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RESUMO

Introdução: A neoplasia de tireoide vem apresentando incidência elevada nos últimos anos,
porém, a mortalidade não acompanhou essa tendência, visto que a maioria dos casos se deve a
carcinomas diferenciados de comportamento indolente. Quando não há resposta à terapêutica
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 proliferação neoplásica, além de acarretar efeitos colaterais limitantes de qualidade
de vida. A busca por outras possibilidades de tratamento nesse cenário trouxe evidências sobre o
uso de fitoquímicos e sua ação sobre a modulação da sinalização purinérgica, estresse oxidativo e
carcinogênese, hipotetizando possíveis vias de tratamento. Já são descritas as propriedades
anti-inflamatórias e antioxidantes dessas substâncias em outras neoplasias, porém no câncer de
tireoide essas evidências ainda são escassas. Objetivo: avaliar a ação antitumoral e
anti-inflamatória do fitoquímico cafeína em células de câncer papilífero de tireoide da linhagem
TPC-1 e em células controle não tumorais. Metodologia: As ce ́lulas foram tratadas com cafeína
nas concentrações 0,5 mM; 1 mM; 2 mM; 4 mM e 8 mM por 24h e avaliados os seguintes
para ̂metros: viabilidade celular pelo ensaio MTT e pela microscopia com fluorescência, teste de
migração celular, avaliação da atividade das ectonucleotidases do sistema purinérgico e
marcadores do estresse oxidativo. Resultados: A cafeína causou redução da viabilidade celular e
redução na migração celular, relacionada a aumento na produção de espécies reativas de oxigênio
e óxido nítrico, com redução da capacidade de formação de defesas antioxidantes tumorais. Foi
encontrado também redução na atividade da enzima ecto-5’-nucleotidase, além de possível
inibição de atividade de receptores de adenosina, porque mesmo elevada o tumor não apresentou
progressão. Conclusão: Portanto, através da análise in vitro, observou-se que a cafeína pode ser
uma substância efetiva no tratamento adjuvante do carcinoma diferenciado de tireoide refratário
ao reduzir viabilidade e proliferação celular, através de mecanismos como o aumento da
produção de espécies reativas de oxigênio, aumento de óxido nítrico e influência no sistema
purinérgico, porém estudos in vivo seriam necessários para prosseguir com essa hipótese.

Palavras-chave: carcinoma diferenciado de tireoide, cafeína, sistema purinérgico, estresse
oxidativo.
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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:
Caffeine 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 INTRODUÇÃO

O carcinoma de tireoide é uma neoplasia com crescente registro de incidência,

possivelmente relacionado ao acesso a exames de imagem como a ultrassonografia, ou a algum

fator de risco ainda não evidenciado (ROSÁRIO 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 câncer segue estável, pois a

maioria dos tipos de neoplasias de tireoide é composta por células diferenciadas, o que resulta

em bom prognóstico porque habitualmente os casos são tratados e curados somente com exérese

cirúrgica. Nos pacientes que apresentam a doença avançada, com metástase ou volume tumoral

elevado, pode ser necessário a adjuvância com iodo radioativo (IRA) sistêmico. Dentre os

subtipos de câncer de tireoide, o papilífero 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 doença sem cura e com tratamento apenas paliativo

(PACINI et al., 2018; HAUGEN et al., 2016). Neste cenário, buscam-se alternativas terapêuticas

que possam modificar o prognóstico e a qualidade de vida desses pacientes. Os fitoquímicos são

substâncias encontradas na natureza e que já demonstraram em estudos in vitro propriedades

anti-inflamatórias, e nos últimos anos vem sendo alvo de estudos relacionados a possível

atividade antineoplásica (GONÇALVES; DE FREITAS; FERREIRA, 2017; ABOTALEB, M. et

al., 2018).

A variedade de fitoquímicos existentes abre um leque de possibilidades em estudos com

objetivo de encontrar alternativas a tratamentos sistêmicos para neoplasias malignas. Já são

descritas as propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes dos fitoquímicos em outras

neoplasias, porém no campo da neoplasia de tireoide essas evidências são escassas e muitas

substâncias ainda não 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 ação antitumoral da cafeína, em diferentes concentrações, na linhagem de

carcinoma papilífero de tireoide TPC-1 e em células controle - células mononucleares do sangue

periférico (PBMCS).

1.1.2 Objetivos específicos

Avaliar, nas células TPC-1 tratadas com cafeína:

- A viabilidade celular pelos métodos MTT e microscopia com fluorescência;

- Verificar a migração celular pelo teste da ferida;

- Analisar a atividade das ectoenzimas do sistema purinérgico;

- Determinar os níveis dos marcadores de estresse oxidativo;

- Discutir o papel da sinalização purinérgica e do estresse oxidativo.
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2 REVISÃO DA LITERATURA

2.1 Carcinoma de tireoide

No Brasil, o câncer de tireoide é a neoplasia mais comum da região da cabeça e pescoço e

afeta três vezes mais as mulheres do que os homens. Segundo o Instituto Nacional de Câncer

(INCA), para o ano de 2023 estima-se que o câncer de tireoide seja o terceiro tumor mais

frequente em mulheres no Brasil (sem considerar o câncer de pele não-melanoma). As

estimativas de novos diagnósticos de câncer de tireoide para o ano de 2023 são de 8.820 casos a

cada 100 mil habitantes. Quanto à mortalidade no Brasil, no ano de 2020 a taxa bruta de

mortalidade por câncer de tireoide foi de 0,4/100.000 habitantes em homens e mulheres (INCA,

2023). No mundo, a incidência de câncer 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 populações celulares: as células foliculares e as

células C, sendo classificados em carcinomas diferenciados (CD), carcinomas pouco

diferenciados (CPD) e indiferenciados. Os CD são os mais frequentes e se subdividem em

papilífero (entre 50% e 80% dos casos), folicular (entre 15% e 20% dos casos) e de células de

Hürthle. Os CPD (cerca de 10% dos casos) e os indiferenciados (também cerca de 10% dos

casos) são menos comuns (GONÇALVES; DE FREITAS; FERREIRA, 2017). A linhagem

celular TPC-1 de carcinoma papilífero diferenciado de tireoide é 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 doença assintomática, sendo

a avaliação diagnóstica iniciada a partir da identificação de nodulação na glândula tireoide.

Segundo a Sociedade Brasileira de Endocrinologia aproximadamente 4-7% das mulheres e 1%

dos homens apresentam nódulos palpáveis na tireoide ao exame físico, porém a prevalência de

nódulos encontrados na população em geral em exames de ultrassonografia realizados por outros

motivos é de até 68%. A grande maioria desses nódulos são benignos mas, caso sejam malignos,

95% deles são CD (ROSÁRIO et al., 2013).

Propõe-se que a incidência de neoplasias malignas de tireoide vem aumentando no Brasil

devido a maior realização de exames ultrassonográficos identificando lesões assintomáticas.

Entretanto, esse aumento na incidência não foi acompanhado de mudanças 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 várias sociedades no mundo

especializadas em estudos da tireoide questionarem o método de screening, já que a maioria das

neoplasias nessa glândula possuem comportamento indolente (ROSÁRIO 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 nodulações

palpáveis ao exame físico (INCA, 2019; ROSÁRIO et al., 2013; RUSS et al., 2017; US

PREVENTIVE SERVICES TASK FORCE et al., 2017; GHARIB, 2016; HAUGEN et al., 2016).

O hormônio tireoestimulante (TSH) é o principal regulador do crescimento e da função

da tireoide. A presença de receptores para o estrógeno nas células neoplásicas da tireoide e a

maior frequência em mulheres sugere também a participação dos hormônios sexuais femininos

na gênese dessa neoplasia (CAVALHEIRO, 2022). Na carcinogênese hormonal, diferente da

induzida por vírus ou agentes químicos, a proliferação celular não necessita de um agente

iniciador específico. A participação dos hormônios na carcinogênese se restringe à proliferação

das células já transformadas por outros carcinógenos. Os oncogenes, os genes supressores

tumorais e os genes do reparo do ácido desoxirribonucleico (DNA) estão envolvidos na

carcinogênese hormonal. Além disso, a carcinogênese tireoideana envolve conhecidos fatores

ambientais (história de irradiação em região cervical e residir em localidades com dietas pobres

em iodo) e genéticos (história familiar - SRGAP1, TITF-1/NKX2.1, FOXE1, HABP2, SRRM2 e

MAP2K5) (HOSKIN et al., 1994; KUMAR, 2013; RIBEIRO, 2018).

A carcinogênese caracteriza-se por mutações genéticas herdadas (germinativas) ou

adquiridas (somáticas) influenciada por diversos agentes externos. Inicia-se com a exposição das

células aos carcinógenos com consequente mutação e formação de clones celulares atípicos,

finalmente perpetua-se pela multiplicação desses clones celulares (sendo que nessa fase a

supressão do contato com os carcinógenos pode interromper o processo). Os principais alvos da

alteração genética são os proto-oncogenes, os genes supressores tumorais e os genes que

controlam a morte celular programada ou apoptose (CAVALHEIRO, 2022).

Além dos aspectos genéticos, ocorre uma importante relação com as respostas

inflamatórias produzidas pelo dano ou necrose celular, sinalizadas pelo sistema purinérgico. No

microambiente tumoral a expressão das ectoenzimas e a produção das biomoléculas são

modificadas no intuito de favorecer a proliferação celular. Somando-se a essas modificações, a

elevada produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e o estresse oxidativo são reconhecidos

como mecanismos presentes na carcinogênese, contribuindo para a manutenção e proliferação 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
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células neoplásicas, gerando peroxidação lipídica e carbonilação de proteínas (HOSKIN et al.,

1994; KUMAR, 2013; CAVALHEIRO, 2022).

Uma vez que seja identificado um nódulo na tireoide, se faz necessária uma análise

quanto às características ultrassonográficas a fim de avaliar se há ou não necessidade de Punção

Aspirativa por Agulha Fina (PAAF). Através do exame citopatológico do material coletado pela

PAAF é possível determinar os subtipos celulares presentes naquela amostra e orientar a conduta

médica. Segundo o último guideline da Associação Americana de tireoide, os resultados da

PAAF são submetidos à classificação de Bethesda (Figuras 1 e 2, Quadro 1) (HAUGEN et al.,

2016).

Figura 1 - Aspecto ultrassonográfico de uma lesão sólido-cística em lobo direito da tireoide,
com indicação de estudo citopatológico via PAAF. Áreas em cores com equivalência de

neovascularização em área adjacente à lesão e no interior da porção sólida. Fotografia arquivo
pessoal do Prof. Dr. Marcelo Moreno.

Figura 2 - PAAF guiada por ultrassonografia, onde é possível notar estrutura linear
hiperecogênica (agulha) em contado com área sólida suspeita para malignidade, de uma lesão
sólido-cística 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 - Classificação de Bethesda - Associação Americana de Tireoide.

Classificação Significado clínico Conduta sugerida

Bethesda I Não diagnóstico nova coleta de PAAF

Bethesda II Achados benignos Seguimento clínico

Bethesda III Achados inconclusivos Nova coleta de PAAF,

avaliação molecular,

seguimento clínico ou exérese

cirúrgica para avaliação de

anatomopatológico

Bethesda IV Achados suspeitos para

malignidade

Nova coleta de PAAF,

avaliação molecular,

seguimento clínico ou exérese

cirúrgica para avaliação de

anatomopatológico

Bethesda V Achados malignos Terapêutica definitiva com

exérese cirúrgica

Adaptado de HAUGEN et al., 2016.

No caso de citologia duvidosa (Bethesda III ou IV), algumas mutações genéticas já foram

descritas no carcinoma de tireoide e a presença do exame genético na amostra celular é uma

ferramenta diagnóstica complementar. Uma delas é associada ao gene da serina/treonina quinase

do tipo B (BRAF), que codifica uma serina/treonina quinase do tipo B, realiza a transdução da via

da proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) e tem como principais substratos as quinases

de proteína quinase regulada por sinal extracelular (MEK) 1 e 2. A mutação desse gene na

posição BRAFV600E é a mais frequente encontrada no CD, onde ocorre troca de uma valina por

um glutamato com ação oncogênica através da mediação constitutiva da via mitogen-activated

protein kinase/ kinase (RAS/RAF/MEK/ERK). Outro gene definido é o RET (do inglês

rearranged during transfection), que codifica uma proteína de membrana tirosina quinase que

não é fisiologicamente expressa nas células da tireoide, sendo essa alteração proveniente de um

rearranjo cromossomal formado pela fusão de um domínio tirosina quinase intracelular na porção

30 do gene RET com a terminação 50 de um gene heterólogo, levando a ativação de uma forma

https://www.zotero.org/google-docs/?ugcvwY
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truncada da proteína, conhecida como rearranged during transfection papillary thyroid cancer

(RET/PTC). Tanto a mutação BRAF quanto a RET/PTC resultam na ativação da MAPK, mesmo

sendo associadas a fenótipos diferentes (Figura 3). As ativações nestas vias estimulam a

proliferação celular e, portanto, a gênese neoplásica. A presença destas mutações em células

provenientes de citoaspirados, associada a suspeita de malignidade, reforça prosseguimento para

ressecção cirúrgica (GONÇALVES; DE FREITAS; FERREIRA, 2017).

Figura 3 - Sinalização molecular na proliferação celular em neoplasias tireoideanas.
Figura demonstrando a via de sinalização molecular envolvida com os genes RET/PTC e BRAF. Elaborado pela

autora utilizando o BioRender.

Para as lesões submetidas a ressecção cirúrgica, realiza-se estadiamento após análise

anatomopatológica considerando as características do tumor ressecado (tamanho, extensão) e a

presença de metástases linfonodais e/ou sistêmicas para definir o estágio patológico da doença,

conforme as diretrizes da American Joint Committee on Cancer, essencial para definir as

próximas condutas (TUTTLE; HAUGEN; PERRIER, 2017).

Os CD são considerados neoplasias malignas de bom prognóstico, com uma taxa de

sobrevida de 93–95%. Devido ao comportamento biológico indolente, alguns casos selecionados

de CD são tratados apenas com vigilância ativa. Entretanto, a maioria é submetida a ressecção

tumoral com objetivo de buscar a cura e reduzir o risco de persistência ou recorrência da doença

e morbidades associadas, além de permitir estadiamento e estratificação de risco acurados para

minimizar terapêuticas desnecessárias. Geralmente, em pacientes com risco de recorrência baixo

a intermediário possuem neoplasias T1 a T2, N1a aN1b e M0-X [(de acordo com a classificação

TNM - Tumor (T), Linfonodo (N) e Metástase (M)]. Os pacientes com neoplasias de risco

intermediário a alto risco de recidivas, ou seja, com doença classificada em T3 ou T4, qualquer N

https://www.zotero.org/google-docs/?nTg6cb
https://www.zotero.org/google-docs/?fs2GkK
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e/ou M, é necessária a realização de tratamento adjuvante com IRA (Figura 4 e Quadro 2)

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

Figura 4 - Aspecto macroscópico de uma tireoide com carcinoma papilífero multifocal (áreas
claras). Nesse caso, a classificação "T" é definida pelo nódulo maior (T2). Fotografia arquivo

pessoal do Prof. Dr. Marcelo Moreno.

Quadro 2 - Classificação Tumor (T), Linfonodo (N) e Metástase (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 diagnóstico inferior a 55 anos

Estágio I Qualquer T Qualquer N M0

Estágio II Qualquer T Qualquer N M1 - presença de
metástase a
distância

Idade ao diagnóstico igual ou superior a 55 anos

Estágio I T1 - tumor com 2 cm ou menos na maior
dimensão limitado à tireoide

N0 - sem
evidência de
acometimento
linfonodal / NX -
linfonodos não
puderam ser
avaliados

M0

Estágio II T2 - tumor maior do que 2 cm mas com até
4 cm em maior dimensão limitado à
tireoide

N0 / NX M0

T1 N1 - metástase M0

https://www.zotero.org/google-docs/?WzY3dP
https://www.zotero.org/google-docs/?q7caxs


23

para linfonodos
regionais

T2 N1 M0

Estágio III T3a - tumor> 4 cm limitado à tireoide / T3b
- extensão extratireoidiana macroscópica
que invadem apenas os músculos
esterno-hioideo, esternotireoideo,
tireo-hioideo ou omo-hioideo, de um tumor
de qualquer tamanho

Qualquer N M0

Estágio IV T4a - extensão extratireoidiana
macroscópica invadindo tecidos moles
subcutâneos, laringe, traquéia, esôfago ou
nervo laríngeo recorrente de um tumor de
qualquer tamanho

Qualquer N M0

T4b - extensão extratireoidiana
macroscópica invadindo a fáscia
pré-vertebral ou envolvendo artéria carótida
ou vasos mediastinais de um tumor de
qualquer tamanho

Qualquer N M0

Qualquer T Qualquer N M1

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

Posteriormente, os pacientes são acompanhados com estratificação de risco dinâmico

após o tratamento inicial para avaliar o risco de recorrência e a forma como o seguimento deve

ser realizado. A cada avaliação é realizada uma nova estratificação de risco de recorrência,

definindo a frequência de seguimento e o grau de supressão de TSH (a terapêutica adjuvante de

supressão do TSH tem como objetivo evitar a estimulação hipofisária de possíveis

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

2016).

Quadro 3 - Estratificação de risco dinâmico pós terapêutica inicial no carcinoma de tireoide.

Estratificação de risco Detalhamento

Pacientes após tireoidectomia total

Resposta excelente Imagem e laboratoriais negativos

Resposta bioquímica incompleta Tireoglobulina detectável ou
anti-tireoglobulina positiva

https://www.zotero.org/google-docs/?WzY3dP
https://www.zotero.org/google-docs/?q7caxs
https://www.zotero.org/google-docs/?IcjvPd
https://www.zotero.org/google-docs/?hyvxZO
https://www.zotero.org/google-docs/?hyvxZO
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Resposta estrutural incompleta Imagem com evidência de ressecção
incompleta

Pacientes após tireoidectomia subtotal

Resposta excelente Imagem e laboratoriais negativos

Resposta bioquímica incompleta Tireoglobulina ou anti-tireoglobulina em
ascensão

Resposta estrutural incompleta Imagem com evidência de ressecção
incompleta

Resposta indeterminada Achados inespecíficos na imagem e/ou
tendência da tireoglobulina não acessível

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

Os fatores de risco para comportamento agressivo e recorrência da neoplasia são

irradiação cervical prévia, extensão extra tireoidiana na ultrassonografia, localização posterior ou

subcapsular, tumor multifocal ou bilateral, coexistência com doença de Graves, suspeita de

envolvimento linfonodal, citologias agressivas e presença de variante patogênica do gene BRAF

(PACINI et al., 2018).

Em torno de 5% de todos os pacientes com CD apresentam metástases a distância no

diagnóstico. Destes, 30% obtêm cura com uso de IRA e os demais apresentam refratariedade a

esta terapêutica (doença metastática não captante de iodo ou metástase que mesmo sensível a

iodo apresenta aumento de dimensões com uso de até 600 mCi de IRA) e necessitarão de outras

terapias, sendo a sobrevivência nesses casos significativamente menor. A terapia sistêmica com

inibidores multiquinase é a única opção nessa situação atualmente, apesar de não ser uma

terapêutica curativa e possuir importantes eventos adversos. O uso desses inibidores pode ser

considerado na doença localmente avançada ou metastática que seja resistente à IRA e que não

possa ser abordada localmente, com progressão rápida e sintomatologia significativa ou presença

de lesões ameaçadoras à vida. Os objetivos nesse caso são reduzir a taxa de crescimento tumoral

e o impacto da doença para permitir sobrevida livre de progressão e controlar sintomas locais. A

quimioterapia tradicional é considerada apenas em casos refratários ou com contraindicações e

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

Alguns pacientes com CD podem piorar o prognóstico durante o seguimento clínico. O

principal mecanismo para essa modificação no comportamento do CD é a desdiferenciação

celular, que pode ocorrer em até 5% dos casos. É consequência de uma transição

epitelial-mesenquimal, na qual múltiplas transformações bioquímicas e morfológicas

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=QA7BFQ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=zNJhTf
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=tJve01
https://www.zotero.org/google-docs/?W8fPzO
https://www.zotero.org/google-docs/?x7rypX
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possibilitam células epiteliais polarizadas a assumir um fenótipo mesenquimal, aumentando a

proliferação, migração e habilidade de invasão, além de resistência a apoptose. Além desse

mecanismo, ocorre redução ou perda da expressão de alguns marcadores de diferenciação de

tireócitos, como o simportador de iodeto de sódio e a tireoglobulina. Clinicamente, a

desdiferenciação é a responsável pela perda da capacidade de captação de iodo pelas células,

podendo limitar o uso de IRA. Alguns compostos podem retardar ou interromper o processo de

desdiferenciação, além de atuar na modulação da sinalização purinérgica, em receptores celulares

específicos e na modulação da produção de ROS, sendo possíveis ferramentas na terapia do

carcinoma de tireoide. Nesse contexto, os fitoquímicos são possíveis candidatos através de suas

propriedades antioxidantes (GONÇALVES; DE FREITAS; FERREIRA, 2017; MAKIYAMA et

al., 2023).

2.2 Fitoquímico cafeína

Os fitoquímicos são elementos químicos de origem vegetal, encontrados em frutas,

verduras, leguminosas, grãos e outros tecidos vegetais que possuem atividade biológica. Se

apresentam em composição e quantidade extremamente variáveis nos alimentos e podem ser

classificados quanto à estrutura química conforme a Figura 5 (BAENA, 2015; PANG et al., 2021;

ABOTALEB et al., 2018).

Figura 5 - Classificação da cafeína como fitoquímico.

Modificado de LIU, 2013.

As metilxantinas são originadas de bases purínicas consideradas alcalóides devido sua

atividade biológica e presença do nitrogênio heterocíclico (Figura 6) (MATOS, 2014). São

derivados metilados da 2,6-dioxipurina ou xantina. Possuem uma estrutura básica onde os

hidrogênios nas posições 1, 3 e 7 são trocados por substituintes metílicos, 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
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abundantes a cafeína (1,3,7- trimetilxantina) e as isoméricas teofilina (1,3-dimetilxantina) e

teobromina (3,7-dimetilxantina6) (ARAGÃO et al., 2009).

Figura 6 - Estrutura bioquímica das xantinas.

Adaptado de PECKOLT, 1943.

As principais metilxantinas são encontradas em várias bebidas como café e chás e vem

sendo exaustivamente estudadas devido às suas propriedades estimulantes do sistema nervoso

central e antioxidantes (MATOS, 2014). Possivelmente, as xantinas são os estimulantes mais

antigos conhecidos sendo que, neste contexto, a cafeína é 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 vários componentes bioativos. Dentre eles, a cafeína

(C5H10N4O2; 1, 3, 7-trimetilxantina) cuja estrutura bioquímica está descrita na Figura 7 (QIU et

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

Figura 7 - Estrutura bioquímica da cafeína.

Adaptado de PECKOLT, 1943.

A composição do café e concentração de seus bioativos sofre influência de inúmeros

fatores como o método de produção, preparação e até armazenamento. O tipo de grão, o cultivo,

as condições climáticas e o processamento podem ser responsáveis por alterar as propriedades
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dessa substância. A torrefação pode degradar aproximadamente 1-2% da cafeína. Um copo de 25

mL de café expresso contém aproximadamente 2,4 mg/mL de cafeína, 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 são atribuídas a uma variedade de seus componentes.

O consumo de cafeína (400mg/dia) mostrou-se seguro e apresenta propriedades antioxidantes,

sendo utilizada na formulação de vários medicamentos analgésicos e anti-inflamatórios além da

redução de risco de várias doenças, 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 fígado através do citocromo P450 1A2

que leva à biossíntese da cafeína. Esta é catalisada por três metiltransferases (ácido salicílico,

ácido benzóico e teobromina metiltransferase), sendo excretada na urina na forma de seus

principais metabólitos: 1-metilxantina, ácido 1-metilúrico,

5-acetamino-6-formilamino-3-metiluracil e 1,7-dimetilurico (ISMAIL et al., 2021; QIU et al.,

2019). Estudos epidemiológicos recentes sugerem que o consumo de café diminui o risco de

alguns tipos de cânceres, como câncer de cólon, fígado, mama, endométrio e hepatocelular

(ABREU, 2014).

2.3 Ação da cafeína na glândula tireoide

Na literatura existem apenas descrição de estudos em animais relacionando a glândula

tireóide com a cafeína, demonstrando redução dos níveis de tri-iodotironina (T3) e da proporção

entre T3 e Tiroxina (T4) em ratos, devido a possível inibição de conversão periférica de T4 em

T3, além de redução na secreção de TSH (KAMELY; KARIMI; RAHIMI, 2016; SPINDEL et

al., 1980). Clozel e seu grupo encontraram redução no T4 livre de ratos recém-nascidos, por

possível aumento de conversão periférica em T3 ou inibição direta na síntese de T4. A secreção

de TSH poderia ser influenciada pela exposição crônica à cafeína, reduzindo sua capacidade de

responder ao feedback do hormônio liberador de tireotrofina (TRH) hipotalâmico. Entretanto, os

ratos nascem com eixo hipotálamo hipófise imaturo, o que pode diferenciar de fetos humanos
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que já nascem com responsividade maior ao TRH fetal (CLOZEL et al., 1983). As evidências em

seres humanos são mais complexas devido a vários vieses, porém é sugerida uma influência

transitória no TRH. O consumo de cafeína por adultos saudáveis que normalmente bebem de 2-3

xícaras de café não foi capaz de causar mudanças nos níveis séricos de TSH e T3 após 4 horas da

exposição. (OLIVEIRA et al., 2018).

2.4 Sistema purinérgico

O sistema purinérgico é constituído por moléculas sinalizadoras, enzimas e receptores e

participa de uma série de efeitos biológicos como a estimulação (ou inibição) da morte celular,

proliferação, migração, diferenciação, secreção de fatores de crescimento e mediadores

inflamatórios, sendo localizado em praticamente todas as células do organismo (CARDOSO;

MANFREDI; MACIEL, 2021; MANICA, 2019; CAVALHEIRO, 2022).

Este sistema compõe-se de três grupos: as biomoléculas, que são nucleotídeos 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

nucleosídeos que diferem dos primeiros por não possuírem 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 família P2X (ionotrópicos ligados a canais na

membrana plasmática) e P2Y (metabotrópicos acoplados à proteína G); finalmente, existem as

enzimas, que são responsáveis por hidrolisar as biomoléculas e compreendem as

ectonucleotidases (ecto-nucleotídeo pirofosfatase/fosfodiesterase – (E-NPP), E-NTPDases (do

inglês ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase - e seus subtipos, como a

E-NTPDase1/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 hidrólise do ATP e ADP formando AMP, que

através da enzima E-5’-NT será hidrolisada em ADO e finalmente degradada pela ADA gerando

inosina que é um metabólito inativo. Este é convertido em hipoxantina, oxidado a xantina e

metabolizado em ácido úrico (NOAL, 2012).

Dentre as biomoléculas, o ATP é uma das principais e atua como molécula energética na

fosforilação oxidativa no meio intracelular, promovendo a liberação de energia quando

degradado em ADP e AMP. Após a liberação, o ATP é degradado pelas ectonucleotidases. No
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meio extracelular, o ATP tem uma meia vida curta e age como sinalizador. Sua ação irá depender

da concentração, localidade e receptor acoplado, podendo apresentar atividades diferenciadas

conforme o meio. Quando em baixas concentrações e ligado a receptores do tipo P2Y, o ATP

promove efeitos anti-inflamatórios e imunossupressores. Entretanto, quando essa biomolécula se

apresenta em maior quantidade promove efeitos pró-inflamatórios e induz dano celular

(MARAFON, 2022; BAGATINI et al., 2018). O ADP no meio extracelular atua como um

mediador primário da ativação plaquetária, contribuindo para a homeostasia e formação de

trombos, através do seu efeito agregador após danos teciduais. O AMP é um metabólito

intermediário da hidrólise do ATP que exerce a função de sinalizador em situações de

desequilíbrio metabólico, servindo como substrato para a formação da ADO (CAVALHEIRO,

2022).

A ADO é um nucleosídeo sinalizador de dano celular, produzido tanto intra como

extracelularmente por degradação enzimática, tendo ação citoprotetora por mediar ações

anti-inflamatórias e imunossupressoras. Após ligação a seus receptores específicos, promove o

aumento ou diminuição dos níveis de AMPc e consequentemente direcionando a via da proteína

cinase ativada por mitógeno MAPK, fosfatidilinositol 3-cinase ou fosfolipase C (MARAFON,

2022; BAGATINI et al., 2018). Os receptores de ADO promovem a ativação da MAPK, levando

à sobrevivência, crescimento celular e diferenciação além de modular a atividade da adenilato

ciclase que promove a regulação da concentração intracelular de AMPc (MARAFON, 2022;

CAVALHEIRO, 2022).

Os receptores P2Y reconhecem ATP e vários outros nucleotídeos, incluindo ADP,

trifosfato de uridina, difosfato de uridina (UDP) e UDP-glicose e modulam a sinalização pela

regulação dos níveis intracelulares de AMPc, desencadeando assim seus mecanismos de

transdução de sinal. Os receptores P2X tem como agonista principal o ATP e o subtipo P2X7

exerce um papel diferenciado ao induzir a formação de poros de condução levando a apoptose. A

expressão dos purinoreceptores P2Y e P2X em células imunes e inflamatórias promove a

modulação de respostas-chave, como quimiotaxia e liberação de citocinas (MARAFON, 2022;

MÂNICA, 2019; BAGATINI et al., 2018; CAVALHEIRO, 2022).

As ectoenzimas purinérgicas regulam a concentração extracelular de ATP e ADO,

portanto, as moléculas de nucleotídeos, após desempenhar suas funções orgânicas, são

degradadas de modo a manter seus níveis extracelulares em concentrações fisiológicas. A

atuação destas ectoenzimas compreende a hidrólise dos nucleotídeos extracelulares em seus

respectivos nucleosídeos, para tanto, as ectonucleotidases estão ancoradas à membrana celular,
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com o sítio ativo voltado ao ambiente extracelular, podendo estar presente também em forma

solúvel no meio intersticial. A E-NPP catalisa a hidrólise de ATP em AMP, as E-NTPDases

hidrolisam tanto ATP em ADP e ambas em AMP. A E-5’-NT promove a hidrólise do AMP em

ADO e a ectoenzima ADA tem como função promover a desaminação da ADO em inosina e a

deficiência dessa enzima ocasiona o acúmulo de subprodutos tóxicos da degradação de purinas

(Figura 8) (MARAFON, 2022; BAGATINI et al., 2018).

Figura 8 - Ilustração com sumário das moléculas principais que compõem o sistema
purinérgico.

Elaborado pela autora com o uso do BioRender.

Fisiologicamente as biomoléculas purinérgicas são encontradas no meio extracelular em

baixas concentrações e esse equilíbrio é um fator crucial na homeostase imune. Em algumas

condições, como em resposta ao dano celular nos sítios inflamatórios ou ao estresse oxidativo, a

quantidade das biomoléculas pode ser modificada e comprometer de diversas maneiras a resposta

do organismo de acordo com sua concentração, taxa de degradação e expressão de receptores

(CARDOSO; MANFREDI; MACIEL, 2021).

2.5 Sistema purinérgico, tireoide e cafeína

A análise imuno-histoquímica da tireoide demonstrou que há a expressão de diversos

receptores do sistema purinérgico nas células foliculares e endoteliais da família P2X e P2Y. Nas

disfunções glandulares, o equilíbrio de nucleotídeos extracelulares e ADO é afetado: no
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hipotireoidismo a E-NPP, E-5’-NT e alguns subtipos de E-NTPDases apresentam atividade

elevada, aumentando níveis de ADO e a hidrólise do AMP a ADO. Já no hipertireoidismo, níveis

de ATP, ADP e AMP estão aumentados devido a redução da atividade dessas enzimas,

diminuindo a hidrólise dessas biomoléculas (CARDOSO; MANFREDI; MACIEL, 2021;

BJELOBABA; JANJIC; STOJILKOVIC, 2015; BALDISSARELI, 2017).

Além da influência nas tireoidopatias, o sistema purinérgico atua como uma via de

sinalização importante na progressão de células tumorais, pois nesta condição existe um

desbalanço na concentração das biomoléculas e modificação na expressão dos receptores. Nos

casos de neoplasia tireoidiana, estudos mostram que a atividade da E-NTPDase se encontra

reduzida, levando a aumento de concentração extracelular de ATP. Sugere-se que essa redução da

hidrólise de ATP poderia representar uma tentativa de autoproteção exercida pelas células, pois o

ATP também pode exercer efeitos antitumorais. Também se observou redução da hidrólise de

ADP pela E-NTPDase, o que poderia relacionar essa biomolécula a eventos tromboembólicos

frequentemente associados a neoplasias. A hidrólise do AMP pela E-5’-NT sofre um aumento

significativo nas plaquetas dos pacientes com neoplasia, levando a geração de ADO, sendo um

dos passos cruciais para a progressão tumoral. O aumento de ADO está associado à

neovascularização tumoral, invasividade e metástase e com menor tempo de sobrevivência dos

pacientes. A ectoenzima ADA seria responsável por hidrolisar a ADO a moléculas inativas,

porém na condição 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 papilífero de tireoide expressam o receptor P2X7

que se relaciona com fatores de mau prognóstico, além de diversos subtipos de receptores P2Y.

Ligando-se neste receptor o ATP promove aumento intracelular de sódio e cálcio além de

ativação de vias sinalizadoras da fosfatidilinositol 3 quinase, AKT, fator induzido por hipóxia 1α

e fator nuclear kappa B, induzindo a proliferação de células neoplásicas. A ativação desse

receptor também promove efluxo de potássio, modulando a atividade do inflamassoma. A ligação

do ATP aos receptores P2Y gera estímulo à diferenciação celular. A ativação do P2Y2 permite a

migração de células cancerígenas do sangue para o espaço extravascular, promovendo

metástases. O ATP também estimula a liberação de metaloproteinases da matriz que promovem

degradação da matriz extracelular e invasão de células tumorais (MALDONADO et al., 2012;

ABREU, 2014; MARAFON, 2022; CARDOSO; MANFREDI; MACIEL, 2021).
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Devido à semelhança estrutural entre a cafeína e a ADO, a cafeína tem a capacidade de se

ligar e antagonizar não seletivamente os receptores purinérgicos P1, impedindo a ação da ADO,

supostamente reduzindo a angiogênese que é um processo fundamental para o crescimento do

tumor e metástases. Também tem sido demonstrada sua participação na redução do crescimento

de tumores via apoptose através da ligação aos receptores P1 expressos nas células tumorais

(ABREU, 2014).

2. 6 Estresse oxidativo

A oxidação das moléculas gera ROS, instáveis de e meia vida curta, muito reativas devido

ao fato de possuírem um ou mais elétrons externos desemparelhados, incluem o ânion

superóxido (O2-), peróxido de hidrogênio (H2O2-), e radicais hidroxila (OH–). Em quantidades

acima das fisiológicas e em combinação com supressão dos agentes antioxidantes geram o

estresse oxidativo. Essa condição é nociva a lipídios, proteínas e ácidos nucleicos, alterando suas

funcionalidades gerando oxidação de carboidrato e ácidos, reticulação de proteínas do DNA,

alterações na estrutura das bases nitrogenadas, oxidação das proteínas e oxidação de tióis

ocasionando a perda da atividade das proteínas, inibição da atividade enzimática, desativação de

receptores e peroxidação lipídica, ocasionando impactos a estrutura das membranas com perda

da integridade destas, além da formação de aldeídos reativos e da migração descontrolada de

compostos bioativos. Além disso, ocorre aumento da expressão de oncogenes que podem

contribuir para a carcinogênese. O principal alvo da peroxidação por ROS são os ácidos graxos

poli-insaturados nos lipídios da membrana, levando à formação de peróxidos lipídicos como o

malondialdeído (MDA) (CAVALHEIRO, 2022; MARAFON, 2022; MÂNICA, 2019).

O sistema de defesa antioxidante tem a função de inibir e/ou reduzir os danos causados

pela ação deletéria dos radicais livres ou das ROS. Os antioxidantes são representados pelas

enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) localizadas no citoplasma, mitocôndria e na

matriz extracelular, que catalisam a dismutação do O2- a H2O2 e O2; a catalase (CAT), que atua

na decomposição de H2O2 a O2 e H2O; a glutationa peroxidase (GPx), que atua sobre peróxidos

em geral, com utilização de glutationa como co-fator; a glutationa redutase (GR); a

peroxirredoxina e finalmente a tioredoxina. Além das enzimas citadas, outros compostos atuam

na eliminação das ROS, que compreendem os antioxidantes não enzimáticos e os antioxidantes

exógenos, como a vitamina C, vitamina E, os carotenoides, os polifenóis e uma diversidade de
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minerais. Entretanto, nesse grupo destacam-se os compostos contendo grupos sulfidrila (SH)

chamados tióis, cuja capacidade de evitar a oxidação deve-se, geralmente, ao átomo de enxofre

que pode facilmente acomodar a perda de elétron. A glutationa reduzida (GSH) é o tiol

não-proteico mais abundante presente nas células animais e dentre as funções celulares se

destacam a capacidade de transformar as vitaminas C e E oxidadas em suas formas originais, sua

participação na síntese e no reparo da molécula de DNA, sua utilização pelo fígado na

desintoxicação de compostos tóxicos e seu papel protetor frente às proteínas. A GSH participa na

decomposição do H2O2, potencialmente tóxico, que é convertido em água na reação catalisada

pela GPx. A glutationa oxidada resultante é reciclada à forma reduzida pela GR e dinucleotídeo

de nicotinamida e adenina. Dessa forma, este processo de reciclagem e consequente manutenção

de níveis adequados de GSH pode prevenir o dano celular causado pelo estresse oxidativo

(Figura 9) (MÂNICA, 2019; CAVALHEIRO, 2022; MARAFON, 2022).

Figura 9 - Principais mecanismos celulares envolvidos no estresse oxidativo.
Elaborado pela autora com o uso do BioRender.

2.7 Estresse oxidativo, tireoide e cafeína

Nas doenças tireoidianas o estresse oxidativo pode induzir disfunção endotelial e

aumentar a reatividade plaquetária através de efeitos diretos sobre as plaquetas, como aumento
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da peroxidação lipídica e depleção de sistemas de defesa antioxidante. Em conjunto, esses

mecanismos podem contribuir para o aumento do potencial trombótico evidenciado no

hipotireoidismo. Além disso, sugere-se que o aumento da produção de ROS poderia ser um dos

responsáveis pelos níveis de ADO diminuídos no hipertireoidismo (CARDOSO; MANFREDI;

MACIEL, 2021).

O desenvolvimento do câncer corresponde a ação de múltiplos eventos, nos quais as ROS

encontram-se envolvidas em todas as etapas e seu efeito é diretamente proporcional ao tipo e à

reatividade dos radicais envolvidos. Inicialmente ocorrem as mutações do DNA resultantes da

desaminação das bases nitrogenadas e oxidação da guanina que promove a quebra das fitas,

apresentando um efeito oncogênico por meio de replicação, transcrição e tradução alteradas,

podendo promover alterações nos principais genes supressores tumorais e mutações em genes

codificadores que regulam o processo do estresse oxidativo, perpetuando o mesmo. Níveis

elevados de ROS resultam em peroxidação de lipídios de membranas, que contêm ácidos graxos

insaturados, muitos deles poli-insaturados e, portanto, suscetíveis à oxidação por estas

substâncias, que além de causarem peroxidação lipídica, causam oxidação de proteínas, perda ou

enfraquecimento da estrutura e função da membrana celular, além de geração de produtos de

aldeído como a acroleína, crotonaldeído, MDA e 4-hidroxi-2-nonenal. Além disso, as ROS

também promovem a liberação de fatores angiogênicos, como o VEGF, atuando também na

progressão do câncer (MARAFON, 2022; CAVALHEIRO, 2022). O estresse oxidativo também

está envolvido no processo de carcinogênese por outros mecanismos: metabolismo energético

alterado pela condição geral do paciente ou por efeitos colaterais de medicamentos utilizados

nessas condições, como caquexia, náuseas e vômitos, os quais impedem uma nutrição normal e,

portanto, um suprimento normal de nutrientes como vitaminas antioxidantes, que levam a um

desequilíbrio entre antioxidantes e oxidantes e ativação crônica inespecífica do sistema imune

com uma produção excessiva de citocinas pró-inflamatórias, o que, por sua vez, podem aumentar

a produção de ROS (CAVALHEIRO, 2022).

Excessos na produção de ROS estão associados a mecanismos de resistência à

terapêuticas tradicionais, sendo que a desregulação desse metabolismo redox também pode ser

responsável 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). Evidências científicas indicam que compostos antioxidantes podem auxiliar o prognóstico

de tumores, principalmente aqueles provenientes de frutas e vegetais, que possuem elevado teor

de compostos bioativos categorizados em fitoquímicos (como por exemplo a cafeína),
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micronutrientes (vitaminas e minerais) e fibras. Esses compostos possuem propriedades

anti-inflamatórias, são reguladores imunológicos e atuam como antioxidantes, reduzindo a

produção de ROS que favorecem o microambiente tumoral e consequentemente protegendo

contra o estresse oxidativo. A cafeína mostrou efetiva inibição da peroxidação lipídica in vitro

induzida por ROS em microssomos de fígado de rato, sendo seu potencial antioxidante

semelhante ao da glutationa e superior ao do ácido ascórbico (MIRANDA-GALVIS et al., 2021;

MARAFON, 2022; CAVALHEIRO, 2022).

Além disso, a exposição a cafeína em células neoplásicas demonstrou aumento endógeno

na produção de óxido nítrico (ON), sendo esta uma das possíveis causas de indução de morte

celular. O ON é uma molécula sinalizadora gerada por diversas vias, podendo interferir em

processos homeostáticos e patológicos. Pode apresentar efeitos pró tumorais em concentrações

baixas, porém o aumento da sua concentração, seja por liberação de granulócitos vigilantes, pela

própria célula tumoral ou mesmo por tratamentos experimentais está relatada como promotora de

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

3.1 Local de desenvolvimento da pesquisa

Os ensaios foram desenvolvidos nos Laboratórios de Cultivo Celular, Bioquímica e

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

3.2 Produtos químicos e reagentes

Os produtos químicos e reagentes utilizados para este estudo são de alto grau analítico

adquiridos da Sigma-Aldrich (SigmaAldrich, St. Louis, Estados Unidos da América) e Merck

(Darmstadt, Alemanha). Os plásticos e reagentes utilizados para os procedimentos de cultura de

células foram obtidos na Gibco ™ Thermo Fisher Scientific (Grand Island, Nova Iorque, 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 papilífero 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 ácido hidroxietil piperazineetanesulfônico, 1 mM de piruvato de sódio,

4500 mg/L de glicose com soro fetal bovino até uma concentração final de 10%. Após o preparo,

as células foram mantidas em uma incubadora umidificada a 37 °C com 5% de dióxido de

carbono (CO2), passaram por avaliação quanto à presença de contaminação diariamente e o 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 não

tumorais. Foi coletado sangue periférico por punção venosa de um indivíduo saudável, 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

solução fisiológica (0.9%) e centrifugadas por 10 min a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado

e em seguida foram adicionados 5 mL de tampão hemolítico, a fim de remover resquícios de

hemácias. As células foram centrifugadas novamente por 10 min a 1500 rpm, o sobrenadante

descartado e as mesmas lavadas com solução fisiológica (0.9%). Após a centrifugação, 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 poços na densidade celular de 1x106. As células

foram mantidas em estufa de atmosfera modificada a 37°C com 5% de CO2 usando uma

incubadora de CO2.

3.5 Cafeína

A cafeína 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 concentrações

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 exposição à cafeína.

3.6 Ensaios laboratoriais realizados

A seguir serão descritos os métodos de avaliação de resposta aos tratamentos empregados

nas células do modelo TPC -1, considerando viabilidade celular, migração celular, sistema

purinérgico, resposta inflamatória e estresse oxidativo. O controle com as PBMCS foi realizado

apenas no ensaio do MTT.



38

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-tetrazólio). O reagente MTT foi

adicionado a uma placa de 96 poços contendo a amostra tratada, que foi incubada por 2 horas a

37 °C. Após a incubação, o sobrenadante foi removido e as células foram ressuspendidas em 200

µL de dimetilsulfóxido. A absorbância foi lida em um espectrofotômetro a 570 nm

(MOSMANN, 1983).

3.6.2 Ensaio de viabilidade celular pela microscopia com fluorescência

As células TPC 1 foram semeadas em uma densidade de aproximadamente 1x106

células/poço, em placas com 96 poços, lavadas duas vezes com tampão fosfato salino e coradas

com laranja acridina (OA) para avaliar as mudanças morfológicas como descrito por McGahon

(MCGAHON et al., 1995). As células viáveis captam o corante nos padrões de ácidos nucleicos

de dupla fita ou fita única. Quando o corante infiltra o DNA celular, ele emite uma fluorescência

na cor verde após excitação a 480-490 nm. Para o tetrametilrodamina (TMRE) as células

receberam o mesmo preparo e foram incubadas por 30 minutos com 100 µl de uma solução

contendo TMRE (20 nM), uma tintura catiônica que se acumula em mitocôndrias ativas e emite

uma coloração vermelha quando excitada a 550 nm. As leituras foram feitas utilizando um

microscópio de fluorescência com magnificação de 10x e ajustado para brilho, contraste e

sombra linearmente utilizando o software Fotos (Windows®). Posteriormente foi realizada a

mensuração da intensidade de fluorescência com o uso do software ImageJ.

3.6.3 Teste de migração de celular

O teste de migração celular foi realizado como descrito por Justus (JUSTUS et al., 2014)

para avaliar a migração celular das células neoplásicas. Uma camada única de células TPC-1 foi

cultivada em uma densidade de 1x106 células/poço em placas com 6 poços. O teste foi realizado

em oxiplicatas. Após confluência total, uma fenda foi criada com uma ponta estéril de 200 µl e

realizado um registro inicial com microscopia óptica magnificada a 4x. Após 24h de tratamento

com cafeína em diferentes concentrações, o sobrenadante foi removido, as células foram lavadas

com solução salina e uma nova imagem foi obtida. Para realizar a análise estatística, cinco pontos

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

3.6.4 Marcadores do estresse oxidativo

As análises 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 tióis

totais (PSH) e tióis não protéicos (NPSH) através do método de Boyne e Ellman (1972) com

modificações. A análise de ON foi realizada em triplicata conforme os protocolos de Choi (2012)

e Noh et al. (2015). A quantificação de ROS foi realizada em duplicata de acordo com o método

de Ali, Lebel e Bondy (1992).

3.6.5 Sistema purinérgico - avaliação da atividade das enzimas que hidrolisam nucleotídeos

e nucleosídeo 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 Análise dos dados

Os dados foram avaliados através da análise de variância ANOVA. Quando houve

diferença, os grupos foram comparados entre si com correção de Student-Newman-Keuls para

variáveis paramétricas e correção de Dunn para variáveis não paramétricas. Os resultados foram

apresentados como média e desvio padrão, para variáveis paramétricas, e sob a forma de mediana

e faixa de variação para variáveis não paramétricas. Foram consideradas estatisticamente

significantes as diferenças em que a probabilidade de rejeição da hipótese 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 já aprovados pelos
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pesquisadores envolvidos, que também foram utilizados, além de complementação com fundos

próprios do pesquisador.

Os equipamentos necessários para o desenvolvimento das técnicas de cultivo celular, bioquímica

e moleculares aqui descritas estão disponíveis nos laboratórios de pesquisa da UFFS.

3.9 Aspectos éticos

A pesquisa foi submetida para análise pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres

Humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS, Campus Chapecó, 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 à avaliação de viabilidade celular pelo teste do MTT, observou-se que as células

TPC-1 apresentaram redução estatisticamente significativa na viabilidade celular ao se comparar

a média de absorbância após exposição 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, não foi observado diferença

no percentual de viabilidade celular em relação ao controle (Figura 10B), o que demonstra que a

cafeína em todas as concentrações estudadas reduziu a viabilidade celular nas células TPC-1 e

não teve impacto na viabilidade celular de células não tumorais.

Figura 10 -MTT - Células TPC-1 (A) e PBMCS (B) expostas à cafeína.

*(P=0,0271); **(P=0,0016/0,0046/0,0018/0,0023); *NS - Não significativo. Dados apresentados como média e

desvio padrão.

A avaliação da viabilidade celular usando o método de microscopia com fluorescência

demonstrou que a cafeína é capaz de reduzir a proliferação celular das células TPC-1 após

exposição. A Figura 11A apresenta o aspecto das células como observado pela microscopia após

aplicação dos fluoróforos, a primeira linha utilizando OA (coloração nuclear) e a segunda linha

com TRME (coloração mitocondrial) e os resultados numéricos após aferição da intensidade da

fluorescência gerada (Figura 11B). Na análise da coloração nuclear, houve redução significativa a

partir da exposição a 1 mM (P=0,0003 para 1 mM; P= 0,0008 para 2 mM e P<0,0001 para 4 e 8

mM) e na coloração mitocondrial todas as concentrações apresentaram diferenças significantes

(P<0,0001).
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Figura 11 -Microscopia com fluorescência das células TPC-1 após tratamento com cafeína (A);
Análise da fluorescência utilizando a coloração TRME (B) e a coloração OA (C). ***(P<0,0008);

****(P<0,0001). Dados apresentados como média e desvio padrão.

No teste de migração celular foi possível observar que as células TPC-1 não foram

capazes de proliferar após exposição à cafeína, em todas as concentrações estudadas, de maneira

significativamente estatística (P<0,0001). A Figura 12A demonstra a análise microscópica do

teste, sendo que a primeira linha representa o tempo inicial e a segunda linha a reavaliação após

24h de tratamento. Já na Figura 12B é possível observar a comparação numérica entre a

migração celular no controle e nas células expostas.

Figura 12 - Avaliação microscópica do teste de migração celular (A) e comparação do
percentual de fechamento de ferida em micrômetros entre controle e células TPC-1 expostas à

cafeína (B).
****(P<0,0001). Dados apresentados como média e desvio padrão.
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Quanto à avaliação de estresse oxidativo, as células TPC-1 expostas apresentaram

aumento na quantidade de ON em relação ao controle de maneira significativa apenas na

exposição a 8mM (P=0,015) (Figura 13A). Além disso, observou-se que a partir da concentração

de 2mM houve aumento significativamente estatístico no acúmulo de ROS (P<0,000 para 2 mM;

P=0,0003 para 4 mM e P<0,0001 para 8 mM) (Figura 13B).

Figura 13 - Quantificação do ON (A) e quantificação de ROS (B) nas células TPC-1 após
exposição com cafeína.

*(P=0,015); ***(P=0,0003); ****(P<0,0001). *NS - não significativo. Dados apresentados como média e desvio
padrão.

Ainda na avaliação do estresse oxidativo nas células TPC-1, observou-se que após o

tratamento não houve variação significativamente estatística na medida indireta das defesas

antioxidantes PSH e NPSH (Figura 14).

Figura 14 -Medida indireta de tióis proteicos (A) e não proteicos (B) em células TPC-1
expostas a cafeína.

*NS - não significativo. Dados apresentados como média e desvio padrão.
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No sistema purinérgico, a avaliação da atividade da enzima E-5’-NT foi obtida através da

mensuração da hidrólise de AMP. Em todas as concentrações estudadas houve redução

significativamente estatística na atividade enzimática (P=0,0005 para 0,5 mM; P<0,0001 para

1mM, 2 mM, 4 mM e 8 mM) (Figura 15A). A atividade da enzima E-NTPDase foi avaliada

através da hidrólise da ATP e da ADP (Figura 15 B/C). Nas células TPC-1 expostas às

concentrações de 0,5 (P=0,015) e 2mM (P=0,016) apresentaram redução significativa de

hidrólise de ATP, sugerindo uma redução na atividade enzimática nessas concentrações (Figura

15B). Por fim, também foi realizada a mensuração da atividade da ADA através da quantificação

da hidrólise de ADO. Em nenhuma concentração estudada houve diferença significativamente

estatística (Figura 15D).

Figura 15 - Avaliação 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 - não significativo. Dados apresentados como média e
desvio padrão.

Os achados encontrados após a realização de todos os testes estão resumidos na Figura
16.

Figura 16 - Resumo dos mecanismos de ação da cafeína nas células TPC-1.
Elaborado pela autora com o uso do BioRender.
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5 DISCUSSÃO

A cafeína apresentou diversas maneiras de impactar as células TPC-1. No ensaio do

MTT, demonstrou redução significativa de viabilidade celular nas células TPC-1 expostas em

todas as concentrações estudadas. Outros estudos que também utilizaram cafeína, porém em

linhagens celulares diferentes, encontraram resultados semelhantes: Jiang e colaboradores

trataram células de glioblastoma com cafeína em concentrações de 1 a 20 mM por 24h e

encontraram redução de viabilidade celular em todas as concentrações (JIANG et al., 2015). Em

células de câncer de mama MCF-7 também houve redução de viabilidade celular com cafeína 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 cafeína em cápsulas nanossomais em

concentrações de 0.05, 0.1, 0.2, e 0.25 mg/mL por 24h e 48h também encontraram redução de

viabilidade celular de maneira dose-dependente (AHRABI; TABAIE; MOGHADAM, 2021).

Células HN5 (carcinoma de língua) e KYSE-30 (carcinoma de esôfago) tiveram a viabilidade

reduzida proporcionalmente com doses maiores de cafeína, 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 (câncer de colo

de útero) a cafeína usada em concentrações de 5 mM a 20 mM reduziu a sobrevivências das

células de 10% a 40%, após 48h de exposição (BELIZARIO; TILLY; SHERWOOD, 1993).

Finalmente, células HeLa tratadas com a mesma substância por 24h, 48h e 72h também tiveram

reduzida proliferação 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 cafeína

preservou a viabilidade das PBMCS. Outro grupo avaliou células hepáticas saudáveis após

tratamento com cafeína em 0,6 uM, 6 uM, 60 uM e até 600 uM e não encontrou redução na

viabilidade celular (LEÃO et al., 2021), o que sugere que células não neoplásicas são poupadas

dos efeitos induzidos pela cafeína.

Também foi avaliada a viabilidade celular através da análise de microscopia com

fluorescência, sendo que na coloração TRME todas as concentrações de cafeína utilizadas

reduziram a viabilidade das células e na coloração OA o mesmo resultado foi encontrado, porém

nas concentrações acima de 1 mM. Células H1299 (câncer de pulmão) apresentaram morte

celular a exposição com cafeína em 10 mM e 20 mM por 24h, na microscopia com fluorescência

evidenciando redução do tamanho das células, deformidades mitocondriais e fragmentação
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nuclear (HALAS, 2014). Em células de osteossarcoma (HOS), fibrossarcoma (HT1080) e

osteossarcoma murino (LM8) tratados com 0,5 mM cafeína por 24h a microscopia após

coloração com TRME também demonstrou redução significativa de viabilidade celular em todas

as linhagens estudadas (ABE, 2019).

No teste de migração celular, após a indução da ferida na placa, todas as concentrações de

cafeína utilizadas foram capazes de evitar a proliferação celular. No mesmo teste, células de

carcinoma hepatocelular (HepG2 e Huh7) tratadas com cafeína em concentrações de 100 uM,

200 uM, 400 uM e 600 uM reduziram proliferação celular de forma dose-dependente (DONG et

al., 2015). Células de câncer de próstata PC-3 e DU145 também expostas por 24 h a um preparo

específico de cafeína demonstraram menor proliferação celular quando comparado aos controles

(POUNIS, 2017). Apesar de linhagens celulares diferentes, pode-se assumir que a cafeína tem

um potencial em redução de proliferação celular dose- dependente em células neoplásicas.

As células TPC-1 expostas à cafeína apresentaram aumento de produção de ON na maior

dose estudada (8 mM) e aumento nos ROS a partir da concentração de 2 mM. Não foi

evidenciado aumento de defesas antioxidantes. Seria esperado um aumento especificamente de

GSH após exposição à cafeína, o que não ocorreu no presente estudo. Tal fato pode ser explicado

pelo fato de que, ao contrário de outras neoplasias, os níveis de GSH no câncer de tireoide não

são elevados, o que determina uma fragilidade contra o dano tecidual causado pelo estresse

oxidativo. O aumento dos níveis de ROS e a ausência de uma concomitante elevação dos níveis

desses sistemas de defesa antioxidante reflete um ambiente pró-oxidante, o que possivelmente

contribuiu para a redução da proliferação e viabilidade celular observados (CAVALHEIRO, 2022,

STEFANELLO et al, 2019). Com relação a cafeína, células MCF-7 e MDA-MB-231 (câncer de

mama) expostas a 1 mM, 2,5 mM , 5 mM e 10 mM dessa substância por 24h tiveram aumento de

produção de ROS e apoptose celular. As MCF-7 aumentaram suas defesas antioxidantes, porém

mesmo assim apresentaram lesão ao DNA por oxidação, o que não ocorreu nas células

MDA-MB-231, possivelmente porque a cafeína induz a produção 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 níveis de ROS aumentaram após exposição com 1

mM de cafeína combinada com um quimioterápico, o que não ocorreu com o uso do

quimioterápico isolado (WANG et al, 2019). Células B16F10 (melanoma metastático murino)

expostas a doses crescentes de cafeína (0.0375 uM a2.4 uM) apresentaram aumento na produção

de ON. Essa substância, em concentrações médias a baixas, estimula a formação tumoral

promovendo expansão de células tumorais, aumento de viabilidade, da capacidade proliferativa e
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metastática, porém em concentrações mais elevadas está relacionado a morte direta por apoptose

e estímulo 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 comparação a

linhagens de carcinoma papilífero de tireoide (TPC-1 e K1) demonstraram maior habilidade de

hidrolisar ATP e maior expressão de E-NTPDases (BERTONI et al., 2018). No presente estudo, a

atividade da enzima E-5’-NT teve redução significativamente estatística em todas as doses

estudadas. As enzimas E-NTPDase e ADA não sofreram modificações significativas e

sustentadas em suas atividades. Resultado contraditório foi encontrado no estudo de Bertoni,

onde além de acúmulo de ATP, as células tumorais expressaram mais E-5`-NT, gerando também

aumento de ADO disponível no meio extracelular (BERTONI et al., 2018). Este aumento na

atividade da E-5’-NT foi associado ao maior risco de metástase linfonodal (BERTONI, 2019).

Outro grupo encontrou o mesmo aumento de atividade dessa ectoenzima em portadores de

carcinoma papilífero de tireoide de várias variantes celulares, supondo que inibir a E-5’-NT

poderia bloquear a proliferação e migração celulares do tumor induzidas pela ADO (JEONG et

al., 2020; LE; LU; XUE, 2023). Entretanto, com as doses de cafeína estudadas, foi encontrada

uma redução na atividade da E-5´NT, o que leva a redução na disponibilidade de ADO

extracelular e portanto contribuindo para a redução da viabilidade das células tumorais. Em

outras condições (células normais de sistema nervoso central em ratos) a cafeína também inibiu a

atividade da E-5’-NT, além de aumentar hidrólise de ATP e ADP (STEFANELLO et al., 2019).

Também foi descrita redução da atividade da E-NTPDase nas plaquetas, sugerindo um

aumento da concentração extracelular de ATP. Esse aumento de ATP poderia estimular a resposta

antitumoral do hospedeiro ao recrutar células apresentadoras de antígenos e promover a

maturação de células dendríticas (CAVALHEIRO, 2022). Porém, esse ATP extracelular em

excesso estimula uma via tumorigênica ao aumentar a fosforilação de ERK, ativar o fator de

transcrição da proteína ativadora-1 e a expressão da ciclina D1 (LE; LU; XUE, 2023; PINES,

2006). Além de estimular receptores P2 induzindo proliferação celular e mobilização de células

imunes com liberação de citocinas pró-tumorais locais (BERTONI et al., 2018). Combinado a

isso, a ADO gerada pela E-5`-NT tumoral prejudica as respostas imunes antitumorais celulares

em múltiplos níveis, incluindo ativação de células T, favorecimento de expansão clonal de células

T tumor-específicas com funções efetoras auxiliares e citotóxicas, além de importante ação

angiogênica (BERTONI et al., 2018; ZEISER et al., 2016; CAVALHEIRO, 2022).

Além disso, a cafeína é 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 metástase pulmonar, a cafeína aumentou os efeitos antitumorais de linfócitos T

CD8 após antagonizar um dos receptores da ADO, o receptor A2 (OHTA et al., 2006). Células

de câncer de cólon (HT29) tratadas com cafeína (1 uM10 uM) por 4 horas apresentaram redução

significativa de acúmulo de proteínas sintetizadas pela ADO após sua ligação em subtipos de

receptores P1 (A3 e A2B), supostamente por inibir a sinalização extracelular do ERK1/2, p38 e

AKT, o que seria responsável por reduzir a progressão tumoral (MERIGHI et al., 2007). A

inibição da E-5’-NT isolada não foi capaz de promover morte de células neoplásicas, mesmo

podendo aumentar o tempo de sobrevivência do hospedeiro e inibir o crescimento tumoral.

Provavelmente isso ocorre pelo número insuficiente de células T antitumorais efetivas no

microambiente tumoral, que são influenciadas por outros mecanismos imunossupressores (JIN et

al., 2010). Portanto, a atividade de alguns receptores P1, como o A2AR, protegeria os tecidos

tumorais da ação antitumoral dos linfócitos T e a cafeína mostrou-se um antagonista deste

receptor, levando a inibição do crescimento tumoral, metastatização e neovascularização através

das células T, podendo também explicar a coexistência paradoxal de células T antitumorais e

células tumorais no mesmo microambiente ("paradoxo Hellstrom") (OHTA et al., 2006).

Após observação da ação da cafeína em linhagem celular TPC-1, pode-se hipotetizar uma

possível substância adjuvante no tratamento do CD de tireoide refratário aos tratamentos

habituais. Entretanto, a administração de cafeína na dose estudada apresenta um desafio, pois

para consumir essa substância na mesma quantidade seriam necessárias cerca de 65 xícaras de 25

mL de café expresso ou 110 xícaras de 25 mL de café filtrado, considerando-se grãos padrão,

com o mesmo método de cultivo e armazenamento. Mesmo não sendo uma dose tóxica, a grande

quantidade de café que deveria ser ingerida poderia causar efeitos excitatórios em sistema

nervoso central, além de possivelmente não atingir o tecido tireoidiano em dose efetiva, sendo

perdido em parte durante a absorção pelo trato gastrointestinal e metabolização hepática 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 já testou formas de liberação localizada de medicamentos, encapsulando a

cafeína em doses maiores e usando nanopartículas niosomais com um método de hidratação por

camada fina, encontrando resultados promissores, o que pode representar o próximo passo no

estudo do uso terapêutico da cafeína (AHRABI; TABAIE; MOGHADAM, 2021).
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Após, análise e discussão dos resultados encontrados e relacionando com dados

encontrados na literatura atual, foi possível concluir que a cafeína, ao ser utilizada como

tratamento em células TPC-1, foi capaz de reduzir a viabilidade e a migração celular,

preservando as células não neoplásicas em uma das análises realizadas. Além disso, provocou um

aumento na produção de ROS e ON, com redução da capacidade de formação de defesas

antioxidantes neoplásicas. Finalmente, foi identificado uma importante redução na atividade da

enzima E-5’-NT, reduzindo a disponibilidade de ADO extracelular, além da possível inibição da

ação de receptores de ADO. Portanto, sugere-se que a cafeína possa ser uma substância efetiva

no tratamento adjuvante do carcinoma de tireoide diferenciado refratário aos tratamentos

habituais, porém estudos in vivo seriam necessários para prosseguir com essa hipótese.
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ANEXO A - Publicação relacionada ao tema da dissertação

Nesta seção será apresentada a publicação proveniente desta dissertação. 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 mês de junho de 2023. DOI: 10.20945/2359-3997000000645.
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre Esclarecido
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