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RESUMO

Introducio: A principal causa de mortalidade em pacientes com cancer de pulmao ¢ a
metastase. A metastatizagdo ¢ um fendmeno complexo, de multiplas etapas, envolvendo
proliferagdo, adesdo e motilidade. Estratégias quimiopreventivas como o uso de
polifenois no controle da cascata metastatica tém sido sugeridas em estudos in vitro € in
vivo, as quais parecem ter agdes na proliferacdo, invasdo, migragdo e regulacdo
enzimatica desse processo.

Objetivo: Revisar na literatura a agao dos polifendis no comportamento das metatases
do cancer de pulmao.

Metodologia: Foi realizada uma revisdo sistematica nas bases de dados MEDLINE,
LILACS e EMBASE para identificar os estudos publicados sobre a influéncia dos
polifendis no cancer de pulmao metastatico.

Resultados: De 1166 publicagdes encontradas, foram selecionados 13 artigos. Todos
eles relataram beneficio na atividade antitumoral, com linhagens e polifentis diferentes.
Os achados mostraram que os polifenodis tém a capacidade de reduzir a proliferacdo, a
migracao e a invasao das cé€lulas cancerigenas, bem como suprimir alguns mediadores
envolvidos na cascata metastatica.

Conclusio: A relagio dos polifendis com o desenvolvimento da metastase no cancer de
pulmao parece existir. Entretanto, os estudos selecionados possuem limitagdes,
principalmente de carater amostral, sendo necessarias maiores comparagdes entre as

diferentes substancias e as diferentes populagdes celulares.
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ABSTRACT

Background: The main cause of mortality in patients with lung cancer is metastasis.
This process is a complex phenomenon of multiple steps including proliferation,
adhesion and motility. Chemopreventive strategies like the use of polyphenols
regulating metastasis cascade have been suggested in vitro and in vivo studies, and they
seem to influence proliferation, invasion, migration and enzymatic regulation of this
process.

Aim: To review the literature about the possible favorable relationship between
polyphenols and the behavior of lung cancer metastasis.

Methods: The systematic review was performed using PubMed, LILACS and
EMBASE data base to identify published studies about the influence of polyphenols on
metastatic lung cancer.

Results: From 1166 studies searched 13 articles were selected. All of them reported
benefits in antitumoral activity with different cell line and polyphenols. The findings
demonstrate that polyphenols have the ability to reduce proliferation, migration and
invasion of cancer cells, as well as supress some mediators involved in metastasis
cascade.

Conclusion: The relationship between polyphenols and the development of metastasis
in lung cancer seems to exist. However, the selected studies have limitations, mainly of
sample feature; greater comparisons between different substances and different cell

lines are necessary.
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1. INTRODUCAO

O cancer de pulmao ocupa local de especial destaque na morbimortalidade
mundial tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento!. A taxa de
sobrevida ainda ¢ considerada baixa (15% em 5 anos), apesar de esfor¢os para melhorar
os desfechos da doenca®. Os tratamentos atuais se limitam a cirurgia, quimioterapia, e
radioterapia, independentemente do intuito terapéutico, acentuando assim a necessidade
de terapias mais efetivas’.

A principal causa de mortalidade em pacientes com cancer de pulmdo ¢ a
metastase. A metastatizacdo ¢ um fendmeno complexo, de multiplas etapas, que envolve
a proliferacdo, a adesdo e a motilidade da célula*. Esse processo ocorre principalmente
pela transi¢do epitélio-mesénquima (TEM). A TEM envolve alteracdes de marcadores
epiteliais e mesenquimais, em que as cé€lulas epiteliais adquirem propriedades similares
aos fibroblastos, perdendo contato célula-célula e célula-matriz extracelular,
favorecendo a proliferacdo e a progressao celular. Desta forma, a TME torna-se um alvo
para prevengdo do desenvolvimento da cascata metastatica’.

Novas terapias tém surgido objetivando aumentar a sobrevida, porém a
qualidade de vida ainda ¢ bastante questionavel. Assim, a descoberta de terapias que
possam alcangar resultados reais, mesmo que discretos, sdo necessarios. Nesse sentido,
os polifendis naturais podem oferecer novas perspectivas terapéuticas®. Estratégias
quimiopreventivas como o uso de polifenodis no controle da cascata metastatica tém sido
sugeridas em estudos in vitro e in vivo, as quais parecem ter acdes na proliferacdo,

invasdo, migragio e regulacio enzimatica do cincer de pulmio metastatico’.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Cancer de Pulméo

O céancer ¢ um problema de saude publica mundialmente reconhecido pela
World Cancer Report 2014 da International Agency for Research on Cancer (IARC), da
Organizagao Mundial da Saude (OMS). Proje¢des apontam que em 2025, o cancer de
pulmio corresponda a 80% dos mais de 20 milhdes de novos casos estimados'.

O cancer de pulmao ¢ considerado uma das doencas malignas mais prevalentes
no mundo, correspondendo a 16,5% dos casos. A maior incidéncia € observada na
América do Norte e a menor na Africa Central®>. A neoplasia pulmonar é responsavel
por 20% das mortes por causa oncolégica’.

O cancer de pulmao se encontra no quarto lugar dos mais incidentes no Brasil,
atingindo 180 mil novos casos a cada ano, ocupando o terceiro lugar de incidéncia em
homens e o quarto em mulheres. Em relacdo ao género, foram estimados 61 mil de
cancer de prostata em homens e 58 mil de cancer de mama nas mulheres, sendo
encontrado em segundo lugar no sexo masculino, e quarto no sexo feminino®.

Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de traqueia,
bronquios ¢ pulmdes em homens ¢ o segundo mais frequente nas Regides Sul
(35,17/100 mil) e Centro-Oeste (14,53/100 mil), sendo, nas Regides Sudeste (19,02/100
mil), Nordeste (9,75/100 mil) e Norte (8,07/100 mil), o terceiro mais frequente. Para as
mulheres, ¢ o terceiro mais frequente na Regido Sul (20,61/100 mil). Nas Regides
Sudeste (10,56/100 mil), Centro-Oeste (9,37/100 mil) e Nordeste (7,24/100 mil), ocupa

a quarta posi¢do. J4 na Regido Norte (5,07/100 mil), é o quinto mais frequente®.
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No fim do século XX, o cancer de pulmao se tornou uma das principais causas
de morte evitaveis Brasil’. Segundo o ultimo Atlas de Mortalidade analisado pelo
INCA, no Brasil, foi responsavel por 25.333 mortes em 2014. Altamente letal, a
sobrevida média cumulativa total em cinco anos varia entre 13% e 21% em paises
desenvolvidos e entre 7% e 10 % nos paises em desenvolvimento®.

Os carcinomas de pulmao sdo classificados em carcinoma de pequenas células
(CPC) e carcinoma nao de pequenas c¢lulas (CPNPC). Dentre os CPNPC, subdivide-se
em: carcinoma de células escamosas ou carcinoma espinocelular, adenocarcinoma e
carcinoma indiferenciado de grandes células. Em outra classificagao considerada pela
OMS, o cancer de pulmao compreende sete tipos: carcinoma de células escamosas,
carcinoma de pequenas células, adenocarcinoma, carcinoma de grandes células
(neuroenddcrino e ndo neuroenddcrino), carcinoma adenoescamoso, carcinoma

pleomoérfico e sarcomatdide, e tumor carcinoide®.

Metastase

A principal causa de mortalidade em pacientes com cancer de pulmao ¢ a
metastase. A metastatizagdo ¢ um processo complexo, de multiplas etapas, envolvendo
proliferacdo, adesdo e motilidade das células®. Esse processo ocorre pela transi¢do
epitélio-mesénquima (EMT, do inglés, epithelial-mesenchymal transition), consistindo
em modificagdes bioquimicas, moleculares e morfologicas das células endoteliais, as
quais resultam na aquisi¢do de um fenotipo de célula mesenquimal, cuja capacidade de

migracdo, invasdo, e resisténcia a apoptose aumentada’.
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Transigao epitélio-mesénquima (TEM)

No tecido epitelial normal, as células formam camadas que estdo intimamente
ligadas por estruturas especializadas de membrana. A adesdo entre as células epiteliais ¢
necessaria para a manutencao da homeostasia do tecido. Para tanto, ocorrem diferentes
processos: juncdes aderentes, desmossomas, zonula oclusiva e jun¢gdo comunicante. O
epitélio apresenta polarizagdo basolateral-apical, que ¢ decorrente da distribui¢dao
organizada de caderinas e integrinas. Abaixo das camadas de células epiteliais encontra-
se a membrana basal que separa células epiteliais de suas subcamadas de células

mesenquimais®.

As células epiteliais imoveis e polarizadas sofrem alteracdes moleculares que
ocasionam perda da adesdo célula a célula, perda das jungdes celulares e reorganizacao
do citoesqueleto. Dessa forma, ocorre perda da polaridade apical e aquisi¢do da
morfologia fusiforme, adquirindo caracteristicas mesenquimais, 0 que proporciona o
aumento da capacidade da migracdo celular. Este importante processo foi inicialmente
identificado nos estagios do desenvolvimento embriondrio, em que o epitélio ¢ capaz de
se modificar em mesénquima, e vice-versa (processo reverso a TEM, denominado
mesenquimal- epithelial transition, ou MET)’. Posteriormente, foi demonstrado que
mesmo apds sua completa diferenciacao, o epitélio retém a capacidade de modificar seu

fenotipo sob a influéncia de estresse patolégico ou associado ao reparo tecidual'”.

Durante a carcinogénese, este processo se inicia no tumor primario, regulando
negativamente a expressao de proteinas de adesdo celular, como e-caderina e
positivamente a expressdo de proteinas que conferem caracteristicas relacionadas com a
motilidade celular, ganhando o fenétipo de células mesenquimais'!. Além da e-caderina,

a expressdo da vimentina também € uma caracteristica das células mesenquimais e,
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portanto, utilizado como marcador da TEM!2,

Invasdo celular

Os mecanismos necessarios para a invasdo ¢ metastase sdo bastante similares na
maior parte das principais neoplasias, embora as bases genéticas do processo variem
entre os diferentes tipos de cancer'>. De uma forma geral, a formagio da metistase é
realizada por alguns passos que incluem: dissociagdo das células cancerosas do tumor
primario, adesdo a matriz extracelular (MEC), migracdo e invasdo das células ao longo
na MEC, progressdo passo a passo ao longo das cadeias linfaticas e, pela corrente
sanguinea, sob forma de émbolos neoplésicos'* levados a sitios distantes, onde aderem e

invadem membrana basal vascular, com angiogénese e proliferacio’>.

A primeira etapa da invasdo tumoral ¢ a alteragdo na interacdo célula-célula. A
adesdo célula-célula ¢ mediada principalmente por uma “superfamilia” de molécula de
adesdo chamada caderina'®. De um modo geral, a perda ou diminui¢io da expressio do
sistema caderina-catenina causa perda da adesdo célula-célula, resultando em aumento
da agressividade de tumores epiteliais, invasdo e metéastase. Além da diminuicdo da
expressao das caderinas ter acdo direta sobre a invasao celular, ela também ocasiona um
aumento na expressdo de proteinas relacionadas com a progressdo tumoral, como as
metaloproteinases (MMP), que t€m papel essencial na degradacao dos componentes da

MEC, agravando ainda mais o quadro clinico!’.
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Degradagdo enzimdtica

O segundo passo percorrido pelas células ¢ a degradagdo enzimatica dos
componentes da membrana basal (MB) e do estroma tumoral, permitindo assim, a
migracdo celular. As enzimas proteoliticas tanto sdo secretadas pelas células tumorais
como também pelas células do hospedeiro (fibroblastos e macrofagos infiltrantes), os
quais sao induzidos, pelas células neoplasicas, a secretarem as enzimas proteoliticas. As

principais enzimas que degradam os componentes da matriz extracelular sio as MMP'%.

As MMPs mais estudadas sdo as gelatinases (MMP-2 ¢ MMP-9) devido ao seu
papel crucial na progressao tumoral, atuando diretamente sobre os componentes da MB.
Durante o processo de invasdo das células epiteliais neoplasicas, a MB representa a
primeira estrutura a ser degradada. Por isso, essas proteinases tém sido fortemente

destacadas'®.

Migragdo celular

Apos atuacdo dessas enzimas proteoliticas sobre a MEC, as células migram ao
longo da matriz extracelular, alcancando os vasos sanguineos/linfaticos, com
potencialidade de formar metastases. O mecanismo de migragdo celular ¢ complexo e
esta relacionado com a producao de citocinas e alguns fatores de crescimento liberados
pelas células neoplésicas, dependendo ainda da atividade quimiotatica dos proprios

produtos de degradagdo da matriz?’.

Liotta et al, em 1988 também descreveram esses passos em seu trabalho, e

explica que apoOs esses processos, as cé€lulas terdo, acesso a circulacdo sanguinea
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atravessando a membrana basal vascular. Por fim, este ciclo ¢ repetido quando as
células tumorais deixam a arvore vascular e se instalam na matriz extracelular do 6rgao
distante, com a deposi¢cdo de um nddulo metastatico e angiogé€nese que nutrird esse

novo tumor.

Polifenodis

Os polifenodis sao compostos organicos, derivados de plantas e caracterizados
quimicamente pela presenca de duas ou mais unidades de fenol. O fenol € constituido
de uma molécula formada pela ligagao de hidroxila (OH) ao anel aromatico fenil ou
benzenoide?!. Essas substincias correspondem a um grupo vasto de mais de 40.000
metabolitos que fornecem as plantas mecanismos de defesa contra patogenos e estresse
ambiental. Os polifenoéis sdo classificados de acordo com diferengas no anel aromatico,

e dentre eles citam-se: 4cido fendlico, curcumoéides, flavondides, estilbenos e lignanas??

(Figura 1).

Os polifenois tém sido reconhecidos cada vez mais pelos pesquisadores e pelos
individuos de uma forma geral, por estarem presentes em abundancia nas frutas,
vegetais, sementes ¢ bebidas. Na comunidade cientifica, o eu consumo regular dos
polifenois ja foi sugerido como benéfico para satide humana, devido sua capacidade de
eliminacio de radicais livres e atuacdo anti-inflamatéria em diversas doengas?’.

Ha bastante tempo, algumas plantas sdo utilizadas como medicamentos nas
populacdes orientais tradicionais, embora, apesar de registros de seguranga, ainda ndo

sdo utilizados de forma terapéutica. Apesar de possiveis associacdes positivas do uso
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de polifeno6is em diversas patologias, seguem lacunas sobre os reais beneficios destes

componentes na prevencio e tratamento de doengas®!.

Figura 1. Classificagao dos polifenodis

POLIFENOIS

Flavondides

Acido fendlico.

Melido Macd Soja

Banana Pistache

*Adaptado de Amarathna et al 2?

Quimioprevencao dos polifendis

Em 1976, Sporn et al definiu a quimiopreven¢do como o uso de agentes
quimicos naturais ou sintéticos especificos para reverter, suprimir ou prevenir a

progressdo para o cAncer invasivo>*,

A quimioprevencao visa a reversao de um processo carcinogénico, atuando na
inibi¢do de um ou varios elementos na progressdo gradual do cancer. Soria et al
sugerem que a quimioprevencdo pode ser organizada em trés estratégias: prevencao
primdria, secunddria e tercidria, € o uso dos polifenois parece exercer papel nesses trés

ambitos?>. A prevengdo priméria do cancer é referida em individuos saudaveis que esto
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em alto risco comopor exemplo, fumantes independentemente do tempo do hébito
tabagico; a preven¢do secundaria ¢ entendida como a prevengdo do desenvolvimento de
cancer em individuos com lesdes pré-cancerosas como por exemplo, neoplasia intra-
epitelial, leucoplasia e displasia; e prevengao terciaria como a prevengao de recorréncia
ou metéstases em individuos ja portadores??.

No ano de 2010, o National Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos (EUA),
previu que os custos envolvendo o cancer poderiam exceder 124 bilhdes, podendo
aumentar a cada ano devido ao crescimento e envelhecimento da populagdo?’. Novas
terapias t€ém surgido objetivando aumentar a sobrevida, porém a qualidade de vida ¢
bastante questionavel. Assim, a descoberta de terapias que possam alcangar resultados
reais, mesmo que discretos, sao necessarios. Nesse sentido, os polifendis naturais
podem oferecer alguma alternativa de tratamento paliativo para os pacientes com cancer
metastatico?!.

Estudos tém demonstrado que os polifendis podem interferir no processo de

26,27

carcinogénese~’, crescimento e disseminacdo do tumor, atuando em diversos alvos

envolvidos na proliferacdo celular, apoptose, angiogénese, além de processos que

envolvem resisténcia a drogas e radiagio® 23,

Efeito antioxidativo

O estresse oxidativo induzido pela atuacao de espécies reativas de oxigénio
(ERO) tem sido considerado significativo na promogdo da carcinogénese’!. Segundo
Kang NJ et al a descoberta de que muitos promotores de tumores geram ERO tem sido
apoiada por estudos in vivo e in vitro®'.

Os polifendis sdo bem conhecidos por suas propriedades antioxidantes, ja que
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podem atenuar o processo de formacdo de ERO, que desempenham papéis importantes
na carcinogénese. Os polifendis parecem exercer atividade antioxidante mais efetiva do
que outras substancias, ja conhecidas por seu alto poder anti-oxidativo, como a vitamina
C. No estudo de Kim et al, alguns fitoquimicos fenolicos, incluindo acido galico e
quercetina, apresentaram maior atividade antioxidante do que o 4cido ascorbico’Z.
Eberhardt et al., quando estudaram a atividade antioxidante de magas, sugeriram que o
efeito antioxidativo da fruta se deve ao efeito combinado de fitoquimicos fendlicos e
ndo da vitamina C3*. Outros efeitos antioxidantes também foram observados em alguns
polifendis, como a quercetina e a genisteina, apresentados como eliminadores eficazes
de radicais de superoxido e peroxinitrito®*. As catequinas e isoflavonas de soja também
jé& exibiram efeitos protetores contra o dano do DNA causado por ERO, isoladamente ou

de forma sinérgica®>-°,

Embora atividade antioxidante deva ser considerada nos polifendis, ndo pode
por si sO explicar todos os efeitos quimiopreventivos. Para tanto, € necessario
compreender seu papel na sinalizacdo mediada pelo estresse oxidativo envolvido na

carcinogénese?’ .

Efeito antinflamatorio
A geracao de estresse oxidativo ¢ parte integrante da resposta inflamatoria. Ha
evidéncias consideraveis de que as ERO estdo envolvidas no vinculo entre inflamagao
cronica e cancer. Desta forma, seria uma estratégia promissora identificar e desenvolver
agentes quimiopreventivos que inibem a inflamagio®’.
Alguns agentes pro-inflamatorios foram identificados como mediadores na

supressdao da apoptose, proliferacao celular, angiogénese, invasdo e metastase. Dentre
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eles citam-se: fator de necrose tumoral (TNF) e interleucinas (IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8,
IL-18), quimiocinas, metaloproteinase de matriz (MMP-9), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e ciclooxigenase-2 (COX-2)*. Uma vez que a inflamagio
estd intimamente ligada a promog¢do do tumor, espera-se que substancias dietéticas com
potentes atividades anti-inflamatérias exergam efeitos quimiopreventivos na
carcinogénese, tanto nas fases de promoc¢do quanto na progressdo. As agdes anti-
inflamatoérias de polifenois tém sido descritas em alguns estudos em animais e in vitro,
envolvendo os fatores mediadores acima descritos, muito embora ainda haja
necessidade de uma maior compreensao dos mecanismos moleculares € os caminhos de

sinalizacdo celular, j4 que seriam os principais alvos para inibicdo da carcinogénse %’.
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3. JUSTIFICATIVA

O tratamento do cancer de pulmdo engloba cirurgia, quimioterapia e
radioterapia, associadas ou ndo de acordo com o intuito terapéutico. A cirurgia ¢ a
principal opc¢do curativa, mas somente em torno de 20% dos pacientes apresentam-se
com a doenca ressecavel e consequentemente maiores chances de cura!. Entretanto, o
tratamento local com resseccao ou radioterapia sozinho ¢ seguido por altas taxas de
recorréncias locorregionais e distantes®.Os tratamentos quimioterapicos sio amplamente
utilizados, embora oferecam sobrevida limitada, com toxicidades moderadas, além de
complexidades genéticas®. Desta forma, ha necessidade de novas estratégias capazes de
auxiliar na inibicao do processo metastatico.

Os polifendis sdo compostos presentes nas frutas e vegetais e, recentemente, sua
atividade antitumoral vem sendo bastante estudada e reconhecida. Essas substancias tém
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, as quais podem atuar no atraso do ciclo
celular, na apoptose, na inibi¢do, na migracdo e na invasdo celular*® Estudos em
animais tém mostrado beneficio dos polifenois no processo de metastatizacdo do cancer
de pulmio®”®°. Entretanto, as pesquisas com linhagens de neoplasia pulmonar ainda
carecem de estudos prospectivos. As linhagens celulares, de uma forma geral, podem
auxiliar na descoberta de mecanismos fisiologicos e bioquimicos em pesquisas
experimentais e observacionais'’. Embora os modelos animais ajudem a entender a
progressao, nao ilustram o mecanismo molecular causador do processo. Os modelos
celulares podem ser tuteis na identificagdo de biomarcadores e alvos terapéuticos, e

posteriormente devem ser utilizados para desenvolvimento de novas terapias
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Neste contexto, o melhor entendimento sobre a atuacdo dos polifendis na
progressdo tumoral do cancer de pulmado em linhagens celulares pode contribuir para o

desenvolvimento de outras possiveis estratégias para controle da doenca.
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4. OBJETIVO

4.1 Objetivo Geral

Conduzir uma revisao sistematica sobre o efeito antimetastatico dos polifendis em

linhagens celulares de cancer de pulmao.
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EFEITO ANTIMETASTATICO DE POLIFENOIS EM LINHAGENS
CELULARES DE CANCER DE PULMAO: REVISAO SISTEMATICA

INTRODUCAO

O cancer de pulmao ¢ considerado mundialmente como a doen¢a maligna mais
incidente e mais letal, apresentando taxa de sobrevida de 18% em cinco anos. Em 2012,
foram estimados 8 milhdes de novos casos, representando 13% de todos os novos
diagnésticos de cancer!.

A principal causa de mortalidade em pacientes com cancer de pulmao ¢ a
metastase. A metastatizacdo ¢ um fendmeno complexo, de multiplas etapas, envolvendo
proliferacio, adesdo e motilidade?. Esse processo ocorre principalmente pela transi¢io
epitélio-mesénquima (TEM). Assim, as células epiteliais se desprendem da membrana
basal, perdem a jung¢ao celular promovendo a redu¢ao do marcador epitelial e-caderina e
a inducao de outros marcadores como n-caderina e vimentina. Dessa forma, a estrutura
celular se modifica e adquire um fenotipo de célula mesenquimal, que resulta em uma
maior capacidade de migragdo, invasdo celular e resisténcia®*. Além disso, ocorre
secrecdo de enzimas degradadoras da matriz celular, destacando-se as metaloproteinases
da matriz (MMP), mais precisamente MMP-2 e MMP-9, relacionadas as doencas
pulmonares’. Outro estimulante da TEM ¢ a TGF-B1, uma citocina multifuncional que
regula inimeras fungdes celulares. As células estimuladas pelo Fator de transformagao
do crescimento beta (TGF-B1) sofrem mudancas morfologicas, como diminui¢ao da
adesdo celular, e indu¢ao de caminhos de sinalizagdo que favorecem a migracao e
invasdo celular®.

O controle do processo da metastase ainda ¢ considerado um grande desafio,
apesar de consideraveis avancos terapéuticos no tratamento antineoplésico’. Estratégias
quimiopreventivas como o uso de polifendis no controle da cascata metastatica tém sido
sugeridas em estudos in vitro e in vivo, as quais parecem ter agdes na proliferacao,
invasdo, migra¢do e regulagdo enzimdtica desse processo®. Acredita-se que um melhor
entendimento sobre a influéncia dessas substancias na progressdo tumoral possa
contribuir para o desenvolvimento de outras possiveis estratégias para controle da
doenca. Portanto, o objetivo desta revisdo sistematica foi avaliar o efeito dos polifenois

na atividade antimetastatica em linhagens celulares de cancer de pulmao.
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METODOS

Trata-se de uma revisdo sistematica a partir de estudos clinicos conduzidos em
linhagens celulares de cancer de pulmao altamente metastaticas. Um protocolo
predeterminado estabelecido de acordo com o Cochrane Handbook for Systematic
Reviews of Interventions® foi registrado de forma prospectiva e internacional em base de
revisoes sistematicas sob o nimero 80905. O Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) e o Meta-Analysis of Observational Studies in
Epidemiology (MOOSE) foram utilizados para guiar a apresentacio dos resultados'®.
As referéncias captadas foram incluidas em uma biblioteca tnica através do software

Mendeley.

Critérios de inclusao e exclusao

Foram considerados todos os estudos que analisaram o efeito dos polifendis em
células de cancer de pulmao metastaticas. Os estudos foram excluidos quando se tratava
de duplicatas, idiomas diferentes de portugués, inglés e espanhol, revisdes prévias,
estudos em animais e outras linhagens celulares diferentes de cancer de pulmao. Nao
foram incluidos estudos realizados e nao publicados, resumos de eventos cientificos
(apresentados ou ndo), dissertagdes e teses. As questdes analisadas foram: relacdo dos
polifen6is com cancer de pulmdo, capacidade da substincia no impedimento da
disseminagdo, invasao e proliferacao das células oncologicas da neoplasia pulmonar,

identificacao e dosagem de quais polifenois possam impedir o processo.

Estratégias de pesquisa e informacao
A pesquisa foi realizada nas seguintes bases de dados eletronicas: MEDLINE

com acesso via Pubmed, EMBASE, LILACS (Literatura Cientifica e Técnica da

América Latina e Caribe) e Cochrane até outubro de 2017. Foi utilizado o acronimo
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PECO (Populagdo de interesse, Exposicao, Comparacdes e Resultados) para formular a
questdo de pesquisa'’.

Neste contexto, foram utilizados os termos do Medical Subject Headings
(MeSH): “lung neoplasms”, “polyphenol” e “metastasis”, bem como os sindénimos
cuidadosamente escolhidos conforme a estratégia completa disponivel na Quadro 1.
Uma busca manual foi realizada para trabalhos originais que contemplaram todos os

requisitos necessarios para inclusdo nesta revisao.

Processo de selecao dos dados:

Os artigos foram selecionados por duas avaliadoras independentes (RFT e AKP),
inicialmente com base na leitura do titulo, e na sequéncia pela leitura dos resumos. Os
artigos completos foram revisados a partir dos resumos selecionados. Em caso de
discordancia quanto aos critérios de inclusdo, o titulo e o resumo, ou o artigo completo,
foram mantidos para uma avaliagdo posterior. Desacordos em relagdo aos critérios de
inclusdo, um terceiro investigador (RKL) foi consultado. Os dados foram extraidos e
tabulados de forma independente incluindo resultados dos estudos e dados
metodoldgicos por meio de ficha de coleta de dados padronizada.

Para avaliar a qualidade dos estudos utilizamos a escala de Newcastle-Ottawa
(NOS) Quality Assessment Scale for case-control and Cohort Studies do Ottawa

Hospital Research Institute'?, adaptada por Flynn e colaboradores'.
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Quadro 1. Estratégias de busca para cada base de dados

BASE DE DADOS

ESTRATEGIAS

PUBMED

("Lung Neoplasms"[Mesh] OR "Pulmonary Neoplasms" OR "Neoplasms, Lung" OR
"Lung Neoplasm" OR "Neoplasm, Lung" OR "Neoplasms, Pulmonary" OR "Neoplasm,
Pulmonary" OR "Pulmonary Neoplasm" OR "Lung Cancer" OR "Cancer, Lung" OR
"Cancers, Lung" OR "Lung Cancers" OR "Pulmonary Cancer" OR "Cancer, Pulmonary"
OR "Cancers, Pulmonary" OR "Pulmonary Cancers" OR "Cancer of the Lung" OR
"Cancer of Lung") AND ("Polyphenols"[Mesh] OR Polyphenol* OR "Provinols")

LILACS

(mh:("Neoplasias Pulmonares") OR tw:("Neoplasias Pulmonares") OR tw:("Lung
Neoplasms") OR tw:("Neoplasias Pulmonares") OR tw:("Pulmonary Neoplasms") OR
(tw:(neoplas§) AND tw:(pulm$)) OR (tw:(cancer§) AND tw:(pulm$)) OR
(tw:(neoplas$) AND tw:(lung$)) OR (tw:(cancer§) AND tw:(lung$))) AND
(mh:("Polifenois") OR tw:(polyphen$) OR tw:(polifen§) OR tw:(provinol) OR

tw:(provinois) OR tw:(provinols))

EMBASE

('lung cancer'/exp OR 'cancer, lung' OR 'lung cancer' OR 'pulmonary cancer' OR
'schneeberg disease’) AND (‘polyphenol’/exp OR ‘'polyphenol' OR ‘'polyphenol
component' OR 'polyphenols’)

RESULTADOS

O diagrama de fluxo que mostra o processo de selecao dos artigos incluidos estéa

apresentado na Figura 1.

Das 1166 publicacdes identificadas, 768 artigos foram selecionados apos

remocdo das duplicatas e 180 foram submetidos a uma avaliagdo mais completa.

Desses, 13 artigos preencheram os critérios de inclusao ao final do processo.

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas relevantes dos estudos selecionados. Os

13 estudos incluidos sdo transversais, sendo 10 estudos com linhagens do tipo A549, 1

estudo com linhagem H460, 1 com linhagem CL1-5, ¢ I com TCG.

Todos os artigos avaliaram o efeito dos polifendis no cancer de pulmao. Os

polifenois encontrados nos estudos foram: catequinas (CAT - n=4), Phylantus (PHY -
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n=3), quempferol (KEM - n=1), dioscina (n=1), polifendis do cha (n=1), resveratrol
(n=1), extrato de Ecklonia (n=1) e acido clorogénico (n=1). A avaliagdo da qualidade
metodologica dos estudos incluidos estd demonstrada na Tabela 2. Em nenhum estudo
foi considerada amostra representativa, ja que cada um avaliou somente um tipo de

linhagem de cancer de pulmao altamente metastatica.

Todos os estudos incluidos tiveram beneficio em algum momento do processo
metastatico, seja na proliferacdo, na invasao, na supressao ou na regulacdo de genes,
independentemente da linhagem celular. Todos os efeitos foram demonstrados como

dose-dependente.
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Figura 1. Diagrama de fluxo de selecio dos estudos.
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Tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos

Autor, ano Linhagem Polifenol Protocolo Resultados
celular
Lim WC et A549 Dioscina -0,5 uM; - Reducdo da migracao e invasdo celular induzida por TGF-betal: crescimento inibido
al, 2017 - 1,0 uM; com 4 uM quando tratadas por 24h
-2 uM;
-2,5uM - Bloqueio da diminui¢do da e-caderina e supressdo de n-caderina com efeito dose-
-3 uM dependente de 2,5 uM, 3 uM
-4 uM
Yamagata  A549 Acido -10 uM - Reducdo da proliferagao celular: 27% em 30 uM e 39% em 50 uM em comparagao
etal, 2017 Clorogénico -30 uM com as células ndo-tratadas
-50 uM - Expressao de genes associada a apoptose:
Em 30 uM e 50 uM houve redugao na expressao de BCL-2 para 75 e 69%, para a células
ndo tratadas, respectivamente
- Indugdo da BAX: 110% com 30 uM 127% em 50 uM
- CASP3: aumento em 110% com 10 pM e 115% 30 uM
Huang AF A549 ECG - 10 uM; - Reducao da motilidade em 55% com 50 uM
etal, 2016 -30 uM; - Redugdo da invasdo em 43,8% com 50 uM
-50 uyM - Inibi¢ao da TEM induzida por TGF-betal e MMP-2 na concentragdo de 50 uM
- Reducdo da adesdo célula-matriz por interagdo célula-coldgeno induzida pelo TGF-beta
1 com concentragdo de 50 uM
Hang M et A549 KEM -10 uM - Efeito inibitorio na proliferacdo dose-dependente - minimo com 10 uM
al, 2015 -20uM - Aumento da expressdo de e-caderina e diminui¢ao da vimentina
-40uM
- 60 uM
Shi J et al, AS549 EGC -10 uM - Inibigdo da invasdo e migracdo induzida pela nicotina; efeito dose-dependente
2015 -25uM - Reversao da supraregulacio FCVE, FIH-1 alfa, COX-2, niveis de vimentina, e
-50 uM infraregulagdo de p53 e beta-cateninas
-100 uM
Ko H, A549 Geranina -2,5uM; - Inibicao da proliferacdo com 30 pM, quando tratada por 48h.
2015iske! Isolado do -5, uM; - Inibicdo do TGF-B1
Phyllanthus - 10 uM; - O fendtipo mesenquimatoso induzido por TGF-f1 foi suprimido pelas dosagens de 15
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amarus -15 uM; uM e 20 uM
-20 uM; - Aumento na expressao de e-caderina e supressao na expressao de n-caderina e
-30 uM vimentina
Zheng FJ et Tumor de Polifenois do - 100 pg/ml; - Efeito inibitorio na expressdo de CD44 e CD54 — dose dependente. Grupo de 800
al, 2012 células cha -200 pg/ml; pg/ml (expressdo CD44 86; CD54 13;
gigantes -400 pg/ml; Grupo de 400 pg/ml (expressdo de CD44 92; CD54 20;
(TCG) - 800 pg/ml Grupo de 200 pg/ml (expressdo de CD44 108 e CD54 29;
Grupo controle: expressdo de CD44 148 e CD54 45.
- Efeito inibitorio na adesao celular das TCG para as células endoteliais
Grupo de 800 pg/ml (taxa de adesdo de 29,6%
Grupo de 400 pg/ml (taxa de adesao de 30,4%
Grupo de 200 pg/ml (taxa de adesdo de 38%
Grupo controle (s/ polifenol): taxa de adesdo de 50%
Tseng HH A549 PHY -Até 100ug/ml - Inibicdo da invasdo e migragdo celular com concentracdo de 100ug/ml, efeito dose-
et al, 2012 dependente
- Redugdo da atividade de MMP-2 e MMP-9 - 71% de inibi¢do na dosagem 100pg/ml,
efeito dose-dependente
- Redugdo da atividade de u-PA-menos que 51,3% da atividade com dose 100pg/ml,
efeito dose-dependente
Wang et al, A549 Resveratrol - 10 uM; - Inibi¢@o da proliferagdo com 40 uM
2013 -20 uM; -Inibi¢do da invasdo, assim como migragdo com 20 uM
-40 uM - Inibigdo dos efeitos morfologicos do TGF-B1
*Concentragdo inferior a 10 pM as células A549 apresentaram fenotipo
mesenquimatoso.
Concentragdo de 20 uM e 40 uM apresentaram morfologia epitelial classica.
- Aumento do fenoétipo epitelial através do marcador e-caderina, enquanto que os
marcadores do fenético mesenquimatose fibronectina e vimentina reprimidos em
dosagem de 20 uM
Lee H, A549 Extrato de - 12,5 pg/mi; - Reducdo na migragdo de 24% em concentragdo de 12,5 pg/ml, 38% em 25 ug/ml e
2011 Ekclonia cava - 25 pg/ml; 65% quando 50 pg/ml
- 50 pg/ml - Inibicdo da invasdo com 12,5 pg/ml, dose dependente

- Inibigao da ativacdo de MMP-2: inibi¢do de 12% na concentragao de 12,5 ug/ml; 31%
em 25 ug/ml; 69% quando 50 pg/ml, quando comparados ao controle
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Lee SH et A549 PHY - 20 a 200g de Citotoxicidade:
al, 2011 extrato - Extrato metanolico maior citotoxicidade do que o aquoso
metanodlico - Inibicdo da invasdo de 40-60%
- 50 a 500g de (200 pg/ml quando extrato metandlico e 500 pg/ml aquoso)
extrato - Inibicdo da migracdo, dose dependente
aquoso (extrato metanodlico 20-200 pg/ml e aquoso 50-500 pg/ml)
* mesmo com a menor concentragdo — inibi¢cao maior que 20%
- Aumento da atividade da caspase-3 e 7
Deng YT et CL1-5 EGCG - 5uM - Sem efeito no apoptose, porém induziu atraso na fase G2/M do ciclo celular com doses
al, 2011 -10pM acima de 20 uM
-20 uM - Reducdo da proliferagdo com doses maiores que 20 pM
-40 uM - Inibi¢do da invasdo e migragdo, dose minima de 5 uM
-50 uM - Supressdo de MMP-2 e MMP-9 acima de 20 uM, dose-dependente
Ganguly C, H460 TF, EGC,EC  -100 uM - Efeito anti-proliferativo:

2005

* {ndice de proliferacdo no controle: 24,9%.

* [ndice de proliferacdo: 10,1% com TF, 9,2% com ECG e 12% com EGCG
- Efeito na expressao de p53

* Controle: 15% da populagao celular

* TF: 20% inicial e ap6s aumentando para 30%

EGG e ECG: 30%

EGC: Epicatqeuina-galato ; EGCG: Epigalocatequina- galato; KEM: Quempferol; PHY: Phyllantus; TF: Teaflavonas
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Tabela 2 — Avaliacao do risco de viés dos estudos incluidos.

Estudo Representati- Definicao da Avaliagao da Avaliacgao do Taxa de
vidade condicao exposicao Desfecho ndo-resposta
da amostra apresentada
Lim WC et al, 2017 0 1 1 1 1
Yamagata et al, 2017 0 1 1 1 1
Huang AF et al, 2016 0 1 1 1 1
Hang M et al, 2015 0 1 1 1 1
Shi J et al, 2015 0 1 1 1 1
Ko H, 2015 0 1 1 1 1
Zheng FJ et al, 2012 0 1 1 1 1
Tseng HH et al, 2012 0 1 1 1 1
Huang W et al, 2012 0 1 1 1 1
Lee H, 2011 0 1 1 1 1
Lee SH et al, 2011 0 1 1 1 1
Deng YT et al, 2011 0 1 1 1 1
Ganguly C, 2005 0 1 1 1 1

0: Nao informado/ nenhum; 1: adequado

DISCUSSAO

O cancer de pulmao ¢ considerado a doenca maligna mais comum e mais letal

. : . 14,15
no mundo, sendo a metastase a maior responsavel pelas causas de morte . O presente
estudo conduziu uma revisdo sistematica sobre a influéncia dos polifendis no
desenvolvimento de metastase em linhagens celulares altamente metastaticas de cancer
de pulmao. A metastase ¢ um processo complexo que envolve diversos eventos,
incluindo invasdo, migracao, adesao e proliferacao celular. As metéstases tumorais sao

o motivo de maior preocupacdo no tratamento do cancer’'°.

Dessa forma, sdo
necessdrias alternativas emergenciais para limitar seu desenvolvimento por meios
seguros ¢ eficientes. Na presente revisao, todos os tipos de polifenodis estudados
apresentaram  efeitos antimetastaticos nas células de cancer de pulmao,

independentemente de suas linhagens celulares.

As agdes das catequinas foram avaliadas em 4 dos estudos revisados. Dois deles
avaliaram a EGCG!”!®. Um estudo!” avaliou a EGCG juntamente com ECG e TF, e por

120

ultimo Huang et al*” que avaliaram o efeito da EGC. Todos esses estudos apresentaram

efeitos inibitdrios na proliferagdo, invasdo e migragdo celular apds 48h, dose-
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dependente, com dosagem minima de 10 pM!”. Mecanismos mais especificos
envolvidos na TEM como inibi¢do do TGF-1%°, supressio de MMP-22%18 ¢ MMP-9'%,
foram observados também com doses minimas de 10 uM em células altamente
invasivas CL1-5'® e A549%° e efeito maximo com dose de 20 uM e 50uM,
respectivamente. As catequinas também demonstraram efeito na expressdo génica do
p53, das quais EGCG e ECG demonstraram maior expressdo com positividade celular
de 30%, quando comparadas ao grupo controle 15% de positivos.””. Na presente
revisdo, os efeitos do Phyllanthus foram avaliados em trés estudos, com a mesma
linhagem celular?! 2> 23, Efeito maximo na reducdo da inibi¢do e invasdo celular foi
observado com 100 pg/ml*'. No estudo de Lee et al’’, mesmo com a menor
concentragdo (20 pg/ml) foi observada inibicdo de mais de 20% da migracao celular,
quando se trata do extrato aquoso, ja& que o autor separa as duas formas. Efeitos
especificos também foram avaliados e demonstrados na utilizagdo desses polifendis na
regulagao de enzimas e marcadores da atividade tumoral, como MMP-2 ¢ MMP-9, u-
PA, LDH, caspase-3 e 7. No trabalho de Ko H et al*, foi utilizado um composto isolado
do Phyllanthus (geranina) a qual além da inibi¢do da proliferacdo também teve papel na
cascata metastatica, inibindo o TGF-B1, com dosagens de 30 uM. Além disso, avaliou o
fendticomo mesenquimatoso, a qual foi suprimido com dosagens minimas de 15uM, e

aumento de e-caderina e supressdo da vimentina, ambos envolvidos na TEM.

Outros tipos de polifenois, dioscina, quempferol, acido clorogénico e resveratrol

24.25,26,27,28 com efeitos antimetastaticos

também foram encontrados nos demais estudos
similares envolvidos na TEM. Em todos eles, houve redugdo na migragdo, invasao,
proliferagdao, com doses variadas de acordo com o tipo de polifenol, independente da
linhagem celular. Efeitos como bloqueio na diminui¢do da e-caderina (marcador de
fenotipo epitelial) e supressdao da n-caderina foi demonstrado com o tratamento de
dioscina®, quempferol®¢ e resveratrol®®, além da diminui¢io da vimentina (marcador do
fenotipo mesenquimatoso) encontrada em linhagens A549 tratadas com quempferol®S,
Recentemente, Yamagata K et al’’ também avaliaram a expressdo de genes especificos
envolvidos na apoptose celular: BCL2 (anti-apoptotico), BAX (pré-apoptotico) e
CASP3 (via comum final de quase todas as vias apoptdticas), em que foi encontrada

redu¢do de BCL-2, indugdo da BAX e aumento da CASP-3, com efeito dose-

dependente.
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Todos os estudos avaliados apresentaram resultados de possiveis efeitos
antimetastaticos. Todavia, pode ser entendido como viés o fato de inexistir quaisquer
estudos com comparacdo entre diferentes substancias com a mesma populagao celular,
assim como diferentes populagdes celulares para tnica substancia com carater polifenol.
Faz-se necessario o desenvolvimento de estudos que comparem os diferentes
compostos, com dosagens similares em amostras celulares idénticas para a identificacio
de quais possiveis terapias podem ser extrapoladas para modelos in vivo com real
capacidade de prover melhores tratamentos. Também ¢ interessante que as comparagdes
devam ser analisadas com ntimero de células similares a fim de evitar vieses futuros. O
fato das metodologias utilizadas serem dispares nos diferentes protocolos dos estudos
também pode indicar possiveis vieses na extrapolacdo dos resultados. De acordo com a
avaliacdo da qualidade dos artigos, a amostra ndo foi considerada representativa, pois
todos os estudos utilizaram apenas uma linhagem celular altamente metastatica.

Na presente revisdo encontram-se algumas limitagcdes, das quais pode-se
destacar a ndo inclusdo de estudos em animais, mesmo com demonstra¢des prévias de
possiveis beneficios em alguns trabalhos?>-30-3132,

Entretanto, as linhagens celulares, de uma forma geral, podem auxiliar na
descoberta de mecanismos em pesquisas experimentais € observacionais. Embora os
modelos animais ajudem a entender a progressao, nao ilustram o mecanismo molecular
causador do processo. Os modelos celulares podem ser Uteis na identificacdo de
biomarcadores e alvos terapéuticos, e posteriormente devem ser utilizados para
desenvolvimento de novas terapias™.

Em conclusdo, e de acordo com as evidéncias disponiveis, a relacdo dos
polifendis com o cancer de pulmao metastatico parece existir, muito embora com
estudos limitados tanto em relacdo aos polifendis quanto as linhagens celulares.
Pesquisas adicionais devem ser realizados para explorar a influéncia desses compostos
na metastase do cancer de pulmao. Apesar das limitagdes, a descri¢ao dos resultados da
presente revisdo oferece um eixo para futuras pesquisas em nutrigdo oncologica e

ajudaré pesquisadores interessados em investigar o tema a desenvolver suas hipoteses.

48



CONCLUSAO

Em suma, ha relacdo dos polifendis com o processo de metastatizagao do cancer
de pulmao. Entretanto, os estudos existentes possuem limitagdes importantes. Pesquisas
adicionais devem ser realizadas para explorar a influéncia desses compostos na cascata
metastatica das neoplasias de pulmdo. A presente revisdo dos estudos em linhagens
celulares pode servir como alicerce para futuras pesquisas e novas estratégias

terapéuticas na area.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Entre as perspectivas futuras pode-se destacar a continuagdo da andlise
estatistica dos resultados advindos dos estudos presentes nesta revisdo, bem como
conduzir nova revisdo sistematica avaliando a mesma questdo de pesquisa em

populacdes animais.
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