade plaquetdria através de efeitos diretos sobre as plaquetas, como aumento
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da peroxidacdo lipidica e deplecdo de sistemas de defesa antioxidante. Em conjunto, esses
mecanismos podem contribuir para o aumento do potencial trombético evidenciado no
hipotireoidismo. Além disso, sugere-se que o aumento da producdo de ROS poderia ser um dos
responsaveis pelos niveis de ADO diminuidos no hipertireoidismo (CARDOSO; MANFREDI;
MACIEL, 2021).

O desenvolvimento do cancer corresponde a acdo de multiplos eventos, nos quais as ROS
encontram-se envolvidas em todas as etapas e seu efeito € diretamente proporcional ao tipo e a
reatividade dos radicais envolvidos. Inicialmente ocorrem as mutacdes do DNA resultantes da
desaminacdo das bases nitrogenadas e oxidacdo da guanina que promove a quebra das fitas,
apresentando um efeito oncogénico por meio de replicacdo, transcricdo e traducdo alteradas,
podendo promover alteracdes nos principais genes supressores tumorais e mutagdes em genes
codificadores que regulam o processo do estresse oxidativo, perpetuando o mesmo. Niveis
elevados de ROS resultam em peroxidacdo de lipidios de membranas, que contém acidos graxos
insaturados, muitos deles poli-insaturados e, portanto, suscetiveis a oxidacdo por estas
substancias, que além de causarem peroxidagdo lipidica, causam oxidagao de proteinas, perda ou
enfraquecimento da estrutura e fun¢do da membrana celular, além de geracdo de produtos de
aldeido como a acroleina, crotonaldeido, MDA e 4-hidroxi-2-nonenal. Além disso, as ROS
também promovem a liberagdo de fatores angiogénicos, como o VEGEF, atuando também na
progressdo do cancer (MARAFON, 2022; CAVALHEIRO, 2022). O estresse oxidativo também
estd envolvido no processo de carcinogénese por outros mecanismos: metabolismo energético
alterado pela condi¢do geral do paciente ou por efeitos colaterais de medicamentos utilizados
nessas condi¢des, como caquexia, nduseas e vomitos, os quais impedem uma nutri¢io normal e,
portanto, um suprimento normal de nutrientes como vitaminas antioxidantes, que levam a um
desequilibrio entre antioxidantes e oxidantes e ativa¢do cronica inespecifica do sistema imune
com uma produgio excessiva de citocinas pro-inflamatdrias, o que, por sua vez, podem aumentar
a producao de ROS (CAVALHEIRO, 2022).

Excessos na produ¢do de ROS estdo associados a mecanismos de resisténcia a
terapéuticas tradicionais, sendo que a desregulacdo desse metabolismo redox também pode ser
responsdvel por resposta inadequada aos tratamentos e também pelos efeitos colaterais que mais
afetam a qualidade de vida dos pacientes portadores de neoplasias (MIRANDA-GALVIS et al.,
2021). Evidéncias cientificas indicam que compostos antioxidantes podem auxiliar o progndstico
de tumores, principalmente aqueles provenientes de frutas e vegetais, que possuem elevado teor

de compostos bioativos categorizados em fitoquimicos (como por exemplo a cafeina),
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micronutrientes (vitaminas e minerais) e fibras. Esses compostos possuem propriedades
anti-inflamatoérias, sdo reguladores imunoldgicos e atuam como antioxidantes, reduzindo a
producdo de ROS que favorecem o microambiente tumoral e consequentemente protegendo
contra o estresse oxidativo. A cafeina mostrou efetiva inibi¢do da peroxidacdo lipidica in vitro
induzida por ROS em microssomos de figado de rato, sendo seu potencial antioxidante
semelhante ao da glutationa e superior ao do acido ascérbico (MIRANDA-GALVIS et al., 2021;
MARAFON, 2022; CAVALHEIRO, 2022).

Além disso, a exposi¢do a cafeina em células neopldsicas demonstrou aumento endégeno
na produgdo de 6xido nitrico (ON), sendo esta uma das possiveis causas de inducdo de morte
celular. O ON ¢é uma molécula sinalizadora gerada por diversas vias, podendo interferir em
processos homeostaticos e patoldgicos. Pode apresentar efeitos pré tumorais em concentragdes
baixas, porém o aumento da sua concentragdo, seja por liberacao de granuldcitos vigilantes, pela
propria célula tumoral ou mesmo por tratamentos experimentais estd relatada como promotora de

apoptose (YARLAGADDA et al., 2017).
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3 METODOLOGIA / MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de desenvolvimento da pesquisa

Os ensaios foram desenvolvidos nos Laboratérios de Cultivo Celular, Bioquimica e

Biologia Molecular da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Chapecd, SC.

3.2 Produtos quimicos e reagentes

Os produtos quimicos e reagentes utilizados para este estudo sdo de alto grau analitico
adquiridos da Sigma-Aldrich (SigmaAldrich, St. Louis, Estados Unidos da América) e Merck
(Darmstadt, Alemanha). Os plasticos e reagentes utilizados para os procedimentos de cultura de
células foram obtidos na Gibco ™ Thermo Fisher Scientific (Grand Island, Nova lorque, Estados
Unidos da América) e Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, Estados Unidos da América).
Todos os ensaios espectrofotométricos foram lidos usando um leitor de 96 microplacas
SpectraMax® i3 Multimode Plate Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, Estados Unidos da

América).

3.3 Cultura celular

A cultura de células provenientes de carcinoma papilifero de tireoide, linhagem celular
TPC-1, foi obtida no banco de células do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em frascos
com meio Roswell Paryk Mamorial Institute (RPMI)-1640 modificado para conter 2 mM de
L-glutamina, 10 mM de 4cido hidroxietil piperazineetanesulfonico, 1 mM de piruvato de sddio,
4500 mg/L de glicose com soro fetal bovino até uma concentracao final de 10%. Apds o preparo,
as células foram mantidas em uma incubadora umidificada a 37 °C com 5% de di6xido de
carbono (CQO,), passaram por avaliacdo quanto a presenca de contaminagdo diariamente e 0 meio

de cultura foi trocado a cada dois dias.

3.4 Células mononucleares do sangue periférico (PBMCS)

As PBMCS foram utilizadas para avaliar a citotoxicidade dos compostos em células nao

tumorais. Foi coletado sangue periférico por pun¢do venosa de um individuo saudavel, utilizando
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tubos de coleta de sangue BD Vacutainer® BD Biosciences (San Diego, Estados Unidos da
América) com anticoagulante K2-EDTA (1,8 mg/mL). Para o isolamento de PBMCS, 20 mL de
amostras de sangue foram transferidos e separados em tubos de 15 mL contendo meio de
gradiente de densidade celular Histopaque®-1077 (1,077 g/mL) Sigma-Aldrich (St. Louis,
Estados Unidos da América) (2:1). Para coleta da interfase, os tubos foram centrifugados por 30
min a 1800 rpm e as PBMCS foram coletadas e transferidas para um novo tubo, lavados com
solucgdo fisioldgica (0.9%) e centrifugadas por 10 min a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado
e em seguida foram adicionados 5 mL de tampao hemolitico, a fim de remover resquicios de
hemadcias. As células foram centrifugadas novamente por 10 min a 1500 rpm, o sobrenadante
descartado e as mesmas lavadas com solucao fisioldgica (0.9%). Apds a centrifugacido, as células
foram ressuspensas em RPMI 1640 Gibco™ Thermo Fisher Scientific (Grand Island, Estados
Unidos da América) contendo 10% de SFB suplementado com penicilina/estreptomicina e
anfotericina B e cultivadas em placas com 96 pocos na densidade celular de 1x10°. As células
foram mantidas em estufa de atmosfera modificada a 37°C com 5% de CO, usando uma

incubadora de CO,.

3.5 Cafeina

A cafeina foi adquirida comercialmente na Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
Estados Unidos da América) e dissolvida em meio de cultura RMPI para obter as concentracoes
de 0,5 mM; 1,0 mM; 2,0 mM; 4,0 mM e 8,0 mM, conforme descrito por Deplanque (2004),
modificado através de estudos pilotos realizados e com estudo anterior em células SK-MEL-28.

Os testes submeteram as células TPC-1 a 24 horas de exposi¢do a cafeina.

3.6 Ensaios laboratoriais realizados

A seguir serdo descritos os métodos de avaliagdo de resposta aos tratamentos empregados
nas células do modelo TPC -1, considerando viabilidade celular, migra¢do celular, sistema
purinérgico, resposta inflamatdria e estresse oxidativo. O controle com as PBMCS foi realizado

apenas no ensaio do MTT.
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3.6.1 Ensaio de viabilidade celular pelo MTT

A viabilidade celular foi avaliada em oxiplicata por método colorimétrico através do
ensaio MTT (3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazdlio). O reagente MTT foi
adicionado a uma placa de 96 pogos contendo a amostra tratada, que foi incubada por 2 horas a
37 °C. Ap6s a incubagio, o sobrenadante foi removido e as células foram ressuspendidas em 200
uL de dimetilsulféxido. A absorbancia foi lida em um espectrofotdmetro a 570 nm

(MOSMANN, 1983).

3.6.2 Ensaio de viabilidade celular pela microscopia com fluorescéncia

As células TPC 1 foram semeadas em uma densidade de aproximadamente 1x10°
células/poco, em placas com 96 pocos, lavadas duas vezes com tampao fosfato salino e coradas
com laranja acridina (OA) para avaliar as mudangas morfolégicas como descrito por McGahon
(MCGAHON et al., 1995). As células vidveis captam o corante nos padrdes de dcidos nucleicos
de dupla fita ou fita dnica. Quando o corante infiltra o DNA celular, ele emite uma fluorescéncia
na cor verde apods excitacdo a 480-490 nm. Para o tetrametilrodamina (TMRE) as células
receberam o mesmo preparo e foram incubadas por 30 minutos com 100 pl de uma solugdo
contendo TMRE (20 nM), uma tintura catidnica que se acumula em mitocOndrias ativas e emite
uma coloragdo vermelha quando excitada a 550 nm. As leituras foram feitas utilizando um
microscopio de fluorescéncia com magnificacdo de 10x e ajustado para brilho, contraste e
sombra linearmente utilizando o software Fotos (Windows®). Posteriormente foi realizada a

mensuracdo da intensidade de fluorescéncia com o uso do software Imagel.

3.6.3 Teste de migracao de celular

O teste de migragdo celular foi realizado como descrito por Justus (JUSTUS et al., 2014)
para avaliar a migracdo celular das células neoplasicas. Uma camada tnica de células TPC-1 foi
cultivada em uma densidade de 1x10° células/po¢o em placas com 6 pogos. O teste foi realizado
em oxiplicatas. Apds confluéncia total, uma fenda foi criada com uma ponta estéril de 200 pl e
realizado um registro inicial com microscopia dptica magnificada a 4x. Apds 24h de tratamento
com cafeina em diferentes concentracdes, o sobrenadante foi removido, as células foram lavadas

com solug¢do salina e uma nova imagem foi obtida. Para realizar a andlise estatistica, cinco pontos


https://www.zotero.org/google-docs/?WSTK9e
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diferentes na ferida foram mensurados utilizando o software Imagel.

3.6.4 Marcadores do estresse oxidativo

As andlises de estresse oxidativo foram realizadas no sobrenadante (2 ml) das culturas de
células TPC-1. Para quantificar a atividade antioxidante, foi determinada a quantidade de ti6is
totais (PSH) e tidis ndo protéicos (NPSH) através do método de Boyne e Ellman (1972) com
modificagdes. A anélise de ON foi realizada em triplicata conforme os protocolos de Choi (2012)
e Noh et al. (2015). A quantificacdo de ROS foi realizada em duplicata de acordo com o método

de Ali, Lebel e Bondy (1992).

3.6.5 Sistema purinérgico - avaliaciao da atividade das enzimas que hidrolisam nucleotideos

e nucleosideo de adenina

A atividade das enzimas E-NTPDase e E-5’-Nucleotidase foi realizada na linhagem
TPC-1 com metodologia adaptada segundo Pilla et al. (1996) modificada por Lunkes et al.
(2003). A atividade da ADA foi determinada nas amostras citadas segundo método descrito por

Giusti e Galanti (1984). Todos os testes foram realizados em oxiplicatas.

3.7 Analise dos dados

Os dados foram avaliados através da andlise de varidncia ANOVA. Quando houve
diferenca, os grupos foram comparados entre si com correcao de Student-Newman-Keuls para
varidveis paramétricas e correcdo de Dunn para varidveis ndo paramétricas. Os resultados foram
apresentados como média e desvio padrdo, para varidveis paramétricas, e sob a forma de mediana
e faixa de variacdo para varidveis ndo paramétricas. Foram consideradas estatisticamente
significantes as diferencas em que a probabilidade de rejeicao da hipétese de nulidade for menor

que 5% (p<0,05).

3.8 Financiamento

O projeto de pesquisa foi custeado em parte pelo edital de pesquisa GR/UFFS/89/2022,

além de materiais provenientes de verbas de outros editais de pesquisa ja aprovados pelos
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pesquisadores envolvidos, que também foram utilizados, além de complementacdao com fundos
proprios do pesquisador.
Os equipamentos necessarios para o desenvolvimento das técnicas de cultivo celular, bioquimica

e moleculares aqui descritas estdo disponiveis nos laboratérios de pesquisa da UFFS.

3.9 Aspectos éticos

A pesquisa foi submetida para andlise pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS, Campus Chapecd, SC, Brasil) e
aprovada através do CAAE 03057018.6.0000.5564 e o doador de sangue assinou Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido para participar do estudo.
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4 RESULTADOS

Quanto a avalia¢do de viabilidade celular pelo teste do MTT, observou-se que as células
TPC-1 apresentaram reducio estatisticamente significativa na viabilidade celular ao se comparar
a média de absorbancia apds exposi¢cdo com o valor da média do controle (P=0,0016 para 0,5
mM; P=0,0271 para 1 mM; P=0,0046 para 2 mM; P=0,0018 para 4mM e P=0,0023 para 8 mM)
(Figura 10A). Ao se expor as células PMBCS ao mesmo tratamento, nao foi observado diferenca
no percentual de viabilidade celular em relacdo ao controle (Figura 10B), o que demonstra que a
cafeina em todas as concentracdes estudadas reduziu a viabilidade celular nas células TPC-1 e

ndo teve impacto na viabilidade celular de células ndo tumorais.
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Figura 10 - MTT - Células TPC-1 (A) e PBMCS (B) expostas a cafeina.
*(P=0,0271); **(P=0,0016/0,0046/0,0018/0,0023); *NS - Nio significativo. Dados apresentados como média e

desvio padrio.

A avaliacdo da viabilidade celular usando o método de microscopia com fluorescéncia
demonstrou que a cafeina é capaz de reduzir a proliferacdo celular das células TPC-1 apds
exposicdo. A Figura 11A apresenta o aspecto das células como observado pela microscopia apds
aplicac@o dos fluoréforos, a primeira linha utilizando OA (colorag¢do nuclear) e a segunda linha
com TRME (colora¢do mitocondrial) e os resultados numéricos apds aferi¢do da intensidade da
fluorescéncia gerada (Figura 11B). Na andlise da colorac¢io nuclear, houve redugao significativa a
partir da exposi¢do a 1 mM (P=0,0003 para 1 mM; P= 0,0008 para 2 mM e P<0,0001 para4 e 8
mM) e na coloracdo mitocondrial todas as concentracdes apresentaram diferencas significantes

(P<0,0001).
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Figura 11 - Microscopia com fluorescéncia das células TPC-1 apds tratamento com cafeina (A);

Analise da fluorescéncia utilizando a coloragdo TRME (B) e a coloracdo OA (C). **#(P<0,0008);
*#%%(P<0,0001). Dados apresentados como média e desvio padrao.

No teste de migracdo celular foi possivel observar que as células TPC-1 ndo foram
capazes de proliferar apds exposi¢do a cafeina, em todas as concentragdes estudadas, de maneira
significativamente estatistica (P<0,0001). A Figura 12A demonstra a andlise microscopica do
teste, sendo que a primeira linha representa o tempo inicial e a segunda linha a reavaliacdo apds
24h de tratamento. J4 na Figura 12B € possivel observar a comparacdo numérica entre a

migracdo celular no controle e nas células expostas.
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Figura 12 - Avaliacdo microscépica do teste de migragao celular (A) e comparacio do
percentual de fechamento de ferida em micrometros entre controle e células TPC-1 expostas a
cafeina (B).

#%%%(P<0,0001). Dados apresentados como média e desvio padrao.
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Quanto a avaliacdo de estresse oxidativo, as células TPC-1 expostas apresentaram
aumento na quantidade de ON em relacdo ao controle de maneira significativa apenas na
exposi¢do a 8mM (P=0,015) (Figura 13A). Além disso, observou-se que a partir da concentragcao
de 2mM houve aumento significativamente estatistico no acimulo de ROS (P<0,000 para 2 mM;

P=0,0003 para 4 mM e P<0,0001 para 8 mM) (Figura 13B).
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Figura 13 - Quantificacao do ON (A) e quantificacdo de ROS (B) nas células TPC-1 ap6s

exposi¢ao com cafeina.
*(P=0,015); ***(P=0,0003); ****(P<0,0001). *NS - nao significativo. Dados apresentados como média e desvio
padrdo.

Ainda na avaliacdo do estresse oxidativo nas células TPC-1, observou-se que apds o
tratamento ndo houve varia¢do significativamente estatistica na medida indireta das defesas

antioxidantes PSH e NPSH (Figura 14).
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Figura 14 - Medida indireta de tidis proteicos (A) e nao proteicos (B) em células TPC-1

expostas a cafeina.
*NS - ndo significativo. Dados apresentados como média e desvio padrao.



No sistema purinérgico, a avaliagdo da atividade da enzima E-5’-NT foi obtida através da
mensuragdo da hidrdlise de AMP. Em todas as concentracdes estudadas houve reducao
significativamente estatistica na atividade enzimatica (P=0,0005 para 0,5 mM; P<0,0001 para
ImM, 2 mM, 4 mM e 8 mM) (Figura 15A). A atividade da enzima E-NTPDase foi avaliada
através da hidrdlise da ATP e da ADP (Figura 15 B/C). Nas células TPC-1 expostas as
concentragdes de 0,5 (P=0,015) e 2mM (P=0,016) apresentaram reducdo significativa de
hidrélise de ATP, sugerindo uma reducao na atividade enzimatica nessas concentracdes (Figura
15B). Por fim, também foi realizada a mensuragdo da atividade da ADA através da quantificacdao

da hidrélise de ADO. Em nenhuma concentracdo estudada houve diferencga significativamente

estatistica (Figura 15D).
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Figura 15 - Avaliacdo indireta 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. Dados apresentados como média e
desvio padrdo.

Os achados encontrados ap0s a realizacdo de todos os testes estdo resumidos na Figura
16.
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Figura 16 - Resumo dos mecanismos de acdo da cafeina nas células TPC-1.
Elaborado pela autora com o uso do BioRender.
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5 DISCUSSAO

A cafefna apresentou diversas maneiras de impactar as células TPC-1. No ensaio do
MTT, demonstrou reducdo significativa de viabilidade celular nas células TPC-1 expostas em
todas as concentracdes estudadas. Outros estudos que também utilizaram cafeina, porém em
linhagens celulares diferentes, encontraram resultados semelhantes: Jiang e colaboradores
trataram células de glioblastoma com cafeina em concentragdes de 1 a 20 mM por 24h e
encontraram reducdo de viabilidade celular em todas as concentragdes (JIANG et al., 2015). Em
células de cancer de mama MCF-7 também houve reducao de viabilidade celular com cafeina em
doses iguais e maiores a 2,5 mM (MACHADO et al., 2020). Na linhagem celular U87MG
(glioma humano) doses de 0,05 mM a 5 mM trouxeram os mesmos resultados (KU et al., 2011).
Outro estudo usando células MCF7 tratadas com cafeina em cdpsulas nanossomais em
concentragdes de 0.05, 0.1, 0.2, e 0.25 mg/mL por 24h e 48h também encontraram redugdo de
viabilidade celular de maneira dose-dependente (AHRABI; TABAIE; MOGHADAM, 2021).
Células HNS (carcinoma de lingua) e KYSE-30 (carcinoma de es6fago) tiveram a viabilidade
reduzida proporcionalmente com doses maiores de cafeina, em tratamentos de 3 dias e 7 dias
com doses de 5 mmol, 20 mmol, 50 mmol e 70 mmol (TONKABONI et al., 2021). Nas células
WEHI-164 (fibrossarcoma murino), A-375 (melanoma humano), MCF-7 e HeLa (cancer de colo
de utero) a cafeina usada em concentragdes de 5 mM a 20 mM reduziu a sobrevivéncias das
células de 10% a 40%, apés 48h de exposicdo (BELIZARIO; TILLY; SHERWOOD, 1993).
Finalmente, células Hela tratadas com a mesma substancia por 24h, 48h e 72h também tiveram
reduzida proliferacdo celular de maneira dose e tempo dependente (LU et al., 2014).

Apesar de reduzir a viabilidade celular em células TPC-1, no presente estudo a cafeina
preservou a viabilidade das PBMCS. Outro grupo avaliou células hepdticas saudaveis apds
tratamento com cafeina em 0,6 uM, 6 uM, 60 uM e até 600 uM e ndo encontrou reducdo na
viabilidade celular (LEAO et al., 2021), o que sugere que células nio neoplasicas sido poupadas
dos efeitos induzidos pela cafeina.

Também foi avaliada a viabilidade celular através da andlise de microscopia com
fluorescéncia, sendo que na coloracio TRME todas as concentracdes de cafeina utilizadas
reduziram a viabilidade das células e na coloracio OA o mesmo resultado foi encontrado, porém
nas concentracdes acima de 1 mM. Células H1299 (cancer de pulm@o) apresentaram morte
celular a exposi¢ao com cafeina em 10 mM e 20 mM por 24h, na microscopia com fluorescéncia

evidenciando reduc¢do do tamanho das células, deformidades mitocondriais e fragmentagcao
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nuclear (HALAS, 2014). Em células de osteossarcoma (HOS), fibrossarcoma (HT1080) e
osteossarcoma murino (LMS8) tratados com 0,5 mM cafeina por 24h a microscopia apés
coloragdo com TRME também demonstrou reducao significativa de viabilidade celular em todas
as linhagens estudadas (ABE, 2019).

No teste de migragdo celular, apds a indugdo da ferida na placa, todas as concentragdes de
cafeina utilizadas foram capazes de evitar a proliferacdo celular. No mesmo teste, células de
carcinoma hepatocelular (HepG2 e Huh7) tratadas com cafeina em concentracdes de 100 uM,
200 uM, 400 uM e 600 uM reduziram proliferacdo celular de forma dose-dependente (DONG et
al., 2015). Células de cancer de prostata PC-3 e DU145 também expostas por 24 h a um preparo
especifico de cafeina demonstraram menor proliferacdo celular quando comparado aos controles
(POUNIS, 2017). Apesar de linhagens celulares diferentes, pode-se assumir que a cafeina tem
um potencial em redu¢do de proliferacdo celular dose- dependente em células neoplasicas.

As células TPC-1 expostas a cafeina apresentaram aumento de produ¢do de ON na maior
dose estudada (8 mM) e aumento nos ROS a partir da concentragcdo de 2 mM. Nao foi
evidenciado aumento de defesas antioxidantes. Seria esperado um aumento especificamente de
GSH ap6s exposicao a cafeina, o que ndo ocorreu no presente estudo. Tal fato pode ser explicado
pelo fato de que, ao contrario de outras neoplasias, os niveis de GSH no cancer de tireoide nao
sdo elevados, o que determina uma fragilidade contra o dano tecidual causado pelo estresse
oxidativo. O aumento dos niveis de ROS e a auséncia de uma concomitante elevagdo dos niveis
desses sistemas de defesa antioxidante reflete um ambiente pré-oxidante, o que possivelmente
contribuiu para a reducdo da proliferacdo e viabilidade celular observados (CAVALHEIRO, 2022,
STEFANELLO et al, 2019). Com relacdo a cafeina, células MCF-7 e MDA-MB-231 (cancer de
mama) expostas a 1| mM, 2,5 mM , 5 mM e 10 mM dessa substancia por 24h tiveram aumento de
producdo de ROS e apoptose celular. As MCF-7 aumentaram suas defesas antioxidantes, porém
mesmo assim apresentaram lesdo ao DNA por oxida¢do, o que ndo ocorreu nas células
MDA-MB-231, possivelmente porque a cafeina induz a producido de ROS de maneiras diferentes
entre as linhagens, o que também poderia explicar o achado nas células TPC-1 (MACHADO,
2020). Em células de hepatocarcinoma, os niveis de ROS aumentaram apds exposi¢do com 1
mM de cafeina combinada com um quimioterdpico, o que ndao ocorreu com o uso do
quimioterdpico isolado (WANG et al, 2019). Células B16F10 (melanoma metastatico murino)
expostas a doses crescentes de cafeina (0.0375 uM a2.4 uM) apresentaram aumento na produgao
de ON. Essa substancia, em concentragdes médias a baixas, estimula a formacgdo tumoral

promovendo expansao de células tumorais, aumento de viabilidade, da capacidade proliferativa e
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metastdtica, porém em concentracdes mais elevadas estd relacionado a morte direta por apoptose
e estimulo das células imunes, o que possivelmente aconteceu com as TPC-1 (SILVA et al.,
2021).

No sistema purinérgico, as células tireoideanas normais (Nthy-1) em comparacdo a
linhagens de carcinoma papilifero de tireoide (TPC-1 e K1) demonstraram maior habilidade de
hidrolisar ATP e maior expressdo de E-NTPDases (BERTONI et al., 2018). No presente estudo, a
atividade da enzima E-5’-NT teve reducdo significativamente estatistica em todas as doses
estudadas. As enzimas E-NTPDase e ADA ndo sofreram modificagdes significativas e
sustentadas em suas atividades. Resultado contraditorio foi encontrado no estudo de Bertoni,
onde além de acimulo de ATP, as células tumorais expressaram mais E-5°-NT, gerando também
aumento de ADO disponivel no meio extracelular (BERTONI et al., 2018). Este aumento na
atividade da E-5’-NT foi associado ao maior risco de metastase linfonodal (BERTONI, 2019).
Outro grupo encontrou o mesmo aumento de atividade dessa ectoenzima em portadores de
carcinoma papilifero de tireoide de vdrias variantes celulares, supondo que inibir a E-5’-NT
poderia bloquear a proliferacdo e migracdo celulares do tumor induzidas pela ADO (JEONG et
al., 2020; LE; LU; XUE, 2023). Entretanto, com as doses de cafeina estudadas, foi encontrada
uma reducdo na atividade da E-5'NT, o que leva a reducdo na disponibilidade de ADO
extracelular e portanto contribuindo para a redugdo da viabilidade das células tumorais. Em
outras condi¢des (células normais de sistema nervoso central em ratos) a cafeina também inibiu a
atividade da E-5’-NT, além de aumentar hidrélise de ATP e ADP (STEFANELLO et al., 2019).

Também foi descrita reducdo da atividade da E-NTPDase nas plaquetas, sugerindo um
aumento da concentracdo extracelular de ATP. Esse aumento de ATP poderia estimular a resposta
antitumoral do hospedeiro ao recrutar células apresentadoras de antigenos e promover a
maturagdo de células dendriticas (CAVALHEIRO, 2022). Porém, esse ATP extracelular em
excesso estimula uma via tumorigénica ao aumentar a fosforilacio de ERK, ativar o fator de
transcricdo da proteina ativadora-1 e a expressao da ciclina D1 (LE; LU; XUE, 2023; PINES,
2006). Além de estimular receptores P2 induzindo proliferacao celular e mobilizagdo de células
imunes com libera¢do de citocinas pro-tumorais locais (BERTONI et al., 2018). Combinado a
isso, a ADO gerada pela E-5°-NT tumoral prejudica as respostas imunes antitumorais celulares
em multiplos niveis, incluindo ativacao de células T, favorecimento de expansao clonal de células
T tumor-especificas com funcdes efetoras auxiliares e citotéxicas, além de importante acao
angiogénica (BERTONI et al., 2018; ZEISER et al., 2016; CAVALHEIRO, 2022).

Além disso, a cafeina € capaz de antagonizar receptores de ADO, podendo contribuir
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para a apoptose das células tumorais (STEFANELLO et al., 2019). Em células de sarcoma em
um modelo de metdstase pulmonar, a cafeina aumentou os efeitos antitumorais de linfocitos T
CDS8 ap6s antagonizar um dos receptores da ADO, o receptor A2 (OHTA et al., 2006). Células
de cancer de célon (HT29) tratadas com cafeina (1 uM10 uM) por 4 horas apresentaram reducdo
significativa de actimulo de proteinas sintetizadas pela ADO apds sua ligacdo em subtipos de
receptores P1 (A3 e A2B), supostamente por inibir a sinalizacio extracelular do ERK1/2, p38 e
AKT, o que seria responsdvel por reduzir a progressdao tumoral (MERIGHI et al., 2007). A
inibicdo da E-5’-NT isolada ndo foi capaz de promover morte de células neopldsicas, mesmo
podendo aumentar o tempo de sobrevivéncia do hospedeiro e inibir o crescimento tumoral.
Provavelmente isso ocorre pelo numero insuficiente de células T antitumorais efetivas no
microambiente tumoral, que sao influenciadas por outros mecanismos imunossupressores (JIN et
al., 2010). Portanto, a atividade de alguns receptores P1, como o A2AR, protegeria os tecidos
tumorais da acdo antitumoral dos linfécitos T e a cafeina mostrou-se um antagonista deste
receptor, levando a inibi¢do do crescimento tumoral, metastatizacdo e neovascularizagdo através
das células T, podendo também explicar a coexisténcia paradoxal de células T antitumorais e
células tumorais no mesmo microambiente ("paradoxo Hellstrom") (OHTA et al., 2006).

Ap6s observagdo da acdo da cafeina em linhagem celular TPC-1, pode-se hipotetizar uma
possivel substancia adjuvante no tratamento do CD de tireoide refratdrio aos tratamentos
habituais. Entretanto, a administracdo de cafeina na dose estudada apresenta um desafio, pois
para consumir essa substancia na mesma quantidade seriam necessarias cerca de 65 xicaras de 25
mL de café expresso ou 110 xicaras de 25 mL de café filtrado, considerando-se graos padrao,
com o mesmo método de cultivo e armazenamento. Mesmo nao sendo uma dose téxica, a grande
quantidade de café que deveria ser ingerida poderia causar efeitos excitatorios em sistema
nervoso central, além de possivelmente ndo atingir o tecido tireoidiano em dose efetiva, sendo
perdido em parte durante a absorcdo pelo trato gastrointestinal e metaboliza¢ao hepatica ISMAIL
et al., 2021; QIU et al.,, 2019; SHIN; HWANG; CHOI, 2019; GAASCHT; DICATO;
DIEDERICH, 2015; LICZBINSKI; BUKOWSKA, 2022; GROSSO et al., 2017; ZAMORA-ROS
et al., 2019; HAN; KIM, 2017; OSARIEME; MODUPE; OLUCHUKWU, 2019; ABREU,
2014). Um estudo ja testou formas de libera¢do localizada de medicamentos, encapsulando a
cafeina em doses maiores e usando nanoparticulas niosomais com um método de hidratacao por
camada fina, encontrando resultados promissores, o que pode representar 0 préoximo passo no

estudo do uso terapéutico da cafeina (AHRABI; TABAIE; MOGHADAM, 2021).



49

6 CONSIDERACOES FINAIS

ApoOs, andlise e discussdo dos resultados encontrados e relacionando com dados
encontrados na literatura atual, foi possivel concluir que a cafeina, ao ser utilizada como
tratamento em células TPC-1, foi capaz de reduzir a viabilidade e a migracdo celular,
preservando as células ndo neoplasicas em uma das anélises realizadas. Além disso, provocou um
aumento na produg¢do de ROS e ON, com reducdo da capacidade de formagdo de defesas
antioxidantes neopldasicas. Finalmente, foi identificado uma importante reducao na atividade da
enzima E-5’-NT, reduzindo a disponibilidade de ADO extracelular, além da possivel inibi¢do da
acdo de receptores de ADO. Portanto, sugere-se que a cafeina possa ser uma substancia efetiva
no tratamento adjuvante do carcinoma de tireoide diferenciado refratdrio aos tratamentos

habituais, porém estudos in vivo seriam necessarios para prosseguir com essa hipotese.



50

REFERENCIAS

ABE, K. et al. Caffeine citrate enhanced cisplatin antitumor effects in osteosarcoma and
fibrosarcoma in vitro and in vivo. BMC Cancer. 2019; 19: 689.

ABOTALEB, M. et al. Flavonoids in Cancer and Apoptosis. Cancers. 2018; 11(1): 28.

ABREU, B. R. R. Papel dos receptores P1 e da cafeina na proliferacao de carcinoma de
células escamosas de es6fago. Dissertagido (Mestrado em Biologia Celular ¢ Molecular) -
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

ALIL S.F.; LEBEL, C.P.; BONDY, S.C. Reactive Oxygen Species Formation as a Biomarker of
Methylmercury and Trimethyltin Neurotoxicity. Neurotoxicology. 1992; 13: 637-648.

AGGARWAL, V. et al. Molecular mechanisms of action of hesperidin in cancer: Recent trends
and advancements. Experimental Biology and Medicine. 2020; 245(5): 486-497.

AHN, J. C.; BISWAS, R.; CHUNG, P. S. Combination with genistein enhances the efficacy of
photodynamic therapy against human anaplastic thyroid cancer cells. Lasers in Surgery and
Medicine. 2012; 44(10): 840-849.

AHRABI, N. Z.; TABAIE, M. S., MOGHADAM, M. J. Study of Cytotoxic Effects of Caffeine-
Loaded Niosomes on Human Breast Cancer Cells MCF-7. Journal of Sabzevar University of
Medical Sciences, 2021; 28(4):663-674.

ARAGAO, N. M. et al. Efeito da acidez e de modificadores organicos na determinacdo de
metilxantinas: um experimento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) empregando
otimizacao uni e multivariada. Quim. Nova. 2009; 32 (9): 2482-2486.

BAGATINI, M. D. et al. Purinergic signaling pathways in endocrine system. Auton Neurosci.
2015; 191: 102-16.

BALDISSARELLI, J. Envolvimento dos sintomas purinérgico, colinérgico, estresse oxidativo
nos distirbios da tiredide: possivel efeito da quercetina. Tese (doutorado do em Ciéncias
Biolégicas) - Universidade Federal de Santa Maria, 2017.

BARBOSA, K. B. F. et al. Oxidative stress: concept, implications and modulating factors. Rev.
Nutr. 2010; 23(4): 629-643.

BELIZARIO, J.; TILLY, J.; SHERWOOD, S. Caffeine potentiates the lethality of tumour
necrosis factor in cancer cells. British Journal of Cancer. 1993; 67(6), 1229-1235.

BERTONI, A. P. S. et al. Extracellular ATP is Differentially Metabolized on Papillary Thyroid
Carcinoma Cells Surface in Comparison to Normal Cells. Cancer Microenviron. 2018; (1):
61-70.

BERTONI, A. P. S. et al. Activity of ecto-5"-nucleotidase (NTSE/CD73) is increased in papillary
thyroid carcinoma and its expression is associated with metastatic lymph nodes. Mol Cell
Endocrinol. 2019; 479: 54-60.


https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn

51

BODE, A.M.; DONG, Z. The enigmatic effects of caffeine in cell cycle and cancer. Cancer Lett.
2007; 247(1): 26-39.

BOYNE, A. F; ELLMAN G. L. A methodology for analysis of tissue sulfhydryl components.
Analytical Biochemistry. 1972; 46(2): 639-653.

BRENELLLI, E.C.S. A extracdo de cafeina em bebidas estimulantes - uma nova abordagem para
um experimento cldssico em quimica organica. Quim. Nova. 2003; 26(1): 136-138.

BURNSTOCK, G. Purinergic signalling in endocrine organs. Purinergic Signal. 2014; 10(1):
189-231.

CARDOSO, A. M.; MANFREDI, L. H.; MACIEL, S. E. V. O. Sinalizac¢io purinérgica:
implicacdes fisiopatoldgicas [online]. Chapecé: Editora UFFS, 2021, 399 p. ISBN:
978-65-86545-47-0.

CARVALHO, F. B. The Impact of Purinergic System Enzymes on Noncommunicable,
Neurological, and Degenerative Diseases. J Immunol Res. 2018; 4892473.

CAVALHEIRO, P. B. Cancer de tireoide: avaliacao da atividade de anzimas do sistema
purinérgico, butirilcolisterase e perfil oxidativio. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, 2022.

CHANDRA, A. K.; DE, N. Goitrogenic/antithyroidal potential of green tea extract in relation to
catechin in rats. Food Chem Toxicol. 2010; 48(8-9): 2304-2311.

CHOI J. Oxidative stress, endogenous antioxidants, alcohol, and hepatitis C: pathogenic
interactions and therapeutic considerations. Free Radic Biol Med. 2012; 52(7): 1135-50.

CLOZEL, M. et al. Effect of caffeine on thyroid and pituitary function in newborn rats. Pediatr
Res. 1983;17(7):592-5

CUBILLOS-ROJAS, M. et al. The E3 Ubiquitin Protein Ligase HERC2 Modulates the Activity
of Tumor Protein p53 by Regulating Its Oligomerization. The Journal of Biological Chemistry.
2014, 289(21): 14782-14795.

DA SILVA, M. S. et al. Nuclear DNA Replication in Trypanosomatids: There Are No Easy
Methods for Solving Difficult Problems. Trends in Parasitology. 2017; 33(11): 858-874.

DE AMICIS, F. et al. Epigallocatechin gallate inhibits growth and epithelial-to-mesenchymal
transition in human thyroid carcinoma cell lines. Journal of Cellular Physiology. 2013;
228(10): 2054-2062.

DEPLANQUIE, G. et al. Conflicting effects of caffeine on apoptosis and clonogenic survival of
human K1 thyroid carcinoma cell lines with different p53 status after exposure to cisplatin or
UVc irradiation. Biochem Biophys Res Commun. 2004; 314(4):1100-6.

DIPAK, K.D. Naturally occurring flavonoids: Structure, chemistry, and high-performance liquid
chromatography methods for separation and characterization. Meth enz. 1994; 234: 410-420.


https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn

52

DONG, S. et al. Low concentrations of caffeine inhibits the progression of the hepatocelular
carcinoma via Akt signalling pathway. Anti-cancer agents in medicinal chemistry. 2015; 15:
483-491.

FERREIRA DE OLIVEIRA, J. M. P;; SANTOS, C.; FERNANDES, E. Therapeutic potential of
hesperidin and its aglycone hesperetin: Cell cycle regulation and apoptosis induction in cancer
models. Phytomedicine. 2020; 73: 152887.

FERRERA, T. S. et al. Substancias fenélicas, flavonoides e capacidade antioxidante em erveiras
sob diferentes coberturas do solo e sombreamentos. Revista Brasileira de Plantas Medicinais.
2016; 18(2): 588-596.

GAASCHT, E; DICATO, M.; DIEDERICH, M. Coffee provides a natural multitarget
pharmacopeia against the hallmarks of cancer. Genes Nutr. 2015;10(6):51.

GAITAN, E. et al. Antithyroid and goitrogenic effects of millet: role of C-glycosylflavones. The
Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism. 1989; 68(4); 707-714.

GAITAN, E. Flavonoids and the thyroid. Nutrition. 1996; 12(2): 127-129.

GARG, A. et al. Chemistry and pharmacology of the citrus bioflavonoid hesperidin. Phytother
Res 2001; 15:655-69.

GHARIB, H. American Association of Clinical Endocrinologists, American College of
Endocrinology, and Associazione Medici Endocrinologi Medical Guidelines for Clinical Practice
for the Diagnosis and Management of Thyroid Nodules. Endocr. Pract. 2016; 22(5): 622-39.

GIUSTI G., GALANTI B. Colorimetric method. Editor Bergmeyer HU. Methods of enzimatic
analysis. la edi¢do. Weinheim, Alemanha. Verlag Chemie; 1984 pgs 315-23.

GONCALVES, C. F. L. et al. Flavonoid rutin increases thyroid iodide uptake in rats. PloS One.
2013; 8(9): €73908.

GONCALVES, C. F. L. et al. The flavonoid quercetin reduces cell migration and increases NIS
and E-cadherin mRNA in the human thyroid cancer cell line BCPAP. Molecular and Cellular
Endocrinology. 2021; 529: 111266.

GONCALVES, C. F. L.; DE FREITAS, M. L.; FERREIRA, A. C. F. Flavonoids, Thyroid Iodide
Uptake and Thyroid Cancer—A Review. International Journal of Molecular Sciences. 2017,
18(6): 1247.

GROSSO, G. et al. Coffee, Caffeine, and Health Outcomes: An Umbrella Review. Annu Rev
Nutr. 2017;37: 131-156.

HALAS M. et al. Caffeine induces cytoskeletal changes and cell death in H1299 cells. Centr
Eur J Biol. 2014; 9(8): 727-738.

HAN, M.A., KIM, J.H. Coftfee Consumption and the Risk of Thyroid Cancer: A Systematic
Review and Meta-Analysis. Int J Environ Res Public Health. 2017; 14(2): 129.


https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn

53

HAUGEN, B. R. et al. 2015 American Thyroid Association Management Guidelines for Adult
Patients with Thyroid Nodules and Differentiated Thyroid Cancer: The American Thyroid
Association Guidelines Task Force on Thyroid Nodules and Differentiated Thyroid Cancer.
Thyroid: Official Journal of the American Thyroid Association. 2016; 26(1): 1-133.

HOSKIN, D. W.; REYNOLDS, T.; BLAY, J. Adenosine as a possible inhibitor of killer T-cell
activation in the microenvironment of solid tumours. International Journal of Cancer. 1994;
59(6): 854-855.

ISMAIL, T. et al. Coffee in cancer chemoprevention: an updated review. Expert Opin Drug
Metab Toxicol. 2021;17(1): 69-85.

Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva. Estimativa 2023: incidéncia de
cancer no Brasil / Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva — Rio de
Janeiro: INCA, 2023.

JEONG, Y. M. et al. CD73 Overexpression Promotes Progression and Recurrence of Papillary
Thyroid Carcinoma. Cancers (Basel). 2020; 12(10): 3042.

JIANG, J. et al. The in vitro effects of caffeine on viability, cycle profiles, proliferation and
apoptosis of glioblastomas. Eur Rev Med Pharmacol Sci. 2015; 19: 3201-3207.

JIN D. et al. CD73 on Tumor Cells Impairs Antitumor T-Cell Responses: A Novel Mechanism of
Tumor-Induced Immune Suppression. Cancer Res. 2010; 70(6): 2245-2255.

JOSHI, D. C; BAKOWSKA, J. C. Determination of Mitochondrial Membrane Potential and
Reactive Oxygen Species in Live Rat Cortical Neurons. JoVE. 2011: 2704.

JUSTUS, C. R. et al. In vitro Cell Migration and Invasion Assays. JoVE. 2014: 51046.

KANG, H. J. et al. Antiproliferation and Redifferentiation in Thyroid Cancer Cell Lines by
Polyphenol Phytochemicals. Journal of Korean Medical Science. 2011; 26(7): 893.

KAMELY M., KARIMI T. M. A., RAHIMI S. Blood biochemistry, thyroid hormones, and
performance in broilers with ascites caused by caffeine. Poult Sci. 2016; 95(11): 2673-2678.

KIM, S. H. et al. Apigenin induces c-Myc-mediated apoptosis in FRO anaplastic thyroid
carcinoma cells. Molecular and Cellular Endocrinology.2013; 369(1-2): 130-139.

KONOPKA, K. et al. Human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) infection increases the
sensitivity of macrophages and THP-1 cells to cytotoxicity by cationic liposomes. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research. 1996; 1312(3): 186—196.

KU, B. M. et al. Caffeine Inhibits Cell Proliferation and Regulates PKA/GSK3[ Pathways in
U87MG Human Glioma Cells. Mol Cells. 201; 31(3): 275-279.

KUMAR, V. Adenosine as an endogenous immunoregulator in cancer pathogenesis: where to
go? Purinergic Signal. 2013;9(2):145-65.


https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn

54

LE, Y.; LU, D.; XUE, M. Purinergic signaling in thyroid disease. Purinergic Signal. 2023; (1):
221-2217.

LEAO, T. K. et al. Synephrine and caffeine combination promotes cytotoxicity, DNA damage
and transcriptional modulation of apoptosis-related genes in human HepG2 cells. Mutation
Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis. 2021; 503375: 868—869.

LIANG, Y. et al. Fisetin Inhibits Cell Proliferation and Induces Apoptosis via JAK/STAT3
Signaling Pathways in Human Thyroid TPC 1 Cancer Cells. Biotechnology and Bioprocess
Engineering. 2020; 25(2): 197-205.

LICZBINSKI, P; BUKOWSKA, B. Tea and coffee polyphenols and their biological properties
based on the latest in vitro investigations. Ind Crops Prod. 2022; 175:114265.

LIM, Y. C.; CHA, Y. Y. Epigallocatechin-3-gallate induces growth inhibition and apoptosis of
human anaplastic thyroid carcinoma cells through suppression of EGFR/ERK pathway and
cyclin B1/CDK1 complex. Journal of Surgical Oncology. 2011; 104(7): 776-780.

LIU, R.H. Health-promoting components of fruits and vegetables in the diet. Adv Nutr.
2013;4(3): 384S-928.

LIU, Z. et al. Antiproliferative effects of Src inhibition on medullary thyroid cancer. Journal of
Clinical Endocrinology and Metabolism. 2004; 89(7): 3503-3509.

LU G. Y. et al. Caffeine induces tumor cytotoxicity via the regulation of alternative splicing in
subsets of cancer-associated genes. The International Journal of Biochemistry & Cell
Biology. 2014; 47: 83-92.

LUNKES, D. et al. Enzymes that hydrolize adenine nucleotides in diabetes and associated
pathologies. Thromb. Res. 2003; 2183: 1-6.

MACHADO, K. L. et al. Oxidative stress in caffeine action on the proliferation and death of
human brest cancer cells MCF-7 and MDA-MB-231. Nutrition and cancer. 2020; 73:
1378-1388

MACK, W. ], et al. A pooled analysis of case-control studies of thyroid cancer: cigarette
smoking and consumption of alcohol, coffee, and tea. Cancer Causes Control. 2003;14(8):
773-85.

MAKIYAMA M.L. et al. Antineoplastic properties of polyphenols in TPC-1 human papillary
thyroid carcinoma cell line: a systematic review. Arch Endocrinol Metab. 2023, 67(6): 1-10.

MALDONADOQO, P. A. et al. Role of the purinergic system in patients with cervical intraepithelial
neoplasia and uterine cancer. Biomed Pharmacother. 2012; 66(1): 6-11.

MANICA, A. ATP como modulador do sistema purinérgico e inflamacéo e status redox em
pacientes com melanoma. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal de

Santa Maria, Santa Maria, 2019.

MARAFON, F. Avaliacao do perfil oxidativo-inflamatério e de componentes do sistema


https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn

55

purinérgico em pacientes com cancer de cabeca e pescoc¢o. Tese (Doutorado em Ciéncias
Bioldgicas) - Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, 2022.

MATOS, L.P.C. Compostos fitoquimicos e atividade antioxidante de casca de café. Trabalho
de conclusdo de curso em tecnologia de alimentos, UTFPR, 2014.

MAZUMDAR, M. et al. Targeting RET to induce medullary thyroid cancer cell apoptosis: an
antagonistic interplay between PI3K/Akt and p38MAPK/caspase-8 pathways. Apoptosis: An
International Journal on Programmed Cell Death. 2013; 18(5): 589-604.

MCCARRISON, R. The goitrogenic action of soya-bean and ground-nut. Indian Journal of
Medical Research. 1933; 21: 179-181.

MCGAHON, A. J. et al. The End of the (Cell) Line: Methods for the Study of Apoptosis in
Vitro in Methods in Cell Biology, edited by L. M. Schwartz and B. A. Osborne. Academic
Press, 1995.

MEISAPROW, P. et al. Caffeine Induces GO/G1 Cell Cycle Arrest and Inhibits Migration
through Integrin av, B3, and FAK/Akt/c-Myc Signaling Pathway. Molecules. 2021; 26(24): 7659.

MERIGHLI, S. et al. Caffeine inhibits adenosine-induced accumulation of hypoxia-inducible
factor-1alpha, vascular endothelial growth factor, and interleukin-8 expression in hypoxic human
colon cancer cells. Mol Pharmacol. 2007; 72(2): 395-406.

MIRANDA-GALVIS, M. et al. Impacts of enviromental factors on head and neck cancer
pathogenesis and progression. Cells. 2021; 10(389): 1-16.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application to
proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods. 1983; 65(1-2):
55-63.

MUTLU, A. E. et al. The role of HSP90 in Quercetin-induced apoptosis in human papillary
thyroid (B-CPAP) cancer cells. Free Radical Biology & Medicine. 2014; 75(1): S43.

NERL J. L. S. A. Ingestao dietética e indice inflamatério dietético associado ao estadiamento
tumoral em pacientes com neoplasia da tireoide no estado do Rio Grande do Norte.
Dissertagdo (Mestrado em Nutri¢ao) - UFRN, 2021.

NOAL, C. B. Atividade de enzimas que degradam nucleotideos e nucleotideo de adenina em
plaquetas de pacientes com tireoidite de hashimoto em tratamento com levotiroxina sédica.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Federal de Santa Maria, Santa
Maria, 2012.

NOH, J. et al. Amplification of oxidative stress by a dual stimuli-responsive hybrid drug
enhances cancer cell death. Nat Commun. 2015; 6: 6907.

OLIVEIRA, K. J. et al. Thyroid Function Disruptors: from nature to chemicals. J Mol
Endocrinol. 2018: JME-18-0081.


https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn

56

OHTA, A. et al. A2A adenosine receptor protects tumors from antitumor T cells. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2006; 103(35) :13132-7.

OSARIEME, E. D.; MODUPE, D. T.; OLUCHUKWU, O. P. The Anticancer Activity Of
Caffeine - A Review. Archives of Clinical and Biomedical Research. 2019; 3: 326-342.

PACINI, F. et al. Italian consensus on diagnosis and treatment of differentiated thyroid cancer:
joint statements of six Italian societies. Journal of Endocrinological Investigation. 2018; 41(7):
849-876.

PANG, X. et al. Autophagy: Mechanisms and Therapeutic Potential of Flavonoids in Cancer.
Biomolecules. 2021; 11(2): 135.

PATEL, P. N. et al. Hesperetin Activates the Notch1 Signaling Cascade, Causes Apoptosis, and
Induces Cellular Differentiation in Anaplastic Thyroid Cancer. Annals of surgical oncology.
2014; 21(4): 497-504.

PECKOLT, G. Herva mate. Rev. Flora Med. 1943; 10(10): 493-533.

PERNA, A. et al. Effects of different extracts of curcumin on TPC1 papillary thyroid cancer cell
line. BMC Complement Altern Med. 2018; 18(1):63.

PISTOLLATO, F. et al. Effects of phytochemicals on thyroid function and their possible role in
thyroid disease. Annals of the New York Academy of Sciences. 2019; 1443 (1); 3—19.

PILLA, C. et al. ATP diphosphohydrolase activity (apyrase, EC 3.6.1.5) in human blood
platelets. Platelets. 1996; 7: 225-230.

PINES, A. et al. Nucleotide receptors stimulation by extracellular ATP controls Hsp90
expression through APE1/Ref-1 in thyroid cancer cells: a novel tumorigenic pathway. J Cell
Physiol. 2006; 209(1): 44-55.

PHAN, T. et al. Antiproliferative Effect of Chrysin on Anaplastic Thyroid Cancer. The Journal
of surgical research. 2011; 170(1): 84-88.

POUNIS, G. et al. Reduction by coffee consumption of prostate cancer risk: evidence from the
Moli-sani cohort and cellular models. International Journal of Cancer. 2017; 141(1): 72-82.

QIN, J. et al. Down-regulation of cyclin E expression by caffeine promotes cancer cell entry into
the S-phase of the cell cycle. Anticancer Res. 2004; 24(5): 2991-5.

QIU, M. H. et al. The Sources and Mechanisms of Bioactive Ingredients in Coffee. Food &
Function. 2019; 10(6).

RAFFA, D. et al. Recent discoveries of anticancer flavonoids. European Journal of Medicinal
Chemistry. 2017; 142: 213-228.

RIBEIRO, D. C. M. Identificacido de mutacoes germinativas em pacientes com cancer
papilifero familiar de tireoide através de analise de exoma. Tese (Doutorado em Medicina
Molecular) - Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2018.


https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn

57

ROOHBAKHSH, A. et al. Molecular mechanisms behind the biological effects of hesperidin and
hesperetin for the prevention of cancer and cardiovascular diseases. Life Sciences. 2015; 124:
64-74.

ROSARIO, P. W. et al. Thyroid nodules and differentiated thyroid cancer: update on the Brazilian
consensus. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia. 2013; 57(4): 240-264.

RUSS, G. et al. European Thyroid Association Guidelines for Ultrasound Malignancy Risk
Stratification of Thyroid Nodules in Adults: The EU-TIRADS. European Thyroid Journal.
2017; 6(5): 225-237.

SCHRODER-VAN DER ELST, J. P. et al. Differential effects of natural flavonoids on growth and
iodide content in a human Na*/I- symporter-transfected follicular thyroid carcinoma cell line.
European Journal of Endocrinology. 2004; 150(4): 557-564.

SHIN, H.J.; HWANG, K.A.; CHOI, K.C. Antitumor Effect of Various Phytochemicals on
Diverse Types of Thyroid Cancers. Nutrients. 2019; 11(1): 125.

SILVA, J.L.G. et al. Efeito antitumoral da cafeina como antagonista do receptor A2A em células
de melanoma B16F10. Congresso internacional em saude. 2021; 8.

SON, H.Y., et al. Synergistic interaction between excess caffeine and deficient iodine on the
promotion of thyroid carcinogenesis in rats pretreated with N-bis(2-hydroxypropyl)nitrosamine.
Cancer Sci. 2003; 94(4): 334-7.

SON, H. Y, et al. Specificity of co-promoting effects of caffeine on thyroid carcinogenesis in rats
pretreated with N-bis(2-hydroxypropyl)nitrosamine. Toxicol Pathol. 2004; 32(3): 338-44.

SPINDEL, E. et al. Effects of caffeine on anterior pituitary and thyroid function in the rat. J
Pharmacol Exp Ther. 1980; 214(1): 58-62.

STEFANELLO, N. et al. Coffee, caffeine, chlorogenic acid, and the purinergic system. Food and
Chemical Toxicology. 2019; 123: 298-313.

TONKABONI, A. et al. Evaluation of Inhibitory Effects of Caffeine on Human Carcinoma Cells.
Nutr Cancer. 2021;73(10):1998-2002.

TUTTLE, D. R. M.; HAUGEN, D. B. R.; PERRIER, D. N. The Updated AJCC/TNM Staging
System for Differentiated and Anaplastic Thyroid Cancer (8th edition): What changed and why?
Thyroid. 2017, 27(6):751-56.

US PREVENTIVE SERVICES TASK FORCE et al. Screening for Thyroid Cancer: US
Preventive Services Task Force Recommendation Statement. JAMA. 2017; 317(18):1882.

VERMES, L. et al. A novel assay for apoptosis Flow cytometric detection of phosphatidylserine
expression on early apoptotic cells using fluorescein labelled Annexin V. Journal of

Immunological Methods. 1995; 184(1): 39-51.

WANG, Z. et al. Caffeine enhances the anti-tumor effect of 5-fluorouracil via increasing the


https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.sciencedirect.com/journal/food-and-chemical-toxicology
https://www.sciencedirect.com/journal/food-and-chemical-toxicology
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn

58

production of reactive oxygen species in hepatocellular carcinoma. Medical Oncology. 2019;
36(97)

WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION. The Global Cancer Observatory. 2020.

Disponivel em <https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/32-Thyroid-fact-sheet.pdf>.
Acesso em 20/07/23.

YARLAGADDA K. et al. The role of nitric oxide in melanoma. Biochim Biophys Acta Rev
Cancer. 2017; 1868(2):500-509.

YU, X. M. et al. Chrysin activates Notchl signaling and suppresses tumor growth of anaplastic
thyroid carcinoma in vitro and in vivo. Cancer. 2013; 119(4): 774-781.

ZAMORA-ROS, R. et al. Coffee and tea drinking in relation to the risk of differentiated thyroid
carcinoma: results from the European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC)
study. Eur J Nutr. 2019; 58(8): 3303-3312.

ZANINI, D. et al. Lung cancer alters the hydrolysis of nucleotides and nucleosides in platelets.
Biomed Pharmacother. 2012; 66(1): 40-5.

ZEISER, R. et al. Unlocking the Potential of Purinergic Signaling in Transplantation. Am J
Transplant. 2016; (10): 2781-2794.

ZHANG, L. et al. Apigenin induces autophagic cell death in human papillary thyroid carcinoma
BCPAP cells. Food & Function. 2015; 6(11): 3464-3472.

ZHOU, J.; XIA, L.; ZHANG, Y. Naringin inhibits thyroid cancer cell proliferation and induces
cell apoptosis through repressing PI3K/AKT pathway. Pathology - Research and Practice.
2019; 215(12): 152707.


https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/32-Thyroid-fact-sheet.pdf
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn
https://www.zotero.org/google-docs/?WJtlBn

59

ANEXO A - Publicagdo relacionada ao tema da dissertacao

Nesta secdo serd apresentada a publicagdo proveniente desta dissertacdo. O manuscrito
intitulado como “Antineoplastic properties of polyphenols in TPC-1 human papillary thyroid
carcinoma cell line: a systematic review” foi publicado na revista “Archives of Endocrinology
and Metabolism”, no més de junho de 2023. DOI: 10.20945/2359-3997000000645.
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ABSTRACT

Thyroid cancer usually responds to surgical and ablative therapy, but when it's refractory the
alternative lies in tyrosine kinase inhibitors that, in addition to harmful side effects, acts only in
a palliative way. The concern for other therapeutic possibilities brought evidence on flavonoids,
hypothesizing a possible strategy. This review aimed to organize a compilation of in vitro studies
using polyphenol substances inTPC-1 (human papillary thyroid carcinoma cell line) summarizing it's
results and describing the metabolic pathways involved. Articles were selected on PubMed, Google
Scholar, LILACS, BVS and SciELO, using keywords "thyroid cancer? “flavonoids” and “TPC-17 until
June 2022. 185 studies were selected. After identification and exclusion of duplicates and exclusion
criteria applied, 11 original articles were evaluated. Of these, the findings of flavonoids added to TPC-1
were: inhibition of cell growth and viability, promotion of cell cycle arrest and induction of apoptosis.
Polyphenolic compounds have antineoplastic properties by different mechanisms as shown in vitro,
but the concentrations needed are above usual dietary consumption and the findings are limited to
experimental cellular studies. Despite that, these results should be useful to guide further analysis
aiming to reveal the real safety and efficacy of polyphenols in this scenario.
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hyroid cancer has had an increasing incidence

in recent years, possibly due to the facility in
performing cervical ultrasound examinations. However,
mortality from this cause remained stable, since most
thyroid neoplasms are differentiated carcinomas with an
indolent behavior (1). The treatment of this condition
consists mostly of surgical excision and, in some cases,
complementation with radioactive iodine ablation.
When patients have no response to this therapeutic
regimen, the treatment possibilities are extremely
limited, currently consisting in the use of tyrosine kinase
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inhibitors. This class of drugs, in addition to the harmful
side effects worsening the quality of life of its users, acts
in a palliative way, only delaying neoplastic proliferation
and increasing survival (2,3). The search for other
treatment possibilities in this limited scenario brought
evidence on the use of polyphenol phytochemicals with

antioxidant and antineoplastic actions, hypothesizing a

possible therapeutic route. Cellular mechanisms, such as
modifications in cell cycle, have already been described

in several neoplastic cell lines using flavonoids (4), but :

in the field of thyroid cancer this evidence is still very
scarce, consisting in studies using different flavonoid
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substances and different cell lineages. The Two-Pore
Channel-1 (TPC-1) cell line was chosen in this review
because it is one of the most prevalent cell lines in
thyroid cancer, in which both RET/PTC] (rearranged
during  transfection/papillary  thyroid carcinoma
type 1) rearrangement and BRAF V60OE (B-Raf
proto-oncogene, serine/threonine kinase) mutations
are present (most common genetic alterations detected
in this kind of neoplasm) (4). The objective of this
review was to organize a systematic review of data
already evidenced by in vitre studies using TPC-1 cell
line, providing a summary of the main results obtained
and describing the metabolic pathways encountered,
to enable future ém vive studies and clinical trials for
contributing to develop new therapeutic strategies for
patients which are refractory to conventional treatment.

MATERIALS AND METHODS

A systematic review of the literature was carried out,
designed, structured and registered based on the items
of'the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses (PRISMA) tool, and registered in
the International Prospective Register of Systematic
Reviews (PROSPERQ) database (CRD42022340699).

Search strategy and selection criteria

The search was applied to the MEDLINE databases via
PubMed, Scientific Electronic Library Online (SciELO),
Latin American and Caribbean Health Sciences
Literature (LILACS), Virtual Health Library (BVS)
and Google Scholar. The descriptors were “thyroid
cancer” or “thyroid cancer — papillary”, “TPC-1" and
“flavonoids™ or “polyphenols™. All original articles that
evaluated influences exerted by flavonoids on the TPC-1
cell line using in pitre models, published in Portuguese,
English or Spanish, were included in the study.

No time limit was used for the publications
included, as it is a recent topic in literature. Review
articles, clinical studies, studies thar did not evaluate the
effect of flavonoids specifically in TPC-1 cell line, and,
gray literature (letters to the editor, opinion articles,
abstracts of scientific events), were excluded.

Data collection and information quality assessment

After the initial search for descriptors in databases, the
first analysis was performed to exclude duplicate studies.
The remaining article contents were verified by title
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and abstract. This analysis determined the relevance of
publications, and those that did not fit the selection
criteria were also excluded.

The remaining articles were fully analyzed for the
elaboration of this systematic review. After the complete
reading of the texts, if any study still did not fir the
selection criteria, it was also excluded, specifying the
reason for the exclusion.

The manuscripts selected to compose this review had
their data extracted into a spreadsheet (Microsoft® Excel
version 16.42) based on the following domains: author
names, year of publication, type of study, flavonoids
used, concentrations of compounds, time of exposure
to the compounds, cellular pathways evaluated and the
effect of the polyphenols tested on cell lines.

The data obrtained were presented through a table,
as well as descriptive exposition and discussion of the
results.

RESULTS

The search resulted in 185 studies published from
1989 to 2022. After the identification and exclusion
of duplicate records between the databases and the
review studies, in addition to the exclusion of articles
that did not use the thyroid cancer cell line criterion,
93 potential articles were evaluated by the titles
and abstracts (Figure 1). After that, 82 articles were
excluded by the following criteria: those that did not
specifically use the TPC-1 cell line criterion (n = 47);
the substance of interest was not a flavonoid (n = 12);
no i vitro evaluation was performed (n = 9); articles
that were not original (n = 14). Thus, the descriptive
synthesis of this review consisted of 11 original articles,
all with a pre-clinical design using the TPC-1 cell line
criterion and different polyphenols (Figure 1).

The anticarcinogenic mechanisms of the flavonoid
substances included in the studies selected were
inhibition of cell proliferation, induction of apoptosis
and cell cycle modifications, evidenced by methods
such as: measurement of apoptotic proteins (caspases),
cell eycle regulators (cyclin D1, c-Myc and p-catenin
proteins, P21 and P53 genes), activators or inhibitors
of apoptosis (bax — bel2 associated X, pro-caspase 3,
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becl-2 — B-cell lymphoma 2, mcl-1 - induced myeloid :

leukemia cell differentation, nuclear transcription -
factor — nrf2, survivin, poly(ADP-ribose) polymerase- =

PARP), inflammatory cytokines (tumor necrosis factor -

— TNFa), inductors of cell growth (vascular endothelial



growth factor — VEGF and epidermal growth factor
receptor — EGFR) and signaling pathways (mitogen
activated protein kinase - MAPK/RAS-RAF-MEK
extracellular signal-regulated kinases — ERK cascade

‘ 185 studies initial search |

Identification and exclusion of duplicate records

‘ 93 studies on thyroid cancer |

Evaluation of full texts

l

‘ 82 articles excluded |_
|

Completed inclusion criteria
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and janus kinase — JAK/signal transducer and activator
of transcription — STAT-3 pathway) (5-15).

The main results from the selected articles are
demonstrated in Table 1 and Figure 2.

—»|  (47) not having used the TPC-1 celline |

|,| (12) substance studied was nat flavonoid |

——>{ (9) no in vitro evaluation was performed |

l

‘ 11 articles were selected |

Figure 1. Flowchart for article selection.

——| (14) not being original artickes |

Table 1. Main results about the mechanisms underlying the TPC-1 cell line and the use of flavonoids

References Flavonoid molecule(s) and concentrations Analysis methods Main results
Kang and cols., 2011 Genistein — 72 h exposition with 10-50-100 pM/mL ~ MTT assay Inhibition of cell growth in a dose dependant mode
Resveratrol — up to 120 h exposition with 50 pM/mL ~ MTT assay Inhibition of cell grawth
Quercetin — 72 h exposition with 10-50-100 pM/mL ~ MTT assay Inhibition of cell growth in a dose dependent mode
Bian and cols., 2020 Resveratrol — 48 h exposition with up to 50 pM/mL ~ MTT assay Decrease of cell viability in a dose dependent mode
Flow cytometry Cell cycle arest and increase of apoptotic cells
Colony formation Colony formation decrease
Western blotting Increase of caspase-3.-8 and bax expression, and
decrease of bcl-xl and mcl-1 expression
Perna and cols., 2018 Curcumin — 48 h exposition with 25 ph/mL Immunoblotting Degradated nrf2 and reduced VEGF expression
Immunoblotting Up regulation of TNFa in 2 of the 3 complexes tested
MTT assay Reduced cell viability
Western blotting Dawn regulation of cell cycle regulators (cyclin D1,

Esposito and cols., 2019 Curcumin — 48 h exposition with 25 pM/mL

Zhou and cols., 2019 Maringin — 6, 12 ar 25 pM/mL, dose- and
fime-dependently
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[p-catenin, p21, p53) and activators or inhibitors of
apoptosis (pro-caspase3, bel-2)

MTT assay Cell viability reduction
Immunoflucrescence  Damage of the cell nucleus

Western blotting Dawn regulation of cell cycle regulators (cyclin D1,
B-catenin, 21, P53) and activators or inhibitors of

apoptosis (pro-caspased, bel-2)

MTT assay Cell proliteration inhibition =
Flow cytometry Cell apoptosis induction
Western blotting Enhancement of Caspase3 and bax expression, and -

reduction of cyclin D1, c-Myc, survivin, and bcl-2 -
expression; suppression of PI3K/AKT pathway activation 5
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References Flavonoid molecule(s) and concentrations Analysis methods Main results
Orlandella and cols., Extract from Annurca Flesh Appfe (AFPE) — 24 h Flow cytometry Reduction of cell viability and promotion of cell cycle
2022 exposition with up to 250 pM/mL arrest
Extract from AFPE — 20 h exposition with 500pMimL  DCFDAH2DCFDA- Reduction of cell death induced by oxidative stress
cellular ROS assay kit
Wu and cols., 2019 Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) — 24 h exposiion  EdU and MTS assays  Inhibition of cell profiferation and cell viability in a dose
with doses from 10-200 pM/mL dependent mode
Flow cytometry Cell cycle amrest
Up to 25 pM/mL of EGCG TUNEL staining and Increase of the apoptotic index in a dose dependent mode
western blotting
Up to 50-200 pM/mL EGCG Western blotting Increase of the bawbecl-2 ratio and the expression levels
of cleaved caspase-3 and cleaved PARP
50-200 pM/mL EGCG Western blotting Gradually decrease of p-EGFR, RAS, p-RAF, p-MEK1/2,
and p-ERK1/2
¥in and cols., 2017 Prunella vulgaris (PV) — Rutin, hyperoside and other ~ CCK-8 assay Cell proliferation inhibition
flavonoids isolated and identified from PV: lutealin,
homoarinetin, cinaroside, quercetin and kaempterol.
Concentrations of 0, 5, 10, 20 and 30 % for 12, 24
and 36 h
IC50 PV for 24 h Hoechst 33342 Alteration of cellular morphology and cell nuclei
staining
DMA extraction and Induction of cell apoptosis
fragmentation assay
RT-gPCR Decrease bcl-2 expression and increase bax and
caspases-3 expression
Liang and cols., 2020 Fisetin from 1 pM/mL to 30 ph/mL for 24 b MTT assay Promotion of a cytotoxic effect in a dose dependent
mode
15 pM/mL for 24 h Morphological Induction of cell apoptosis without compromising cellular
examination in membrane
fluorescence
microscope
20 pM/mL for 24 h Morphological Elevated quantity of late apoptofic cells - strong effect on
examination in the nuclews morphalogy related to apoptosis
fluorescence
microscope
DCFH-DA dye ROS enhancement
Spectrofluorimetry Reduction of the mitochondrial membrane potential
15-20 pMml for 24 h Flow cytometry Alteration of cell cycle progression in a dose dependent mode
Western blotting Down regulation of the cyclin D1 expression; up
regulation of STAT3 and decreased expression of JAK-1
ELISA Elevated protein expression of cleaved caspase-3, and -9

0h and cols., 2013

Carvalho and cols.,
28

Silibinin — 100 pM/mL for 24 h

Xanthohumol — 10-100 pM/mL for 48 h

100 pM/mi for 48 h

Concentrations up to 10 pM/mL for 48 h
10 ph/mL for 72 h

0.05-0.1-100 pM/mL for 72 h

Quick cell proliferation
assay kit Il

Sulforhodamine B
assay

TUNEL assay
Western blotting
Flow cytometry
Fenton reaction
initiated deoxyribose
degradation cell-free
assay

in a dose dependent mode

Decrease in cell viability
Decrease in cell viability in a dose dependent mode

High cell death rate and high percentage of fragmented DNA
Increase in caspase-3 and caspase-7 expression
Cell cycle amest

Radical levels increase at higher concentrations
{pro-axidant effect)

Acronyms: MTT (3-4,5-dimethyfthiazol-2-yl}-2, 5-diphenyl-2H-tetrazlium bromide); bax (bcl? associated X), bel-x (B-cell lymphoma); mel-1 {induced myeloid leukemia cell differentiation); nri2 ..
{nuclear transcription factor -2); VEGF (vascular endathelial growth factor); TNFa (fumar necrosis factor «), ROS [Aeactive Oxygen Species); PI3K/AKT (phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase =

B); AFPE (Anmurca Flesh Apple), DCFDAH2DCFDA — Cellular ROS (27, 7' -dicholofiuorescin discetate and reactive aygen species); EGCG (Epigallocatechin-3-gallate); EdU; (5-ethynyl-2"-deoxyuridine);

MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carbaxymethoxyphenyl)-2-{-4sulfophenyl)-2H-tetrazoluim, inner salf]; TUNEL (terminal decxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling); PARP [poly(ADP- 7
ribose) polymerase]; EGFR (epidermal growth factor receptor); RAS (rat sarcoma); RAF (rapidly accelerated fibrosarcoma); MEK imitogen-activated protein kinase kinase), ERK (extracellular signal- =
requiated kinase); PV (Prumella vilgarns); CCK-8 assay (cell counting kit-8); DNA (decoryribonucleic acid); STAT3 (signal transducer and activator of ranscription 3): JAK-1 (janus kinase-1); RT-gPCR =
(Rewerse transcription-guanfitative polymerase chain reaction).
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Promoted cell cycle arrest

l Cell growth and cell viability
l Colony formation
| cell viability

l Cell proliferation

Figure 2. Summary of polyphenols mechanisms of influence on TPC-1 cell ling.

Created by the authors using Biorender.

DISCUSSION
Thyroid cancer

Thyroid cancer is considered the most common
endocrine neoplasm in the world. According to the
Global Cancer Observatory, its incidence in 2020
was 6.6 per million individuals, being the fifth most
common malignancy diagnosed in women. Papillary
thyroid carcinoma represents about 90% of all thyroid
cancers ( 1). Studies report that this increasing incidence
may be related to greater medical vigilance and improved
diagnosis, mainly associated with the introduction of
new technologies and more availability of ultrasound
examinations. Besides that, other factors such as obesity,
iodine intake, environmental exposure to chemicals,
use of fertility drugs (such as clomiphene citrate and
progesterone) and insulin resistance syndrome may
also have potential contributions (16,17). According to
Borges and cols. (2020), this neoplasm is predominant
in fertile women.

Thyroid cancer is divided into subtypes according to
the degrees of cell differentiation and their histological

Arch Endocrinol Metab, 2023, v.67(6), 1-10, e000645.

and pathological features, which have strong influence
in disease progression and treatment strategies. Among
the thyroid cancer subtypes, the well-differentiated
carcinomas are the most frequent, such as papillary and
follicular thyroid cancer. The other tumors correspond
to medullary and anaplastic carcinomas that tend to be
more aggressive and less responsive to treatment (18).
The average age of diagnosis for well-differentiated
carcinomas is between 45 and 55, and, among the
main symptoms, thyroid cancer is usually characterized
by the presence of nodules, swelling and asymmetry
of the neck, but, in most cases, may be completely
asymptomatic (19).

Several aspects can increase the risk of developing
this pathology, including a history of radiation
exposure, a family history of thyroid cancer in a first-
degree relative and some genetic conditions, such as
multiple endocrine neoplasia syndrome. The main
treatment for thyroid cancer is surgery (total or partial

thyroidectomy), and other postoperative interventions -

may be needed according to tumor characteristics, such
as radioactive iodine therapy (3).



In 2017, the US Preventive Services Task Force
published a review against screening thyroid nodules
in an asymptomatic general adult population, for
it ended up causing greater harm compared to the
expected benefits, mainly due to unnecessary surgery
and postoperative complications (2).

Papillary thyroid carcinoma (PTC) is the most
common histological subtype, accounting for 90% of
cases. It develops in follicular cells and has a benign
behavior (20). Most cases involving this carcinoma
present a positive evolution when treated correctly, with
low mortality rates. However, in refractory cases, five-
year survival is <50% and has an estimated incidence
of 4-5 cases per million, resulting in impaired quality
of life and possible unfavorable outcomes (21,22).
These cases usually involve PTC variants, which have
more aggressive clinicopathological features and are
associated with higher mortality due to their high
metastatic rate, such as the micropapillary variant (23),
solid variant (24)and rall cell variant (25).

In recent years, protein tyrosine kinase inhibitors
have emerged as an alternative for treatment in refractory
cases of PTC. They rarget intracellular tyrosine kinase
(TK), a protein that catalyzes protein substrates and
modulates enzymatic activity, positively interfering in
various mechanisms of tumor growth and spread, such
as angiogenesis, lymphangiogenesis and proliferation of
cancer cells. Different TK inhibitors, such as Subnitib®
Sorafenib® and Vandetanib®, act on several TKS.:
inhibiting target cells in a non-selective manner. For
this reason, severe side effects may occur due to toxicity
associated with the difficulty in selecting specific targets
and to the use of high doses needed because of the
possibility of developing drug resistance (26,27).

Flavonoids

Flavonoid is the nomenclature used to define a class
of polyphenolic substances of plant origin (28).

Table 2. Flavonoids with substance examples and their food sources
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The basic chemical structure of this group, which
is the most representative class of phyto phenolic
compounds, is composed of two aromatic rings linked
by three carbons, which can convert to an oxygenated
heterocyclic structure (C6-C3-C6). They are found in
a wide variety of foods, such as fruits, vegetables, wine,
chocolate and tea (Table 2) (29).

In this context, there are divergences in the literature
below regarding the dosage of these compounds in
daily diet, since this value is influenced by factors such
as: age and sex of the population, method of analysis for
absorption in each individual and even annual season
and soil characteristics, since they cause differences
in the quality of flavonoid substances. Some studies
have shown considerable differences in the amount of
flavonoid intake per day, which values can vary from
230mgtol.0gorl.lg(30,31).

It is also worth highlighting the classification of
these substances, since structural differences at the
molecular level can promote different biological
effects (32). Regarding the therapeutic potential of
this polyphenolic class, studies indicate its importance
in several scenarios, both for treatment and prevention
of diseases. In that context, its potential effect on
cardiovascular diseases, cancer, gastric and duodenal
ulcers, vascular fragilities and as antibacterial and anti-
allergic treatments were described (33).

Among the biological effects mentioned - one
of great value, especially regarding cancer therapy —
is the antineoplastic potential of flavonoids due to
their antiproliferative activity. In this sense, many
studies reveal the inhibition of cell transformation
and proliferation with the administration of flavonoid
substances. A North American study describes the
influence of some different classes of polyphenols as
inhibitors of neoplastic transformation, highlighting
the diverse action mechanisms of these compounds
used individually or combined (34). Furthermore,

Subclass Substances Source

Flavanols Epigallocatechin, catechin, epicatechin Food (astringency, bitterness, sourness, viscosity, aroma and color features)
Flavonols Quercetin, kaempferol, myricetin, rutin Cherries, grapes, apricots, red wine, chocelate and tea

Anthocyaniding Pelargonidin, cyanidin, malvidin Vegetables (colors blue, purple and red)

Flavones Lutealin, apigenin, chrysin Fruit and vegetables

Isoflavones Genistein, daidzein Leguminous plants

Flavonones Naringenin, hesperidin, eriodictyol Citrus

Adapted from: Cosme and cols., 2020 (31); De Soura Dos Santos and cols., 20011 (32).
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a European study shows that flavonoids have the
potential to inhibit cell growth, especially in the
context of colorectal cancer. Thus, while inhibiting cell
proliferation of the epithelium and inducing the process
of apoptosis, such substances may have therapeutic
potential (35).

Therapeutic potentials

Regarding flavonoids and the concentrations used in
the studies, genistein and quercetin were administered
by Kang and cols. (2011) in a 72-hour exposition with
concentrations of 10, 50 and 100 pM/mL. Both com-
pounds promoted inhibition of cell growth in a dose-
dependent mode in the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) assay. In
the same study, exposition of resveratrol in a concen-
tration of 50 pM,/mL for up to 120 hours showed an
inhibition of cell growth (5).

Resveratrol was also used by Bian and cols. (2020)
at a concentration of up to 50 uM/mL in a 48 hours
exposition, and presented different results according
to the method of analysis applied. The analysis from
the MTT assay revealed a decrease in cell viability in a
dose dependent mode; in the flow cytometry method,
cell cycle arrest and increase of apoptotic cells was
observed; in the Colony formation, a colony formation
decrease was found. Western blotting analysis showed
an increase of caspase-3, -8 and bax expression, and a
decrease of bel-xl and mcl-1 expression (7).

Perna and cols. (2018) evaluated curcumin with a
concentration of 25 pM/mL in a 48-hour exposition,
showing different cellular responses according to the
method of analysis. In the Immunoblotting method,
three results were obtained: degraded nrf2, reduced
VEGF expression and up-regulated TNFa in 2 of the 3
complexes tested. In the analysis from the MTT assay,
there was a reduced cell viability, and in the Western
blotting analysis, both cell cycle regulators (cyclin D1,
p-catenin, P21, P53) and apoptosis regulators (pro-
caspase3, bel-2) were down-regulated (10).

Curcumin was also used by Esposito and cols.
(2019) in a 48-hour exposition with a concentration
of 25 pM/mL. The MTT assay revealed cell
viability reduction, and immunofluorescence analysis
demonstrated damage to the cell nucleus. There was
a down regulation of cell cycle regulators (cyclin D1,
p-catenin, p2l, p53) and apoptosis regulators (pro-
caspase3, bcl-2), verified by Western blotting, similar
to that observed by Perna and cols. (2018)(9,10).
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Zhouand cols. (2019) used narigin at concentrations
of 6, 12 or 25 uM/mL. In the MTT assay, cell
proliferation observed,
cvtometry showed an induction in cell apoptosis. In the
Western blotting analysis, there was an enhancement of
caspase 3 and bax expression, reduction of cyclin D1,
c-Myc, survivin, and bel-2 expression, as well as the
suppression of PI3K/AKT pathway activation (12).

Using extract from Annurca Flesh Apple (AFPE),
Orlandella and cols. (2022) applied it in a 24 hours
exposition with a concentration of up to 250 nM/mL,
resulting in a reduction of cell viability and promotion
of cell cycle arrest analyzed by flow cytometry. Another
concentration of AFPE (500 uM/mL) in a 20 hours
exposition was evaluated by the DCFDA/H2DCFDA
— Cellular ROS Assay Kit, obtaining a reduction of cell
death induced by oxidative stress, contrasting with the
findings described so far (13).

Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) showed
different cellular responses when used in different
concentrations in the study by Wu and cols. (2019).
Considering 24 hours of exposure with doses berween
10-200 uM/mL, it inhibits cell proliferation and
cell viability when analyzed by EdU and MTS assays
methods, and causes cell cycle arrest as shown in flow

inhibition was and flow

cvtometry. In the same article, concentration up to 25
uM,/mL, evaluated by TUNEL staining and Western
blotting, revealed an increase of the apoptotic index.
Concentrations up to 50-200 pM/mL, using Western
blotting method, showed an increase of the bax/bcl-2
ratio and the expression levels of cleaved caspase-3 and
cleaved PARP. Furthermore, Western blotting was used
to analyze exposure with 50-200 nM/mL EGCG,
which revealed a gradually decrease of p-EGFR, RAS,
p-RAF, p-MEK1 /2 and p-ERK1 /2 (11).

In the study by Yin and cols. (2017) Pruncliz
vitlgaris (PV) was used, a compound with rutin,
hyperoside and other flavonoids isolated and identified
from PV (luteolin, homoorinetin, cinaroside, quercetin
and kaempferol). At concentrations of 0, 5, 10, 20 and
30% for 12, 24 and 36 hours, based on a CCK-8 assay,
cell proliferation inhibition was observed. When used
50% PV for 24 hours, the Hoechst 33342 staining
method revealed alteration of cellular morphology
and cell nuclei, DNA extraction and fragmentation -
assay showed induction of cell apoptosis and RT-qPCR -
indicated decrease of bel-2 expression and increase of -
bax and caspase-3 expression (8). '

v



Fisetin was used in the research conducted by Liang
and cols. (2020) at concentrations from 1 pM/mL
to 30 pM/mL for 24 hours, promoting a cytotoxic
effect evidenced by the MTT assay. At 15 pM/mL
dose, through the morphological examination in a
fluorescence microscope, induction of cell apoptosis
without compromising cellular  membrane was
visualized. In the concentration of 20 pM/mL, still
using the same analysis, an elevated quantity of late
apoptotic cells was observed. The same dose revealed
ROS enhancement, shown by DCFH-DA dve method,
and reduction of the mitochondrial membrane potential
was detected by spectrofluorimetry. The concentration
of 15-20 pM/mL was analyzed by flow cytometry
which showed an alteration of cell cycle progression in
a dose dependent mode. The Western blotting method
revealed a down regulation of the cyclin D1 expression;
up regulation of STAT3 and decreased expression of
JAK-1. ELISA analysis showed an elevated protein
expression of cleaved caspase-3, and -9 in a dose
dependent mode (6).

Silibinin was applied by Oh and cols. (2013) with
a 100 uM/mL dose for 24 hours, which revealed a
decrease in cell viability with the quick cell proliferation
assay kit IT (14). Xanthohumol was used in the research
by Carvalho and cols. (2018) for two 48-hour and 72-
hour time slots of exposure. For the first time slot, 10-
100 uM/mL concentration showed, in sulforhodamine
B assay, a decrease in cell viability in a dose dependent
Concentrations of 100 pM/mL revealed a
high cell death rate and high percentage of fragmented
DNA in the TUNEL assay, and finally in doses of up
to 10 pM,/mL demonstrated an increase in caspase-3
and caspase-7 expressions using the western blotting
method. For the second time slot another 10 pM/mL
concentration was applied, which revealed a cell cycle
arrest using flow cytometry. Finally, exposure to doses
of 0.05-0.1-100 pM/mL showed increased levels of
ROS at higher concentrations (pro-oxidant effect)
through a fenton reaction and deoxyribose degradation
cell-free assay (15).

In summary, all polyphenol substances studied
had a molecular influence in the TPC-1 cell lineage,
mostly in a dose and time dependent manner. Cellular
proliferation was inhibited in all studies analyzed, most
of them showed by the MTT assay (5-7,9,10,12,14,306).
Cell cycle arrest was another mechanism evaluated
primarily by using flow cytometry (37 ). The majority of
polyphenols increased the activity of caspases (6-12,15)

mode.
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and down-regulated the activity of cyclin D1, leading
to cell death (6,9,10,12). The induction of apoptosis,
evaluated by flow cytometry (7,12), TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
assay (11), DNA extraction and fragmentation assay
(8), and analysis through morphological examination
in a fluorescence microscope (6) found DNA damage
(8,15) and accumulation of ROS (6,15). In contrast,
only one study using pretreatment with AFPE showed
a reduction in cell death induced by oxidative stress,
underlying that polyphenols found specifically in this
source may (alone or in combination ) show a protective
effect in this specific scenario (13). Finally, cell cycle
and apoptosis regulators, inflammatory cytokines,
inductors of cell growth, signaling pathways and
altered mitochondrial membrane potentiality were also
associated to the causing of cell death in TPC-1 lineage
(6-13,15).

Therefore, it is possible to consider that many
polyphenolic compounds have antineoplastic properties
specifically in TPC-1 cell lineage. In wvitro studies
obtained results by using concentrations above usual
dietary consumption, and tested the toxicity in control
cells, without evidence of cell damage. However, this
result is limited to cellular analysis, and this evidence
should be used for studies in animal models, aiming to
know the real safety and efficacy of these substances in
this scenario. According to this evidence, some studies
have already tested these polyphenolic compounds
associated with antineoplastic drugs and the results, so
far, are promising. For example, cisplatin administered
with curcumin in mice potentiates the cytotoxicity
via mediating cell death and cycle arrest, enhancing
drug sensitivity and preventing resistance, in addition
to reduced cisplatin-mediated side effects (38).
Specifically, on thyroid cancer, a study using PTC cell
culture of thyroidectomized patients showed that the
addition of the isoflavone daidzein conjugated with an
anti-estrogenic compound (N-t-boc-hexylenediamine)
was able to amplify the inhibitory effect of Sorafenib®
on cells, with a dosage ten times lower, reducing its
important side effects (39). Another study, using PTC
cell lineages K1 and BCPAP, showed that the co-
administration of polyphenol quercetin and Sorafenib®
lead to a reduction of the proliferation, adhesion and -
migration properties of the cells, enabling the reduction -
of the effective anticancer dosage of the drug (40). =

Although relevant, these findings are reflected in -
in vitro studies using high doses of phytochemicals. -



Their usual consumption was not able to demonstrate
protection or risk of inducing neoplasms, whether
thyroid or other primary foci. In addition to the
amount of exposure to the phytochemical, one must
consider the factors that influence the extraction
of the active ingredient, which vary according to
location, sun exposure, soil characteristics, among
other factors. Therefore, to extrapolate these findings
to all substances, it would be necessary to rigidly
standardize the substances and adequately measure it in
individuals who, in addition to the confounding factors
related to the phytochemical, also suffer influences in
the individual’s organism, where absorption can be
influenced by intestinal flora, interactions with other
medications and other possible influencers. Therefore,
an animal model with greater possibility of controlling
individual factors and a standardization of the substance
would be necessary to carry out more in-depth studies
on this topic (41,42).

In conclusion, there is evidence that polyphenolic
compounds have antineoplastic properties on a cellular
level, through mechanisms such as inhibiting cell
growth, increasing expression of apoptotic proteins,
stimulating down regulation of cell cycle regulators and
causing DNA damage, but, so far, in doses above those
usually obtained through dietary consumption. There is
also no evidence of toxicity considering cellular models.
These findings reveal a possible therapeutic potential
of polyphenols due to their direct effects on neoplastic
cells and their actions combined with antineoplastic
drugs. However, these results deserve further studies,
advancing to trials in animal models and in association
with other substances such as tyrosine kinase inhibitors,
and, secking alternatives for the treatment of refractory
cases, which are extremely limited in current treatments.

Funding: no funding was needed in this article

Disclosure: no potential conflict of interest relevant to this article
was reported.
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Avaliacdo de componentes do sistema purinérgico e perfil oxidativo em pacientes
com cincer de cabeca e pescoco

Prezado Participante, Vocé esta sendo convidado (a) a participar voluntariamente da
pesquisa “Avaliacdo de componentes do sistema purinérgico e perfil oxidativo em
pacientes com cancer de cabeca e pescogo”. Desenvolvida pela colaboradora técnica
administrativa da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) e aluna do Programa de
Pés-Graduacgdo em Bioquimica (PPGBQA) da Universidade Federal De Santa Catarina
(UFSC), Filomena Marafon, e por discentes dos cursos da area da satide da UFFS —
Campus Chapeco, sob a orientacdo da Professora Margarete Dulce Bagatini, professora
titular da UFFS ¢ professora convidada do PPGBQA. O objetivo central desse estudo ¢
avaliar os componentes do sistema purinérgico e perfil oxidativo em pacientes com cincer
de cabeca e pescogo (CCP). Esta pesquisa se justifica em decorréncia das iniimeras
alteracdes metabolicas associadas ao CCP, devido a correlagéo do estresse oxidativo com
uma maior incidéncia de tumores e da sinalizacdo purinérgica com alteragdes do
microambiente tumoral, estando associados a um pior prognostico dos pacientes. O
convite a sua participagdo se deve ao atendimento aos critérios de inclusdo propostos
pelos autores: idade superior a 20 anos ¢ diagnostico de CCP para os pacientes do grupo
teste e para o grupo controle, individuos saudaveis com idade superior a 20 anos. Sua
participa¢do ndo € obrigatoria e vocé tem plena autonomia para decidir se quer ou ndo
participar, bem como desistir da colaborag¢@o neste estudo no momento em que desejar,
sem necessidade de qualquer explicacdo e sem nenhuma forma de penalizag¢do. Vocé ndo
sera penalizado de nenhuma maneira caso decida nio consentir sua participagdo, ou
desista da mesma. Contudo, cla ¢ muito importante para a execugdo da pesquisa. Vocé
ndo recebera remuneragdo e nenhum tipo de recompensa nesta pesquisa, sendo sua
participacio voluntaria. Esclarecemos também que, apenas os pesquisadores que assinam
este documento terdo acesso aos dados das analises de seu sangue, ¢ todas as precaucdes
serdo tomadas para manter sigilo absoluto sobre seu nome e respectivos dados. No
entanto, sempre existe o risco remoto de que ocorra quebra de sigilo e anonimato, mesmo
que seja ndo intencional e involuntario, caso isso ocorra, as consequéncias serdo tratadas
de acordo com a resolugdo n® 466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de
Satde. Esclarecemos também, que teremos acesso e ao seu prontuario médico para
obten¢@o de dados sobre terapia medicamentosa e protocolo de tratamento empregado,
utilizagdo de medicagdo continua, estadiamento e caracterizagdo histopatolégica do
tumor, presenga de recidivas. Serdo garantidas a confidencialidade e a privacidade das
informacdes por vocé prestadas. Qualquer dado que possa identifica-lo sera omitido na
divulgacdo dos resultados da pesquisa ¢ o material armazenado em local seguro. A
qualquer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, vocé podera solicitar do
pesquisador informagdes sobre sua participagdo e/ou sobre a pesquisa, o que podera ser
feito através dos meios de contato explicitados neste Termo. A sua participagdo consistira
em responder a um formulario com dados de identificacdo, sociecondmicos e outras
informac¢des relevantes. Vocé sera submetido a coleta de sangue para analises
laboratoriais, para estes vocé concedera a pesquisadora uma amostra de aproximadamente
quinze (15) mL de sangue total, durante coleta realizada no HRO. Ao final da pesquisa,
todo material sera mantido em arquivo, fisico ou digital, por um periodo de cinco anos.
A pesquisa sera desenvolvida segundo as normas da Resolucgdo n°. 466 de 12 de dezembro
de 2012. Segundo esta resolugao, qualquer pesquisa possui riscos e beneficios. Referente
ao formulario de pesquisa caso vocé ndo se sinta confortavel com os questionamentos
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podera se abster de respondé-los. Pode ocorre um risco associado ao procedimento de
coleta, que incluem tontura ou mal-estar, sendo que para minimiza-lo a coleta sera
executada por profissional qualificado, e caso o participante sinta-se mal durante esse
procedimento a pesquisadora ira aferir a pressdao arterial e acompanha-lo até
normalizag¢do, caso o mal-estar persista o paciente sera encaminhado a assisténcia médica.
O beneficio relacionado com a sua colaboragdo nesta pesquisa incluem o acesso aos
resultados laboratoriais e orientacdes em caso da presenca de alteracdes laboratoriais,
sendo estes casos encaminhados para atendimento especializado. Os pesquisadores
procederido a devolutiva dos resultados desta pesquisa em visita agendada com o paciente
no HRO e realizarao palestras informativas e discussao dos resultados. Asseguramos que
a coleta de sangue ¢ realizada por profissionais capacitados e acompanhada pela
pesquisadora, e vocé tera toda a assisténcia necessaria caso venha se sentir desconfortavel
durante ¢ momentos apos a coleta de sangue, tendo plena assisténcia dos pesquisadores
em qualquer momento que necessitar. As informagoes e os resultados obtidos através das
analises laboratoriais, poderao ser utilizados em congressos cientificos ou publicados em
revistas cientificas, asseguramos que jamais revelaremos seu nome, instituicdo ou
qualquer informagéo relacionada a sua privacidade para que vocé nao seja identificado.
Caso concorde em participar, uma via deste termo ficara em seu poder e a outra sera
entregue ao pesquisador, pois esse documento ¢ elaborado em duas vias, e todas as
paginas devem ser rubricadas, e assinatura deve constar na pagina final do termo. O TCLE
garante seus direitos como participante da pesquisa e nela esta presente o contato e o
endereco dos pesquisadores, bem como do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFFS para quaisquer duvidas que vocé venha a ter futuramente.

Eu, (NOME COMPLETO) declaro
que li (ou tive este documento lido por uma pessoa de confianca) e entendi os objetivos,
riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa, bem como, tive todos os
esclarecimentos que julguei necessarios sobre a pesquisa repassados pelos pesquisadores.
Portanto opto por livre e espontanea vontade em participar da pesquisa. Assinatura:

Eu, Filomena Marafon, como aluna e pesquisadora, atesto que esclareci cuidadosamente
a natureza e o objetivo deste estudo, os possiveis riscos e beneficios da participag¢ao no
mesmo, junto ao participante, bem como comprometo-me a conduzir esta pesquisa de
acordo com as leis preconizadas na Resolug@o 466/12 de 12/06/2012, que trata dos
preceitos  éticos e da  protegdo aos  participantes dessa  pesquisa.
Assinatura:

Eu, Margarete Dulce Bagatini, como pesquisadora responsavel, atesto que esclareci
cuidadosamente a natureza e o objetivo deste estudo, os possiveis riscos e beneficios da
participacdo no mesmo, junto ao participante, bem como, comprometo-me a conduzir esta
pesquisa de acordo com as leis preconizadas na Resolugdo 466/12 de 12/06/2012, que
trata dos preceitos éticos e da protegdo aos participantes dessa pesquisa.
Assinatura:
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Em caso de davida quanto a conducgdo ética do estudo, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa da UFFS:

Tel e Fax - (049) 2049-3745

E-Mail: cep.uffs@uffs.edu.br

http://www.uffs.edu.br/index.php?option=com content&view=article&id=2710
&ltemid=1101&site=proppg

Endereco para correspondéncia: Universidade Federal da Fronteira Sul/UFFS -
Comité de Etica em Pesquisa da UFFS, Bloco da Biblioteca, Sala 310, 3° andar, Rodovia
SC 484 Km 02, Fronteira Sul, CEP 89815-899, Chapecé, Santa Catarina, Brasil.

CONTATOS DOS PESQUISADORES

Endereco Profissional — Pesquisador Principal

Margarete Dulce Bagatini

Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS

Endereco: Campus Chapeco, SC 484, Km 02, s/n, Bairro Fronteira Sul;
Chapecd/SC

Telefone: (49) 2049-6456

E-mail: margarete.bagatini(@uffs.edu.br

Local: Data: / /201
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOMEDICAS - CHAPECO

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO N° 19/2023 - PPGCB - CH (10.41.13.10.05)

N"do Protocolo: 23205.020369/2023-32
Chapec6-SC, 10 de julho de 2023.

Ata de Defesa de Dissertacao XX/PPGCB/UFFS/2023

Defesa de Dissertagao da mestranda Marielle Lang Makiyama, do Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias Biomédicas.

Aos seis dias do més de julho do ano de dois mil e vinte e trés, as dezoito e trinta horas, de
modo remoto, via webex, reuniu-se banca examinadora para defesa da dissertacao
apresentada por Marielle Lang Makiyama, intitulada: "Efeitos do fitoquimico cafeina na
linhagem celular TPC-1 de carcinoma de tireoide". A Banca Examinadora composta pelos(as)
professores(as): Prof°. Dr. Marcelo Moreno (Orientador/presidente - UFFS), Prof®. Dra. Sarah
Franco Vieira de Oliveira Maciel (membro interno — UFFS); Prof*. Dra. Jucimara Baldissarelli,
(Membro Externo — UFPEL); Prof* Dra. Margarete Dulce Bagatini (Coorientadora - UFFS). O
presidente da banca deu por aberta a sessao e logo a seguir passou a palavra a mestranda,
para que no tempo de trinta e sete minutos expusesse seu trabalho. Terminada a exposigao,
passou-se a arguicao da Banca Examinadora. Os membros examinadores decidiram por (X)
aprovar ( ) reprovar o trabalho.

Observacgoes: Realizar as alteragoes sugeridas pela banca.

Nestes termos, esta ata segue assinada digitalmente pelos membros da banca, exceto o
mestrando.

(Assinado digitalmente em 10/07/2023 17:47) (Assinado digitalmente em 12/07/2023 14:04)
ARCELO MORENO MARGARETE DULCE BAGATINI
PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR
ACAD - CH (10.41.13) DPG (10.51.05)
Matricula: #4#8217#4 Mairicula; ###32583

(Assinado digitalmente em 10/07/2023 16:04)
SARAH FRANCO VIEIRA DE OLIVEIRA MACIEL
COORDENADOR DE CURSO
PPGCB - CH (10.41.13.10,05)

Matricula: ###122#6

(Assinado digitalmente em 18/07/2023 17:00)
JUCIMARA BALDISSARELLI
ASSINANTE EXTERNO
CPF; ##8 4 38044
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