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Resumo 

 

Actividade anti-tumoral de extractos de Cynara cardunculus na via molecular do 

PI3K/AKT/mTOR 

 

O presente trabalho visou avaliar o potencial anti-proliferativo de extractos de 

folhas (FCF) e caules (CCF) de Cynara cardunculus (Cc). Adicionalmente, pretendeu-

se caracterizar molecularmente a actividade de extractos de FCF e CCF na via de 

sinalização do PI3K/AKT/mTOR, em células HepG2 e de cancro da mama de fenótipo 

triplo negativo MDA-MB-231. Os resultados mostraram que o extracto de FCF 

apresentou uma pronunciada actividade anti-proliferativa, com um valor de IC50 de 1,74 

e 0,74 µg/mL, respectivamente para as células HepG2, e MDA-MB-231. Na presença 

do extracto FCF os níveis de expressão das isoformas (α, β, γ) do PI3K, nas células 

MDA-MB-231não apresentaram diferenças. Porém, a análise do nível de expressão 

proteica de AKT revelou uma diminuição significativa de expressão em células MDA-

MB-231, quando tratadas com extracto de FCF.  

Estes resultados sublinham o potencial papel do extracto de FCF na regulação 

via do PI3K/AKT/mTOR, importante alvo terapêutico para o tratamento oncológico. 
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Abstract 

 

Anti-tumoral activity of Cynara cardunculus extracts in the PI3K/AKT/mTOR 

signaling pathway 

 

The purpose of this study was to characterize the molecular activity of Cynara 

cardunculus extracts on the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway, on HepG2 and 

MDA-MB-231 tumor cell lines. The results show that fresh cultivated leaf (FCL) 

extract has a pronounced anti-proliferative activity, with an IC50 of 1,74 µg/mL 

expressed in terms of total phenols presented on HepG2 and 0,74 µg/mL expressed in 

terms of total phenols presented on MDA-MB-231. On MDA-MB-321 cell line there is 

no significant difference among the expression level of p110 isoforms ( ,  ,  ) of the 

PI3K in presence of FCL extract. On the other hand, the protein expression level of total 

AKT seems to be sensitive to the presence of FCL extracts, since its protein level 

significantly decreases on MDA-MB-231 cells incubated with FCL extract. These 

results underlie the putative role of the FCL Cc extract on the regulation of the 

PI3K/AKT/mTOR pathway.  

 

 

 

  



Actividade anti-tumoral de extractos de Cynara cardunculus na via molecular do PI3K/AKT/mTOR 

 

 

17 
 

  



Actividade anti-tumoral de extractos de Cynara cardunculus na via molecular do PI3K/AKT/mTOR 

 

 

18 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Introdução 
 

 

 

 

 

 

  



Actividade anti-tumoral de extractos de Cynara cardunculus na via molecular do PI3K/AKT/mTOR 

 

 

19 
 

1. Fitoterapia 

 

Ao longo da História da Humanidade, as plantas têm sido utilizadas na medicina 

tradicional, para um largo espectro de doenças (Phillipson, 2001; Cragg et al., 2009). A 

busca de novas formulações mais eficazes no tratamento e prevenção de diferentes 

patologias humanas, tais como o cancro ou doenças infecciosas como a malária 

(Conforti et al., 2008; Cravotto et al., 2010; Loures et al., 2010), representa um dos 

maiores desafios da terapia nutricional.  A Organização Mundial de Saúde estima que 

aproximadamente 65% da população mundial depende da medicina tradicional, tendo 

por base o uso de plantas, para o tratamento e/ou prevenção de várias doenças (Cragg et 

al., 2009). 

A terapia nutricional ou fitoterapia, que por definição descreve a eficácia e 

limitação de fitoquímicos no tratamento de patologias (Capasso, 2003), surgiu como um 

novo conceito para a melhoria da saúde humana, nomeadamente como uma abordagem 

complementar no tratamento e prevenção. O termo ―fito‖ da palavra fitoquímico deriva 

do grego phyto, que significa planta. Assim, fitoquímicos são químicos derivados, 

extractáveis de plantas, sendo definidos como compostos bioactivos, presentes em 

frutos, folhas, sementes, raízes, caules, etc. (Liu, 2004). Ao longo da última década, o 

conhecimento do papel destes compostos em patologias específicas tem avançado 

largamente. Devido à sua segurança, baixa toxicidade, propriedades anti-oxidantes e 

aceitação geral como suplementos dietéticos, estes compostos têm sido estudados de 

forma a compreender os seus mecanismos bioquímicos, e respectivos alvos 

moleculares. Os fitoquímicos têm sido associados à redução do risco para determinadas 

doenças crónicas como o cancro, doenças cardiovasculares, osteoporose, hipertensão e 

diabetes tipo 2 (Liu, 2004; Scalbert et al., 2005; Biesalski et al., 2009; Lampe, 2009; 

Faller et al., 2010). Estes compostos fornecem ainda importantes indicadores no 

desenvolvimento de novos medicamentos, muitos dos quais passam as diferentes fases 

de aprovação, sendo posteriormente introduzidos no tratamento, por exemplo, do 

cancro, da malária, da doença de Alzheimer, da infecção com o vírus HIV ou patologias 

pulmonares (Conforti et al., 2008).  

Estima-se que cerca de 5000 fitoquímicos tenham sido já identificados, mas uma 

grande percentagem permanece ainda desconhecida (Liu, 2004). O facto destes 

compostos serem maioritariamente de origem vegetal parece confirmar a evidência 
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epidemiológica que um consumo alto de vegetais está associado, a uma diminuição de 

risco para diferentes tipos de tumores (Biesalski et al., 2009).  

Os fitoquímicos são classificados de acordo com a sua estrutura molecular, 

existindo cinco classes principais: carotenóides, compostos fenólicos, alcalóides, 

compostos contendo azoto e compostos organosulforados (Figura 1) (Liu, 2004; Lampe 

2009). Dentre destes grupos os mais estudados são os carotenóides e os compostos 

fenólicos. 

 

Figura 1: Classificação geral de fitoquímicos, com representação esquemática das cinco 

principais classes: carotenóides, compostos fenólicos, alcalóides, compostos contendo azoto e 

compostos organosulforados. Principal destaque para a divisão da classe dos compostos 

fenólicos, nas várias subclasses de ácidos fenólicos e flavonóides (adaptado de Liu et al., 2004). 

 

 

1.1. Compostos fenólicos 

 

Ao longo dos últimos anos, estudos têm enfatizado os benefícios dos compostos 

fenólicos (Figura 2) para a saúde humana, nomeadamente na estimulação do sistema 

imunitário, diminuição do risco de doenças degenerativas, inibição da oxidação proteica 

e promoção de resposta anti-bacteriana, anti-viral, anti-hepatotóxica, anti-inflamatória, 

anti-mutagénica e anti-carcinogénica (Miadokova et al., 2008). Muitos destes 

compostos são classificados como metabolitos secundários das plantas, sendo em geral 

sintetizados por uma das duas vias biosintéticas: a via do ácido shiquiímato ou a via do 

ácido malónico (ou pelas duas, por exemplo os flavonóides) (Arts et al., 2005). Estima-
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se que existam aproximadamente 8000 polifenóis diferentes, que podem ser divididos 

em 10 classes gerais, de acordo com a sua estrutura química, possuindo como 

característica comum a presença de pelo menos um anel aromático com um ou mais 

grupos hidroxilos – fenol simples (Figura 3) (Arts et al., 2005). As classes mais 

abundantes em plantas são os ácidos fenólicos, flavonóides, e estilbenos, 

correspondendo os flavonóides a 60% e os ácidos fenólicos a 30% dos polifenóis 

provenientes da dieta (Ramos 2007).  

 

 

Figura 2: Estrutura química de um fenol simples, com um grupo hidroxilo ligado a um anel 

aromático, de fórmula geral C6H5OH (adaptado de Sun et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Estrutura química de alguns polifenóis comuns na dieta, com a presença em todos os 

casos de pelo menos um anel aromático com um grupo hidroxilo ligado (adaptado de Scalbert et 

al., 2005).  
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As principais fontes de polifenóis na dieta são frutas como a maçã, uva, pêra e 

frutos vermelhos, que contêm cerca de 200-300 mg de polifenóis por 100g de peso 

fresco. Por outro lado, um copo de vinho tinto, chá ou café contém também cerca de 

100 mg de polifenóis. Alimentos como os cereais, chocolate e legumes secos 

contribuem ainda para o consumo total destes compostos. A ingestão de polifenóis 

ronda 1g/dia, cerca de 10 vezes mais do que a ingestão de vitamina C e 100 vezes mais 

que a vitamina E e carotenóides (Scalbert et al., 2005). Os polifenóis ocorrem na 

natureza predominantemente conjugados com glúcidos (glicósidos), que após a ingestão 

sofrem clivagem enzimática para a forma livre de aglicona, forma pela qual são 

absorvidos pelas células epiteliais do intestino (Cooray et al., 2004). Estes compostos 

são sujeitos à metabolização enzimática, podendo influenciar largamente a sua 

bioactividade, resultando em produtos metoxilados, glucoronidados e sulfatados 

(Lampe 2009). Por outro lado, as bactérias presentes no cólon humano metabolizam os 

polifenóis, dando origem a ácidos fenólicos, como o ácido homovalinílico (Arts et al., 

2005). 

 

 

1.1.1. Actividade biológica de compostos polifenólicos 

 

 O estudo do potencial quimiopreventivo de compostos polifenólicos 

constituintes da dieta tem sido largamente comprovado em modelos consistentes de 

carcinogénese (Birt et al., 2001). Dados os desafios impostos pelas terapias anti-

tumorais, a quimioprevenção utilizando agentes farmacológicos ou naturais, para 

impedir a progressão ou reverter o processo de tumorigénese em estados iniciais, surge 

como uma alternativa prática e muito promissora para doentes oncológicos. Até à data, 

um número substancial de estudos em culturas de células, modelos animais e ensaios 

clínicos em humanos têm ilustrado o papel preventivo, através da capacidade anti-

oxidativa, dos polifenóis provenientes da dieta em diversos tipos de cancro (Scalbert et 

al., 2005). A acção directa sob as espécies reactivas de oxigénio ou o estímulo dos 

sistemas de defesa endógenos (Scalbert et al., 2005) conferem uma protecção adicional 

não só para patologias oncológicas, mas também doenças cardiovasculares.  

Para além das propriedades anti-oxidantes os polifenóis demonstram outros 

efeitos interessantes em animais modelo e/ou em sistemas in vitro, nomeadamente, 
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decréscimo da imobilização de leucócitos, indução de apoptose, actividade 

fitoestrogénica, inibição de proliferação celular e da angiogénese tumoral, ou seja, 

diminuição do recrutamento de novos vasos sanguíneos, a partir da vasculatura 

existente (Carmeliet, 2003; Arts et al., 2005). Assim, de um ponto de vista preventivo, 

um aporte constante de fitoquímicos, em particular de polifenóis e/ou flavonóides, é 

essencial em processos de prevenção de danos celulares, bem como no aumento das 

respostas imunológicas, potenciando a defesa na redução de doenças crónicas (Miccadei 

et al., 2008). 

 

 

1.2. Cynara cardunculus 

 

Cynara cardunculus L. (Cc) é uma planta herbácea perene, pertencente à família 

das Asteraceae compositae, originária da região do Mediterrâneo, trivialmente apelidada 

de cardo, que se desenvolve naturalmente em terrenos incultos e áridos, especialmente 

no sul da Península Ibérica (Falleh et al., 2008). Existem principalmente duas 

variedades botânicas: a cultivada Cynara cardunculus var. altilis; e a selvagem ou 

silvestre Cynara cardunculus var. sylvestris (Figura 4) (Comino et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Imagem do aspecto físico de duas variedades diferentes da planta Cynara 

cardunculus. A - Cynara cardunculus var. altilis; B – Cynara cardunculus var. sylvestris. 

(adaptado de http://www.actaplantarum.org/acta/albums1) 

 

 

Tradicionalmente os caules, da variedade silvestre, são utilizados na 

gastronomia, e as folhas são usadas para infusões, no tratamento, tradicional/popular, de 

problemas digestivos (Muwaji et al., 2004). As flores da C. cardunculus são bastante 

A B 
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ricas em proteases, nomeadamente em cardosinas A e B, sendo por isso utilizadas desde 

há vários séculos na Península Ibérica para a manufacturação de queijos de ovinos e 

caprinos (Petrovic et al., 2008). Cc cultivada, é uma planta que pode ainda ser 

valorizada, do ponto de vista energético, para a extracção de óleos a partir das sementes, 

utilizado depois como biodiesel (Curt et al., 2002; Fernández et al., 2004), sendo a 

restante biomassa lenhocelulósica utilizada como combustível sólido, para combustão 

directa (Fernández et al., 2004), pasta de papel, forragem verde para alimentação animal 

(Fernández et al., 2006) e indústria de produtos farmacêuticos (Fernández et al., 2006) 

com taxas de rendimento apreciáveis, a custos reduzidos, uma vez que se trata de uma 

espécie bem adaptada, e pouco exigente (Curt et al., 2006; Raccuia et al., 2007). 

A utilização do cardo, na indústria farmacêutica, prende-se com o facto de se 

tratar de uma espécie que contém quantidades consideráveis de diferentes fitoquímicos 

biologicamente activos incluindo flavonas, glicósidos, saponinas triterpenóides e ácidos 

cafeolquínicos (Petrovic et al., 2008). O extracto comercial de silimarina apresenta 

alguns compostos também presentes em Cc e com grande interesse farmacêutico e 

económico. Este extracto actua como anti-oxidante, hepatoprotector e inibidor da 

síntese de colesterol, sendo por isso largamente utilizados pela indústria farmacêutica 

para o tratamento de diferentes patologias hepáticas (Fernández et al., 2006).  

 

 

1.2.1. Caracterização do potencial de extractos de Cynara cardunculus 

 

Baseado no facto que na região do Alentejo existem quantidades muito 

apreciáveis de biomassa lenhocelulósica derivada de Cynara cardunculus, quer 

variedade selvagem quer cultivada, (Gominho et al., 2001), o Centro de Biotecnologia 

Agrícola e Agro-Alimentar do Baixo Alentejo e Litoral (CEBAL) tem vindo a dedicar 

muitas das suas linhas de investigação, a novas formas de valorização da biomassa 

derivada de Cc. De um modo especial o Grupo dos Compostos Bioactivos, tem focado 

uma grande atenção na caracterização biológica das diferentes fracções extractáveis 

resultantes das raízes, caules, folhas e flores de plantas frescas versus secas, das 

variedades cultivada e selvagem, possuindo uma bateria de extractos, caracterizados 

fitoquimicamente, em termos de compostos fenólicos totais e flavonóides De acordo 

com resultados já estabelecidos pelo grupo de investigação existe uma grande 
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heterogeneidade entre os diferentes extractos de Cc analisados, sendo que o extracto de 

folha Cc cultivada fresca (FCF) é o mais rico em termos de quantificação de polifenóis 

totais e flavonóides, enquanto o extracto de caule Cc cultivado fresco (CCF) apresenta 

os níveis mais baixos, em termos de quantificação destas duas classes de compostos 

(Figura 5) (Velez et al., artigo submetido). Adicionalmente foram determinadas as 

propriedades anti-oxidantes dos vários extractos derivados de raízes, caules, folhas e 

flores, tendo-se verificado que todos os extractos testados possuem uma significativa 

capacidade de neutralização de radicais livres, sendo que o extracto da FCF apresenta-

se, entre todos os extractos estudados de Cc, potencialmente como o anti-oxidante mais 

forte. No entanto, quando a análise da capacidade anti-oxidante é efectuada utilizando a 

mesma quantidade de compostos fenólicos (0,01 a 0,1mg/mL) entre todos os extractos, 

o extracto CCF apresenta-se como o mais potente, entre todos os extractos, revelando 

que as diferenças químicas, nomeadamente entre concentrações totais de flavonóides, 

conferem propriedades biológicas, promovendo certas actividades em detrimento de 

outras (Velez et al., artigo submetido).  

 

Figura 5: Quantificação dos compostos fenólicos totais e flavonóides em extractos metanólicos 

de Cynara cardunculus variedade cultivada e selvagem. A quantificação dos compostos 

fenólicos totais foi determinada pelo método colorimétrico do Folin Ciocalteau, sendo as 

respectivas concentrações expressas em equivalente de ácido gálico (mg)/g peso seco. Os 

compostos flavonóides foram quantificados, também, por uma metodologia colorimétrica, 

baseada no cloreto de alumínio, e os resultados expressos em equivalente de quercetina (mg)/g 

peso seco. Legenda: FSS – Folha selvagem seca; FCS – Folha cultivada seca, CSS – Caule selvagem seco; CCS – 

Caule cultivado seco; CS C/S – Capítulo selvagem com semente; CS S/S – Capítulo selvagem sem semente; CC C/S 

– Capítulo cultivado com semente; CC S/S – Capítulo cultivado sem semente; FSF – Folha selvagem fresca; FCF – 

Folha cultivada fresca; CSF – Caule selvagem fresco; CCF – Caule cultivado fresco; CapSF – Capítulo selvagem 

fresco; CapCF – Capítulo cultivado fresco) 
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2. Oncobiologia 

 

Desde 1990, que a incidência e mortalidade do cancro tem vindo a aumentar 

significativamente, e entre 1990 e 2000, estima-se que esse valor tenha chegado aos 

22%, com 10 milhões de novos casos e mais de 6 milhões de mortes em todo o mundo 

(Conforti et al., 2008). Na Europa o cancro apresenta-se como um importante problema 

de saúde pública, com base no reconhecido envelhecimento da população, é possível 

antecipar que as taxas de incidência e mortalidade irão continuar a aumentar num futuro 

próximo (Ferlay et al., 2007). 

Actualmente, as três principais causas de cancro são: i) dieta desequilibrada; ii) 

predisposição genética; e iii) as agressões do meio ambiente. Pelo menos 35% de todos 

os cancros, a nível mundial, têm por base uma dieta desequilibrada, sendo que em 

alguns casos, como seja o exemplo do cancro do cólon, a percentagem de incidência 

pode chegar aos 80% (Reddy et al., 2003), obviamente restringindo já a uma 

subpopulação de indivíduos que não consomem álcool e/ou tabaco, porque nesse 

subgrupo a percentagem média passa dos 35 para os 60% (Reddy et al., 2003). A 

predisposição genética representa cerca de 20% de incidência de novos casos de cancro, 

embora os carcinogéneos ambientais sejam os responsáveis pela grande maioria dos 

casos (Reddy et al., 2003). Os chamados carcinogéneos incluem, entre outros, a 

radiação ultravioleta (UV), vírus, e compostos químicos naturais ou produzidos pelo 

Homem, como as aflotoxinas, nitrosaminas, gorduras saturadas e óleos, álcool, aditivos 

e conservantes. É efectivamente na dieta, que estes carcinogéneos encetam a primeira 

fase do processo de crescimento tumoral (Reddy et al., 2003) . A combinação de certos 

alimentos pode resultar num efeito cumulativo, e concomitantemente uma dieta 

desequilibrada associada a outros factores de risco, como poluição ambiental, exposição 

excessiva a radiações UV, falta de exercício físico e stress, representam uma maior 

predisposição para o desenvolvimento das fases iniciais do processo carcinogénico 

(Reddy et al., 2003).  

A contribuição da fitoterapia para o tratamento tumoral, entre 1940 e 2002, 

corresponde a cerca de 40% de todos os fármacos comercializados, sendo que 8% 

representam compostos obtidos a partir de modificações realizadas directamente em 

produtos extraídos de plantas (Newman et al., 2003). Com base nestes dados, a 

fitoterapia tem surgido como nova esperança no universo da prevenção e tratamento de 
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diversas doenças oncológicas. Progressos importantes foram conseguidos em termos de 

tratamento de diferentes tipos de tumores, com recurso à quimioterapia. Alguns estudos 

e/ou ensaios clínicos demonstram, claramente, que uma parcela significativa destes 

avanços podem ser atribuídos, a vários compostos extraídos e/ou derivados 

sinteticamente de diferentes plantas (Conforti et al., 2008). O aumento do risco de 

cancro e a baixa toxicidade associadas com a ingestão de produtos naturais sugere que 

concentrações específicas de fitoquímicos provenientes de certas plantas podem 

proporcionar efeitos quimiopreventivos, muito interessantes do ponto de vista biológico, 

sem atingir níveis de toxicidade preocupantes. Estima-se que a quimioprevenção poderá 

representar um ―tratamento‖ mais eficaz, em que cerca de 2/3 de todos os cancros 

humanos poderiam ser prevenidos por modificações no estilo de vida, incluindo os 

hábitos alimentares (Sarkar et al., 2004) Os compostos fitoquímicos apresentam uma 

grande capacidade anti-inflamatória, a qual está na génese da grande maioria das 

transformações neoplásicas, nomeadamente no excesso de proliferação celular, e no 

mecanismo de angiogénese tumoral (Thangapazham et al., 2007; Ramasamy et al., 

2008). Alguns estudos sugerem a utilização de vários agentes dietéticos, sozinhos ou 

combinados com agentes terapêuticos tradicionais para prevenir o aparecimento do 

cancro, metastização e até mesmo como agente de tratamento (Ramasamy et al., 2008). 

O processo de carcinogénese resulta de um desequilíbrio na homeostasia celular. 

Num tecido estável adulto as taxas de replicação e morte celular apresentam-se 

equilibradas, no entanto, em certas circunstâncias, como seja o caso do desenvolvimento 

tumoral, a taxa de proliferação celular pode exceder significativamente a taxa de 

apoptose, resultando no aparecimento, do que se designa, em contexto tumoral, por uma 

hiperplasia (Archivio et al., 2008). Sendo a proliferação celular regulada por moléculas 

guardiãs das principais etapas do ciclo celular, o aumento ou diminuição destes 

reguladores pode, por si só, estar na base de uma resposta proliferativa excessiva e não 

controlada, característica do processo carcinogénico. Por outro lado, e uma vez que os 

mecanismos apoptóticos promovem a eliminação de células com respostas inadequadas, 

representando, uma protecção importante contra a transformação neoplásica e 

subsequente desenvolvimento tumoral, o controlo quer da resposta proliferativa quer da 

resposta apoptótica representam importantes mecanismos de controlo celular.  
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 2.1. Proliferação tumoral 

 

 A carcinogénese tem três etapas principais: iniciação, promoção e progressão 

(Reddy et al., 2003). A fase de iniciação relaciona-se em grande parte com os 

mecanismos celulares de defesa face às agressões externas, como seja o caso dos 

agentes carcinogénicos e mutagénicos. A imprópria resposta celular, a estes factores de 

risco, conduz à acumulação de dados oxidativos, especialmente a nível do ácido 

desoxirribonucleico (ADN), aumentando a susceptibilidade para ocorrência de 

mutações (Liu, 2004). A divisão de células com sequências de ADN mutado poderá 

resultar numa alteração genética permanente, constituindo o primeiro passo no processo 

carcinogénico (Reddy et al., 2003). 

A fase de promoção tumoral é caracterizada pela proliferação celular, induzida 

pela activação e/ou sobre-expressão de enzimas envolvidas na síntese de nucleótidos e 

do ADN, bem como na regulação dos processos de diferenciação. Durante a fase de 

promoção, existem duas sub-fases, uma primeira em que o organismo apresenta uma 

sobre-produção de diferentes espécies reactivas de oxigénio (ROS), sobretudo devido à 

sobre-expressão de enzimas pró-oxidantes, induzindo um aumento de mutações a nível 

do ADN, bem como outros danos celulares, incrementado a susceptibilidade celular, e 

consequentemente uma resposta anti-proliferativa menos eficaz (Reddy et al., 2003). A 

segunda sub-fase ocorre de forma bastante lenta, durante um período que, 

temporalmente, se pode estender durante vários anos, mas em que a presença de 

factores de risco, como seja o caso de dietas desequilibradas podem acelerar o 

desenvolvimento da doença oncológica (Reddy et al., 2003).  

Prevenir a fase de iniciação é uma importante e promissora estratégia para 

combater o cancro (Reddy et al., 2003). Vários polifenóis, com efeito protector, podem 

interromper ou desacelerar o processo de carcinogénese, actuando em reguladores da 

sinalização intracelular, envolvidos nas etapas de iniciação e/ou progressão, controlando 

a expressão de várias proteínas chave envolvidas em diversas vias de transdução de 

sinal como a regulação da proliferação celular, a diferenciação, a apoptose, a 

angiogénese ou metastização (Ramos, 2008). Paralelamente, a actividade anti-tumoral 

destes compostos pode ser atribuída, também, a um efeito duplo, em que por um lado as 

células normais são mais protegidas, e em simultâneo as células neoplásicas são alvo de 

um efeito citotóxico (Ramos, 2008). A forma como os polifenóis regulam e induzem 
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estes efeitos benéficos no processo de carcinogénese continua ainda por ser elucidada, 

especialmente a nível da regulação molecular.  

 

 

2.2. Carcinoma Hepatocelular 

 

O carcinoma hepatocelular (CHC) é a quinta neoplasia mais frequente em 

termos mundiais, representando cerca de 500 000 mortes por ano (Figura 6). As 

percentagens de incidências deste tipo de tumor estão a aumentar quer na Europa quer 

nos Estados Unidos (El–Serag, 2004; Bosetti et al., 2008) devido, em grande parte, aos 

estilos de vida. Em algumas regiões Asiáticas e sub-Saharianas, o CHC continua a ser a 

principal causa de morte em adultos, por cancro. Estudos epidemiológicos identificam 

vários factores de risco para o CHC, sendo que o desenvolvimento deste tipo de tumor 

no Ocidente relaciona-se, em 90% dos casos, com a presença de cirrose hepática 

(Mazzanti et al., 2008). Outros factores de riscos incluem o consumo abusivo de álcool, 

intoxicação por Aflotoxina B1 e doenças genéticas como hemocromatose e diabetes, 

bem como infecções crónicas por hepatite viral (Mazzanti et al., 2008). Recentemente, a 

variabilidade geográfica da incidência de CHC tem vindo a mudar, devido às mudanças 

na distribuição das infecções pelo vírus da hepatite B e C (Gomaa et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Taxa mundial de, mortalidade por HCC. As taxas reportam-se a 100.000 indivíduos 

de ambos os sexos, abrangendo todas as faixas etárias (adaptado de GLOBOCAN 2008).  
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O diagnóstico do CHC, durante várias décadas, foi realizado, apenas, com a 

apresentação sintomática da doença. A identificação de grupos de risco e o 

desenvolvimento de programas de diagnóstico precoce permitiram uma mais eficiente 

detecção deste tipo de carcinomas, diminuindo consideravelmente as taxas de 

mortalidade, e, simultaneamente, aumentando o número de indivíduos com prognóstico 

favorável (Mazzanti et al., 2008). Hoje em dia, o transplante hepático e a ressecção 

cirúrgica constituem as opções terapêuticas mais viáveis para doentes com CHC. No 

entanto, apenas são aplicáveis a uma pequena fracção de pacientes, uma vez que a 

maioria dos casos sujeitos a ressecção, apresentam risco aumentado de recorrência 

(Poon et al., 2004). O CHC continua a ser dos poucos tumores nos quais a 

quimioterapia convencional não é efectiva. 

 

 

2.2.1. Potencial dos compostos fitoquímicos na prevenção e/ou tratamento 

do carcinoma hepatocelular 

 

 As opções limitadas de tratamento e o prognóstico desfavorável para este 

carcinoma salientam a importância da quimioprevenção e o desenvolvimento de novas 

terapias, recorrendo à utilização de compostos fitoquímicos. Vários estudos, utilizando 

diferentes modelos (in vitro e in vivo), têm vindo a demonstrar que diversos 

fitoquímicos, incluindo a curcumina, resveratrol, catequinas e silibina possuem 

promissoras propriedades quimiopreventivas e quimioterapêuticas no CHC (Mann et 

al., 2009). Além do mais, está extensamente demonstrado o efeito quimiopreventivo no 

cancro da próstata e da pele da silimarina (Tyagi et al., 2002; Deep et al., 2007), um 

flavolignano, extraído de Silybum marianum, planta pertencente à mesma família que 

Cynara cardunculus.  

A procura de novos compostos, com grande potencial biológico, para a 

quimioprevenção, será de extrema importância no tratamento de cancros cujas terapias 

actualmente disponíveis são insatisfatórias. Assim, o CHC poderá ser um dos tumores 

que beneficiará da potencial quimiopreventivo e/ou quimioterapêutico proporcionado 

por diferentes produtos naturais. 
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2.3. Cancro da Mama 

 

 O cancro da mama é a principal causa de morte por cancro em mulheres em todo 

o mundo, com cerca de 411 000 mortes por ano, e aproximadamente 1,2 milhões de 

mulheres diagnosticadas em todo o mundo (Dumitrescu et al., 2005) (Figura 7). Na 

Europa estima-se que anualmente cerca de 85 000 mulheres morrem com este tipo de 

tumor (Ferlay et al., 2007). Em Portugal, o cancro da mama representa o carcinoma com 

taxas de incidência e mortalidade mais elevada para o sexo feminino (Dumitrescu et al., 

2005; Gaudet et al., 2006). Durante as últimas décadas, a mortalidade global diminuiu 

não só em Portugal, mas em todos os países desenvolvidos, o que se deveu 

principalmente aos efeitos combinados no diagnóstico precoce e das novas 

metodologias de tratamento.  

 

 

Figura 7: Taxa mundial de mortalidade por cancro da mama. As taxas reportam-se a 100.000 

indivíduos do sexo feminino e a todas as faixas etárias (adaptado de GLOBOCAN 2008).  

 

 

O cancro da mama representa por si só um grupo extremamente heterogéneo de 

tumores, com diferentes propriedades celulares e moleculares, e consequentemente 

diferenças significativas na resposta ao tratamento (Rakha et al., 2007). Até muito 

recentemente, o cancro da mama era subclassificado com base na morfologia celular e 

na presença de diversos receptores, identificados por imunohistoquímica, 

nomeadamente o receptor de estrogénio (RE), o receptor de progesterona (RPg) e a 
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expressão do receptor tipo 2 do factor de crescimento epidérmico humano (HER2) 

(Cleator et al., 2007). A análise da expressão génica permitiu a reclassificação deste tipo 

de tumores (Reis-Filho et al., 2008), passando-se a considerar cinco tipos distintos de 

cancro da mama: i) dois grupos positivos para RE, designados como subtipos luminais 

(A e B), devido às características partilhadas com as células epiteliais luminais 

decorrentes da camada interna do revestimento do ducto; ii) um grupo que sobre-

expressa o gene HER2; e iii) um grupo caracterizado pela alta expressão de genes de 

células epiteliais basais e baixa expressão de genes de células epiteliais luminais 

(Cleator et al., 2007). O quinto grupo apresenta negatividade para o RE, o RPg e para 

HER2, designados por triplo negativos (Cleator et al., 2007; Reis-Filho et al., 2008; 

Schneider et al., 2008). 

Apesar, de o cancro da mama com fenótipo de tripla negatividade representar 

apenas cerca de 10-15% de todos os casos de cancro da mama (Adams et al., 2010), este 

subgrupo de carcinomas mamários apresenta uma das mais elevadas taxas de 

mortalidade (Schneider et al., 2008), sendo caracterizado por um historial clínico muito 

agressivo, com um prognóstico bastante desfavorável e uma alta taxa de metástases, em 

órgãos vitais, como por exemplo o cérebro (Cleator et al., 2007; Adams et al., 2010). 

Actualmente não existe um modelo de tratamento definido, os pacientes são em geral 

altamente refractários à quimioterapia tradicional, com a agravante que as taxas de 

reincidência são muito elevadas. Até ao presente, os avanços no tratamento têm sido 

muito restritos, com uma quantidade de informação muito limitada relativamente a 

estratégias de prevenção (Adams et al., 2010). Sendo, por isso, premente o 

desenvolvimento de novas estratégias de quimioprevenção e tratamento para este 

subtipo de cancro da mama. 

 

 

2.3.1. Potencial dos compostos fitoquímicos na prevenção e/ou tratamento 

do cancro da mama 

 

 Estudos desenvolvidos pela equipa de Damianaki e colaboradores sugerem que 

pequenas concentrações de polifenóis podem ter um efeito benéfico anti-proliferativo 

em células de cancro da mama (Damianaki et al., 2000). Estudos epidemiológicos 

evidenciam que a ingestão de duas classes de flavonóides (flavonas e flavonóis) 
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(Peterson et al., 2003; Bosetti et al., 2005) diminui o risco de desenvolvimento de 

cancro da mama. Por outro lado, está demonstrado que o resveratrol, e a curcumina 

exibem um efeito inibitório/apoptótico em células metásticas do cancro da mama 

(MDA-MB-231) (Scarlatti et al., 2003 Rowe et al., 2009). O cancro da mama com 

fenótipo de tripla negatividade, apesar de não representar um número elevado de casos, 

comparativamente a outros tipos de carcinoma mamário, tem um prognóstico bastante 

desfavorável, o que realça a importância do desenvolvimento de novas terapias, 

nomeadamente a utilização de compostos naturais com grande potencial biológico. 

 

 

3. Via molecular do PI3K/AKT/mTOR 

 

A activação de fosfatidilinositol cinases (PI3Ks) é uma das mais importantes 

vias de transdução de sinal utilizada por diferentes receptores de membrana para 

controlar eventos intracelulares (Hawkins et al., 2006). Estas cinases são por isso 

consideradas excelentes alvos terapêuticos estando a ser alvo de estudo em diversos 

contextos patológicos (Grey et al., 2010). A cinase de serina/treonina denominada AKT, 

também conhecida por proteína cinase B (PKB) surge como uma molécula central de 

sinalização em todas as células de eucariotas, e uma das mais importantes e versáteis 

cinases no centro da fisiologia e patologia humana (Manning et al., 2007).  

A via de sinalização do PI3K/AKT/mTOR é activada por diferentes tipos de 

estímulos celulares ou tóxicos e regula fundamentalmente funções celulares como a 

transcrição, a tradução, a proliferação, e a sobrevivência (Osaki et al., 2004). Alterações 

na activação da via PI3K/AKT/mTOR estão associadas com o desenvolvimento de 

diversas patologias como a diabetes mellitus doenças autoimunes, e o crescimento 

tumoral (Osaki et al., 2004). O desenvolvimento e progressão do cancro, como já 

referido, está associado, na grande maioria dos casos, a um desequilíbrio entre o excesso 

de proliferação celular e a falta de resposta apoptótica, dois processos intimamente 

ligados à via do PI3K/AKT/mTOR. 
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 3.1. PI3K 

 

As cinases 3-fosfatidilinositol (PI3K) caracterizam-se por fosforilar substratos 

com fosfatidilinositol, gerando produtos polares lipídicos, sendo por isso denominadas 

de cinases lipídicas, que activam vias de sinalização comuns a processos celulares 

essenciais (Grey et al., 2010). O enzima PI3K catalisa a adição de um grupo fosfato na 

posição D-3 de lípidos de fosfatidilinositol, formando diferentes produtos 3’ 

fosforilados que actuam como mensageiros secundários (Hirsch et al., 2008).  

 

 

3.1.1. Descrição das várias classes do PI3K 

 

De acordo com a sua sequência de homologia, bem como a preferência pelo 

substrato, o PI3K pode ser dividido em três classes distintas: I, II e III (Figura 8) 

(Hirsch et al., 2008; Jiang et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Representação esquemática das diferentes classes da cinase 3-fosfatidilinositol: classe 

I, II e III. Identificação das subclasses IA e IB com identificação das respectivas subunidades 

catalíticas p110α, β, e δ, e p110 γ respectivamente. 

 

A classe I do PI3K consiste em enzimas heterodiméricas, com uma subunidade 

reguladora acoplada a uma subunidade catalítica de 110 kDa (Foukas et al., 2010). 

Quatro genes distintos, PIk3ca, PIk3cb, PIk3cd e PIk3cg, codificam as subunidades 

catalíticas p110α, p110β, p110δ e p110γ (Hirsch et al., 2008). Dependendo da sua 

associação com as subunidades reguladoras, e respectivos mecanismos de activação, a 

PI3K

Classe I
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p110α p110β p110δ 

IB

p110γ

Classe II
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classe I do PI3K pode ainda ser dividida em dois subgrupos, IA e IB (Foukas et al., 

2006; Grey et al., 2010). A subclasse IA compreende as subunidades catalíticas p110α-, 

β-, e δ-, associadas à família de proteínas p85 (p85α p85β, p55γ, p55α ou p50α), sendo 

activadas por receptores com actividade tirosina cinase (RTK) (Hirsch et al., 2008). 

Todas as subunidades reguladoras possuem uma região de ligação à subunidade p110, 

flanqueada por dois SH2 (domínios de homologia SRC2), essenciais na mediação da 

activação da classe IA por RTKs (Figura 9) (Osaki et al., 2004). O único membro da 

classe IB, PI3Kγ, é única e exclusivamente activado pelos receptores acoplados a 

proteínas G (GPCRs) (Figura 10), podendo-se ligar especificamente a adaptadores não 

relacionados à família p85, bem como a subunidades reguladoras como a p101 ou a p84 

(Hirsch et al., 2008). Estas subunidades reguladoras facilitam a interacção das 

subunidades Gβγ com proteínas G heterotriméricas, apesar de estar também descrita a 

activação de PI3Kγ directamente por ligação do p110γ às subunidades Gβγ (Brock et al., 

2003). Apesar da exclusiva ligação da classe IB PI3Kγ às GPCRs, estudos indicam que 

também p110β da classe IA PI3K pode ser activada por subunidades βγ da proteína G, 

podendo, assim, funcionar por integração dos sinais das cascatas de sinalização de 

GPCR e RTK (Hirsch et al., 2008). 

 

 

Figura 9: Mecanismo de activação da classe IA do PI3K pelos receptores RTK. Referência para 

as subunidades catalíticas p110α, β, e δ em associação com a subunidades reguladoras p85 

(adaptado de Hirsch et al., 2008). 
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Figura 10: Mecanismo de activação da classe IB do PI3K pelos receptores de membrana 

GPCR. Referência para a subunidade catalítica p110 γ  (adaptado de Hirsch et al., 2008). 

 

 

A classe II do PI3K engloba três genes diferentes partilhando uma significativa 

homologia de sequência com as subunidades p110 da classe I do PI3K. PIk3c2a, 

PIk3c2b e PIk3c2c codificam, respectivamente, uma distinta subunidade catalítica p110 

que, ao contrário do que acontece na classe I, não está associada a qualquer subunidade 

reguladora (Hawkins et al., 2006). 

Por sua vez, a classe III do PI3K constituída por um único membro, Vps34 

(vacuolar protein-sorting defective 34). Este enzima funciona como um heterodímero 

com uma subunidade catalítica Vps34, associada a uma subunidade reguladora p150 

(Hawkins et al., 2006). 

 

 

3.2. AKT 

 

 A via do AKT foi inicialmente caracterizada com o isolamento de dois genes 

Akt1 e Akt2, homólogos do oncogene viral v-akt, responsável por um subgrupo 

específico de leucemias. Após a identificação dos homólogos humanos a caracterização 

proteica revelou grande semelhança com a proteína cinase C e A (PKC) (PKA), 

respectivamente, sendo então posteriormente denominada de AKT, constituído por três 

membros: AKT1, AKT2 e AKT3 (Manning et al., 2007). 
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3.2.1. Papel da AKT na regulação de diferentes mecanismos celulares 

 

 A AKT é uma proteína central na activação/modulação de vários substratos 

envolvidos na regulação da proliferação celular e sobrevivência, tamanho celular e 

resposta à disponibilidade de nutrientes, metabolismo da glucose, estabilidade genómica 

e angiogénese (Figura 11) (Testa et al., 2005; Manning et al., 2007). A fosforilação 

induzida pelo AKT tem efeitos em diferentes contextos celulares, por exemplo: i) a 

AKT fosforilada (pAkt) inactiva factores pró-apoptóticos BAD (que controla a 

libertação do citocromo C da mitocôndria) e Pró-caspase-9 (processada pelo citocromo 

C) (Altomare et al., 2005); ii) activa, por fosforilação, reguladores positivos da via do 

NFKB, responsável pela expressão e regulação de genes anti-apoptóticos (Dillon et al., 

2007); iii) inactiva os factores de transcrição FOXO, os quais mediam a expressão de 

genes críticos para a apoptose, como o gene ligando Fas (Testa et al., 2005); iv) 

promove a fosforilação e a translocação da proteína Mdm2 para o núcleo, inibindo a 

transcrição dependente da proteína p53, devido à formação de complexos Mdm2/p53 

(Mayo et al., 2001); v) antagoniza a acção de inibidores das ciclinas do ciclo celular, 

nomeadamente, p21
WAF1

 e p27
Kip1 

induzindo uma resposta proliferativa não controlada 

(Altomare et al., 2005); vi) induz a activação da cinase mTOR também envolvida na 

regulação do crescimento celular (Testa et al., 2005); vii) desempenha um importante 

papel na indução da angiogénese (Dillon et al., 2007; Faivre et al., 2007); viii) actua no 

processo de invasão e metastização, através da activação de metaloproteinases 

responsáveis pela degradação da matriz extracelular (Dillon et al., 2007). A 

desregulação da via do AKT desempenha assim um importante papel, em diversos 

mecanismos relacionados com o desenvolvimento tumoral. A expressão aumentada do 

AKT permite à célula tumoral uma resposta ―pró-tumoral‖, muito mais eficaz face a 

vários estímulos. 
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Figura 11: Representação esquemática de algumas das funções celulares da via do AKT. 

Destaque para a envolvência da via na resposta à proliferação, ao metabolismo, sobrevivência e 

resposta angiogénica face a certos substratos (adaptado de Manning et al., 2007). 

 

 

3.3. mTOR 

 

 A proteína alvo da rapamicina (mammalian target of rapamycin (mTOR)) é uma 

proteína citoplasmática identificada como o alvo celular deste antibiótico macrocíclico 

(Asnaghi et al., 2004; Tee et al., 2005). A proteína mTOR, codificada pelo gene 

FRAP1, trata-se de uma cinase serina/treonina que regula diferentes mecanismos 

celulares, entre eles, a proliferação, a motilidade, a transcrição e a síntese proteica (Tee 

et al., 2005). mTOR pertence à família de proteínas das cinases 3-fosfostadilinositol 

integrando diferentes estímulos de vários factores de crescimento (Hay, 2004), sendo 

sensível a diferentes nutrientes e níveis de energia celular, bem como ao estado redox 

(Tokunaga et al., 2004). 
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3.3.1. Papel do mTOR na regulação de diferentes mecanismos celulares 

 

O mTOR é o domínio catalítico de dois complexos moleculares: o Complexo 1 

mTOR (mTORC1) e o Complexo 2 mTOR (mTORC2). O mTORC1 é constituído pelo 

mTOR, associado à proteína reguladora do mTOR (Raptor), entre outras proteínas 

(Sarbassov et al., 2002; Sarbassov et al., 2004). Este complexo funciona como um 

sensor de nutrientes/energia controlando a síntese proteica (Lopiccolo et al., 2008), 

sendo a sua actividade regulada, em grande parte, a nível hormonal, é também induzida 

pela insulina, factores de crescimento, diferentes aminoácidos (em particular a leucina), 

e condições de stress oxidativo (Fang et al., 2001). O mTORC2 é composto pelo mTOR 

associado ao domínio rapamicina do mTOR (Rictor), e mais duas proteínas (mSIN1), 

este complexo é de extrema importância para a regulação do citoesqueleto, através da 

activação das fibras de stress da F-actina, bem como outras proteínas, nomeadamente, 

RhoA, Rac1 envolvidas na organização espacial celular (Sarbassov et al., 2004). O 

equilíbrio entre o mTORC1 e o mTORC2, mais especificamente entre o mTOR-Raptor 

e mTOR-Rictor, actua como um mecanismo de ―feed-back‖ para a inibição do AKT 

pelo mTOR TORC (Lopiccolo et al., 2008), ou seja, quando o complexo mTORC1 é 

formado, a quantidade de mTORC2 diminui, levando, consequentemente, a um 

decréscimo de pAKT (treonina 308), o que por sua vez leva a uma redução na activação 

da via do AKT (Figura 12) (Stephens et al., 1998; Sarbassov et al., 2005) 
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Figura 12: Representação esquemática da via molecular do PI3K/AKT/mTOR com destaque 

para as subunidades catalíticas e reguladoras do PI3K (p110 e p85), os locais de fosforilação da 

proteína AKT (pAKT Thr308 e Ser473), bem como os complexos proteicos mTORC1 e 

mTORC2 em contexto de activação dos receptores de membrana GPCRs e RTKs (adaptado de 

Martelli et al., 2009). 

 

 

3.4.Envolvência da via do PI3K/AKT/mTOR na regulação da resposta tumoral 

 

 Diversos componentes da via PI3k/AKT/mTOR estão frequentemente 

desregulados no cancro. A subunidade catalítica p110α, da classe IA do PI3K está 

mutada num número considerável de tumores em humanos, nomeadamente hepático e 

mama (Bachman et al., 2004; Campbell et al. 2004; Lee et al., 2005; Levine et al., 

2005; Carnero, 2009).  

 A activação da sinalização de AKT e diminuição da expressão de PTEN têm 

sido descritas em cerca de 40%-60% dos casos de CHC (Sakamoto et al., 2004). A 

activação da via de sinalização PI3K/AKT/mTOR está envolvida na invasão e 

metastização, através da regulação de MMP-9 (Chen et al., 2009). 
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O modo mais comum de activação da via do PI3K no cancro da mama é via 

receptores de membrana, nomeadamente, receptores de estrogénio (RE) e HER2. Cerca 

de 25%-30% dos casos apresentam, para além da amplificação do gene HER2, mutações 

activas no gene PIK3CA que codifica para a subunidade catalítica p110α, e em 10% dos 

casos, há perda de expressão de um dos reguladores negativos da via, PTEN (Myers et 

al., 2010), levando a uma permanente activação da via do PI3K. O AKT está 

frequentemente amplificado e/ou mutado no carcinoma mamário, sendo que o AKT1 

desempenha um papel importante na indução deste tipo de cancro e o AKT2 está 

principalmente envolvido na disseminação metastática (Dillon et al., 2010). 

 

 

3.4.1. Inibidores da via do PI3K/AKT/mTOR com potencial aplicação 

oncológica 

 

Nos últimos anos tem-se assistido a um aumento dos agentes terapêuticos que 

inibem os componentes chave da via do PI3K/AKT/mTOR e muitos destes encontram-

se já em ensaios clínicos (Yap et al., 2008). É, então, imperativo que agentes efectivos 

com potencial para maximizar o benefício, para o paciente, e minimizar a toxicidade 

sejam cuidadosamente seleccionados e aprovados. 

Os inibidores da via do PI3K, LY294002 e Wortmanina, ambos actuando na 

subunidade catalítica p110, têm sido utilizados como ferramentas de investigação para 

explicar o valor do PI3K como potencial alvo terapêutico. O LY294002 é um inibidor 

competitivo numa gama de concentrações baixa (Figura 13). LY294002 apesar de 

apresenta um largo espectro de actividades, não foi até ao presente testado em ensaios 

clínicos, devido às suas propriedades farmacocinéticas e toxicidade (Yap et al., 2008) 

(Carnero, 2009). O inibidor LY294002 é significativamente menos potente para a classe 

I do PI3K, quando comparado com um outro inibidor da mesma via denominado 

Wortmanina (Figura 14), com uma concentração inibitória (IC50) na série de 

concentrações 1-20 µmol/L (Carnero, 2009).  

 

 

 



Actividade anti-tumoral de extractos de Cynara cardunculus na via molecular do PI3K/AKT/mTOR 

 

 

42 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Representação esquemática da estrutura química do inibidor da via do PI3K - 

LY294002 (adaptado de Carnero, 2009).  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 14: Representação esquemática da estrutura do inibidor, da via do PI3K -  Wortmanina 

(adaptado de Carnero, 2009). 

 

 

Apesar do incontornável papel da Wortmanina e do LY294002 na compreensão 

da função molecular da via do PI3K, o seu uso em ensaios clínicos está comprometido 

devido à baixa selectividade, incapacidade de discriminar entre diferentes isoformas de 

PI3K e ainda elevada toxicidade (Hirsch et al., 2008). Na tentativa de aumentar a 

selectividade destes agentes, alguns estudos apontam para uma segunda geração de 

inibidores, dos quais fazem parte compostos como o PI-103, que inibe todas as 

isoformas da classe I do PI3K e ainda o mTOR (Hirsch et al., 2008). Estão ainda a ser 

testados compostos que inibam diferencialmente as várias isoformas do PI3K, como o 

TGX- 115, o qual bloqueia preferencialmente p110β, ou o PIK-90, bloqueador 

preferencial da subunidade p110α (Hirsch et al., 2008). 
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 Diversas classes de pequenas moléculas inibidoras de AKT têm sido 

desenvolvidas, na perspectiva de especificamente bloquearem os diferentes membros da 

família AKT. Estes inibidores incluem análogos de fosfatidilinositol, moléculas 

competitivas para adenosina trifosfato (ATP), pseudosubstratos para AKT e inibidores 

alostéricos (Yap et al., 2008). A rapamicina e os seus análogos, temsirolimus, 

everolimus e deforolimus, os quais inibem a cinase de mTOR, têm sido referenciados 

como inibidores eficazes no tratamento do carcinoma mamário e hipernefroma (Vignot 

et al., 2005). Estes compostos ligam-se a uma proteína intracelular, a FKBP-12, 

formando um complexo, o qual inibe a sinalização via mTOR. Estes inibidores 

demonstram uma actividade anti-proliferativa e anti-tumoral, quer in vitro ou in vivo em 

tumores sólidos, demonstrando uma actividade sinergética com a quimioterapia 

convencional, como o Paclitaxel e agentes hormonais como o Tamoxifen (Yap et al., 

2008). 

 

 

3.5. Efeito de compostos fitoquímicos na regulação da via do 

Pi3K/AKT/mTOR  

 

Os polifenóis provenientes da dieta desempenham uma extensa lista de 

actividades biológicas, podendo, em termos celulares, afectar todas as fases da 

carcinogénese regulando a expressão de várias proteínas chave envolvidas em diversas 

vias de transdução de sinal, como a regulação da proliferação celular, a diferenciação, a 

apoptose, a angiogénese ou metastização, resultando num potencial efeito anti-tumoral 

(Ramos, 2008). 

Diversos estudos salientam o potencial de vários polifenóis na via do 

PI3K/AKT/mTOR. Polifenóis como o Epigalocatequina-3-galato (ECGC), curcumina e 

resveratrol inibem a via do PI3K em diversos tipos de cancro, principalmente por 

diminuição do nível de pAKT (Siddiqui et al., 2004; Beevers et al., 2006; Pozo-Guisado 

et al., 2004). Flavonóides como a apigenina, luteolina, fisetina e quercetina apresentam 

o mesmo tipo de efeito na AKT, induzindo assim a inibição da via do 

PI3K/AKT/mTOR (Garg et al., 2005; Granado-Serrano et al., 2006; Lee et al., 2006; 

Ramos, 2008; Chien et al., 2009) 
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Actualmente não existe nenhum estudo sobre o efeito de extractos de Cynara 

cardunculus na via do PI3K/AKT/mTOR. Chen e colaboradores destacaram o efeito da 

silibinina, um flavonóide extraído de Silybum marianum, pertencente à família do 

cardo, na inibição desta via (Chen et al., 2005). A caracterização biológica do efeito de 

extractos naturais, na via do PI3K/AKT7mTOR esta ainda pouco explorada, 

destacando-se estudos como o de Adams e colaboradores, que ressalta o efeito do 

extracto metanólico do fruto mirtilo (Vaccinium corymbosum), rico em polifenóis, na 

modulação da via do PI3K/AKT/mTOR (Adams et al., 2010). Este estudo foi realizado 

com células de cancro da mama, de fenótipo triplo negativo (MDA-MB-231), 

demonstrando que a presença deste extracto induz uma diminuição dos níveis de pAKT, 

e consequentemente um abrandamento na activação da via do PI3K/AKT/mTOR 

(Adams et al., 2010). 

A actividade biológica de um dado extracto não é, em geral, devido a um único 

elemento, mas sim a uma mistura de componentes, pertencentes a diversas classes de 

compostos, como polifenóis, aminoácidos, ácidos orgânicos, glúcidos e sais minerais. 

Estes compostos actuam de modo sinergético, aumentando, na grande maioria dos 

casos, as potencialidades biológicas que esse mesmo extracto poderá desempenhar num 

certo contexto, quando comparado com a utilização isolada dos seus vários 

constituintes. 
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B. Enquadramento da problemática e objectivos 
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1. Problemática 

 

As plantas, ao longo da História da Humanidade, têm sido utilizadas como agentes 

terapêuticos, na medicina tradicional, para um largo espectro de doenças. Nos países 

subdesenvolvidos, as plantas constituem ainda a principal forma de resposta às 

necessidades dos primeiros cuidados de saúde. Nos últimos anos, a terapia nutricional e 

fitoterapia surgiu como um novo conceito para a melhoria da saúde humana, assim 

como prevenção e mesmo tratamento de diversas patologias. Na última década, diversos 

estudos salientaram o potencial quimiopreventivo de diversos fitoquímicos em 

determinadas patologias como doenças cardiovasculares, osteoporose, hipertensão, 

diabetes tipo 2, e diversos tipos de cancro, como o da pele, próstata, cólon, hepático e 

mama. A extracção e a identificação de compostos bioactivos de origem vegetal, onde 

os polifenóis desempenham a principal função, torna-se uma solução terapêutica muito 

promissora, uma vez que, em certas circunstâncias os compostos fitoquímicos possuem 

um efeito superior aos das terapias químicas convencionais, devido às suas propriedades 

antioxidantes e baixa toxicidade, e, sendo por este motivo muito bem tolerados. 

Cynara cardunculus, geralmente designada por cardo, é uma das espécies do 

género Cynara mais abundantes em Portugal. Trata-se de uma planta herbácea, 

originária da região mediterrânea, que se desenvolve, espontaneamente, em terrenos não 

cultivados e áridos, com um elevado potencial biológico, baseado no seu perfil 

fitoquímico. A actividade anti-tumoral de extractos derivados de Cc é ainda bastante 

desconhecida, devido à quase inexistência de estudos moleculares, utilizando extractos 

totais da planta, em contexto tumoral.   

Entre os cancros mais comuns, e malignos, encontram-se o carcinoma 

hepatocelular e o cancro da mama de fenótipo triplo negativo, sendo que o carcinoma 

hepatocelular é o quinto tumor mais frequente em todo o mundo, altamente resistente à 

quimioterapia convencional, com poucas opções terapêuticas, enquanto o cancro da 

mama é a principal causa de morte por cancro entre mulheres e, particularmente, o 

fenótipo triplo negativo é caracterizado por um historial clínico muito agressivo, e com 

poucas opções terapêuticas. O prognóstico desfavorável associado a estes dois tipos de 

carcinomas realça a importância do desenvolvimento de novas terapias, nomeadamente 

a utilização de compostos naturais com grande potencial biológico. 

Entre os diversos mecanismos de sinalização envolvidos no processo de 

carcinogénese, a via do PI3K/AKT/mTOR destaca-se pela sua importância em vários 
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eventos celulares, nomeadamente a regulação do ciclo celular, indução de apoptose, 

diferenciação e proliferação. Assim, é premente identificar alvos terapêuticos que 

tenham em vista o sistema de sinalização PI3K/AKT/mTOR. 

Nesta perspectiva, pretende-se efectuar a caracterização biológica de dois 

extractos de Cc: FCF e CCF, com ênfase para a actividade anti-proliferativa, estudando 

molecularmente o papel destes extractos na regulação da via de sinalização do 

PI3K/AKT/mTOR, usando modelos in vitro de carcinoma hepatocelular (HepG2) e 

cancro da mama de fenótipo triplo negativo (MDA-MB-231). 

 

 

2. Objectivos 

 

Objectivo geral 

 

  Caracterizar a actividade anti-proliferativa de extractos de Cynara cardunculus 

(folha e caule cultivados frescos), bem como o efeito destes extractos na regulação 

molecular da via de sinalização do PI3K/AKT/mTOR utilizando um modelo in vitro 

de carcinoma hepatocelular e cancro da mama de fenótipo triplo negativo. 

 

 

Objectivos específicos 

 

 Determinar o IC50 para o extracto de FCF de Cc, em termos de resposta anti-

proliferativa, em células de carcinoma hepatocelular - HepG2, e carcinoma da mama 

(fenótipo triplo negativo) - MDA-MB-231. 

 Estudar o perfil de expressão das isoformas da subunidade p110 da classe I (p110α, 

p110β e p110γ) do PI3K, na presença das concentrações de IC50 para o efeito anti-

proliferativo do extracto de FCF de Cc, em linhas tumorais (HepG2 e MDA-MB-

231). 

 Caracterizar os níveis de expressão proteica de AKT total na presença de extracto de 

FCF de Cc e de um inibidor comercial específico o LY294002. 
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C. Material e Métodos 
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1. Material 

 

1.1. Extractos de caule cultivado fresco (CCF) e folha cultivada fresca (FCF) de 

Cynara cardunculus cultivada 

 

 Os caules e folhas de Cc cultivado fresco foram colhidos em Junho de 2008 no 

Campo Hortofrutícola da Escola Superior Agrária de Beja, Penedo Gordo, Beja. Os 

tecidos foram conservados a -80ºC até à sua utilização. Para a preparação do extracto, 

os tecidos foram cortados em pequenos pedaços e deixados a hidratar overnight. 

Posteriormente adicionou-se metanol até ao volume de 60%. Os tecidos foram deixados 

em metanol durante 1h, sendo então homogeneizados por maceração e sonificados. Os 

extractos em 60% metanol foram então filtrados com papel de filtro, seguindo-se uma 

filtração por filtro de 0,2 µm. Os extractos obtidos foram completamente evaporados no 

rotavapor, dissolvidos em água e armazenados a -80ºC, até subsequente utilização. Para 

a determinação do peso seco foi deixado na estufa 100g de tecido fresco, a 70ºC e o 

peso foi registado até à estabilização. Posteriormente os compostos fenólicos totais 

foram quantificados pelo método de Folin-Ciocalteau, de acordo com o método já 

estabelecido no Laboratório de Compostos Bioactivos do CEBAL, sendo que o extracto 

de CCF e FCF apresentaram, respectivamente, 0,66 e 9,25 mg equivalentes de ácido 

gálico/ml de peso seco.   

 

 

1.2. Cultura de células animais: modelo in vitro para o carcinoma hepatocelular 

(HepG2) e para o cancro da mama fenótipo triplo negativo (MDA-MB-231) 

 

A linha celular de CHC, denominada HepG2, foi adquirida directamente à 

American Type Culture Collection (referência ATCC – HB-8065 Homo sapiens) e 

mantida em cultura, em frascos de poliestireno, sob uma atmosfera de 5% de CO2 a 

37ºC. O meio de cultura é constituído por MEM (Minimum Essential Medium Eagle) 

suplementado com 10% de FBS (fetal bovine serum), 1% de solução antibiótica-

antimicótica, 1 mM de piruvato de sódio e 1,5 g/L de bicarbonato de sódio  

A linha celular de cancro da mama fenótipo triplo negativo, denominada MDA-

MB-231,foi adquirida directamente à American Type Culture Collection (referência 
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ATCC – HTB-26 Homo sapiens) e mantida em cultura em frascos de poliestireno, sob 

uma atmosfera de 5% CO2 e 37ºC. O meio de cultura é constituído por DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium), suplementado apenas com 10% de FBS e 1% de 

solução antibiótica-antimicótica. 

 

 

2. Métodos 

 

2.1. Efeito anti-proliferativo de extractos de Cc (CCF e FCF) em células 

tumorais 

 

 Células HepG2 e MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas de 12 poços, numa 

concentração de 2x10
5
 células/mL. Após 24h, o meio de cultura foi removido, de 

seguida a monocamada de células foi lavada com PBS 1x (phosphate buffer saline), e 

de seguida o novo meio de cultura foi adicionado, já suplementado com diferentes 

concentrações dos dois extractos em estudo. Às células controlo adicionou-se PBS, em 

volume igual ao máximo de extracto adicionado. Após as 48h, o meio de cultura foi 

desprezado, e as células foram tripsinizadas. A viabilidade celular foi determinada por 

adição de azul de tripano, seguida da contagem directa das células utilizando a câmara 

de Neubauer (Anexo I, iii.). O azul de tripano é um corante orgânico de amina, incapaz 

de penetrar células intactas, mas totalmente incorporado em células com membrana 

danificada.  

 

 

2.2.1. Determinação do IC50 para extractos de CCF e FCF de Cc em células 

HepG2 e MDA-MB-231 

  

As células HepG2 foram plaqueadas em placas de 12 poços, numa concentração 

de 2x10
5
 células/mL. Após 24h, o meio foi mudado e suplementado, por 48h, com as 

seguintes concentrações de extracto de CCF e FCF: 0,1; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 7; 10; 20; 25 e 

28,8 µg/mL de compostos fenólicos e 0,46; 0,92; 1,84; 2,76; 3,68 e 4,6 µg/mL de 

compostos fenólicos, respectivamente. Para as células MDA-MB-231 procedeu-se de 

igual modo, utilizando as concentrações 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2 e 2,5 µg/mL de 
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compostos fenólicos de extracto de FCF. Para a determinação do efeito de cada uma das 

concentrações testadas, em termos de efeito proliferativo, nas duas linhas celulares 

HepG2 e MDA-MB-231, foram realizados triplicados para cada uma das concentrações 

testadas.  

 A determinação dos valores de IC50 foi realizada pelo programa Origin®, Origin 

Lab Corporation. 

 

 

2.2. Expressão génica das isoformas do PI3K em células tumorais incubadas 

com extracto da FCF de Cc 

 

Células HepG2 e MDA-MB-231 foram plaqueadas, numa concentração de 

5x10
5
 células/mL. Após 24h de cultura, a monocamada de células foi lavada 

gentilmente, com PBS. O meio adicionado foi suplementado com a concentração 

correspondente ao IC50 para o extracto da FCF de cada uma das linhas celulares. Como 

controlo para a inibição da via do PI3K foi utilizado o inibidor comercial LY294002 

(Sigma) na concentração de 25µM, dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO-Sigma). As 

células controlo, de cada uma das experiências, foram tratadas de igual modo, mas em 

vez de serem suplementadas com extracto, foram incubadas com DMSO, solvente em 

que o inibidor LY294002 foi dissolvido. Adicionalmente, para cada uma das 

experiências, células HepG2 ou MDA-MB-231 não tratadas (apenas incubadas com 

meio de cultura) serviram como controlo interno. Após as 48h de incubação com os 

extractos, as células foram recolhidas segundo o protocolo em anexo (Anexo I; iv.) e as 

respectivas pellets celulares guardadas a -80ºC, até extracção do ácido ribonucleico 

(ARN). 

 

 

2.2.1. Extracção de ARN 

 

A extracção de ARN foi realizada seguindo as instruções do kit RNeasy Mini Kit 

(Quiagen) (Anexo I, v.). As amostras biológicas foram primeiro lisadas e 

homogeneizadas na presença de tampão desnaturante de guanidina-tiocianato, que 

inactiva imediatamente ARNses, garantindo a integridade e purificação do ARN. A 
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remoção de contaminantes foi realizada pela passagem do material biológico por 

colunas, com membranas à base de sílica, onde o ARN total se liga à membrana, 

enquanto os contaminantes são removidos eficientemente. O ARN foi, posteriormente 

eluído da membrana de sílica em 30-100 μL de água, e guardado a -80ºC até futura 

utilização. A extracção de ARN foi realizada em triplicado para cada uma das condições 

testadas, nas duas linhas celulares HepG2 e MDA-MB-231. 

A integridade do ARN purificado foi analisada por visualização em gel de 

agarose como descrito em anexo (Anexo I, vi.). De seguida procedeu-se à determinação 

da concentração efectiva do ARN, determinada por medição da absorvância a 260nm, 

como referido em anexo (Anexo I, vii.). Considera-se que uma unidade de absorvância 

corresponde a 44 µg de ARN por mL, a referida quantificação, para além da 

determinação do valor exacto da concentração, indica também, através de rácios de 

absorvâncias a 260/280nm a presença de contaminações por ADN e/ou proteínas, 

indicando, também a integridade do ARN extraído. 

 

 

2.2.2. Síntese de cADN 

 

A síntese de cADN foi realizada com o kit QuantiTect® Reverse Transcription 

(Quiagen). A amostra de ARN (1 µg) foi inicialmente incubada durante 2min. a 42ºC 

para eliminação de ADN genómico, sendo esta amostra directamente utilizada na 

transcrição reversa. Posteriormente, foi adicionada o enzima transcriptase reversa, bem 

como o tampão do enzima, tendo a reacção lugar a 42ºC (Anexo I, viii.). 

 

 

2.2.3. PCR para as isoformas do p110 (α, β, γ) da classe I do PI3K 

 

Para a análise da expressão das isoformas da subunidade p110 do PI3K
 
pela 

técnica de reacção em cadeia da polimerase (PCR), foram utilizadas sequências de 

primers específicos, tal como descrito na Tabela 1, utilizando como template o cADN 

previamente sintetizado. Como gene de referência foi utilizada a β-actina, com primers 

específicos desenhados, pela equipa de investigação do Laboratório dos Compostos 

Bioactivos do CEBAL, utilizando o programa ―Primer designing tool‖ em 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, tendo como referência a sequência de 

ARNm da β-actina (Homo sapiens actin, beta, mARN, número de entrada NM 

001101.3).  

 

Tabela 1: Sequência de oligonucleótidos para as várias isoformas da subunidade catalítica p110 

da Classe I do PI3K.  

Identificação do 

gene 
Sequência do primer 

Tamanho dos 

segmentos 

amplificados (pb) 

p110-α 
 F: 5’-CTGTGTGGGACTTATTGAGGTGGTGC-3’ 

R: 5’-GGCATGCTGTCGAATAGCTAGATAAGC-3’ 
452 

p110-β 
F: 5’-GAAGATTGCAAGCAGTGATAGTGC-3’ 

R: 5’-CCTATCCTCCGATTACCAAGTCGTC-3’ 
432 

p110-γ 
F: 5’-GCTTGAAAACCTGCAGAATTCTCAAC-3’ 

R: 5’-CGTCTTTCACAATCTCGATCATTCC-3’ 
346 

 

A reacção de amplificação das isoformas e da β-actina foi realizada do seguinte 

modo: 100 ng de cADN; 1x PCR buffer (Dream Taq buffer, Fermentas); 200µM de 

cada dNTP (Fermentas); 1,25 µM de cada primer (Thermo Scientific); 1U Taq ADN 

polimerase (Fermentas) e água MiliQ ultra pura, num volume final de 25 µL/amostra. 

As condições de amplificação, para cada par de sequências de primers encontram-se, 

resumidamente, descritas na Tabela 4 (Anexo I, ix.). As reacções de PCR foram 

realizadas no termociclador ―MyCicle‖ da Biorad. 

Os produtos de amplificação foram separados em electroforese em gel de 

agarose 1,5% e visualizados com o transiluminador, de luz ultravioleta (GelDoc, 

Biorad). A avaliação do peso molecular, de cada um dos fragmentos, realizou-se por 

comparação com padrões comerciais de pesos moleculares, aplicados paralelamente 

com as amostras. 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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2.3. Análise da expressão proteica de AKT em células de cancro da mama 

tratadas com extracto de FCF de Cc 

 

2.3.1. Preparação dos lisados proteicos 

 

Células MDA-MB-231 foram plaqueadas, numa concentração de 5x10
5
 

células/mL. Após 24h de cultura, a monocamada de células foi gentilmente lavada com 

PBS. O meio adicionado foi suplementado com a concentração correspondente ao IC50 

para o extracto da FCF em MDA-MB-231 bem como o inibidor LY294002 na 

concentração de 25µM. Nas células controlo foi adicionado solvente DMSO, ou apenas 

meio de cultura, servindo como controlo interno. Depois das 48h, as células foram 

recolhidas e os lisados proteicos obtidos segundo o protocolo em anexo (Anexo I, x.), e 

posteriormente guardados a -80ºC. A obtenção de lisados proteicos, para cada uma das 

condições testadas, em células MDA-MB-231 foi realizada em triplicado. 

 

 

2.3.2. Quantificação total de proteínas 

 

A determinação da concentração em proteína total foi efectuada segundo o 

método de Lowry (Anexo I, xi.). O princípio do método baseia-se numa mistura 

contendo molibdato, tungstato e ácido fosfórico, reagente Folin-Ciocalteau, que na 

presença de proteínas sofre uma redução, na presença do catalisador Cobre II, 

produzindo um composto com absorção máxima em 750 nm.  

 

 

2.3.3. Western-blott para a proteína AKT 

 

A quantidade de proteína utilizada foi de 50µg A separação de proteínas foi 

efectuada por electroforese em SDS-PAGE em Gel de acrilamida 15% (Anexo I, xii.). 

Como marcador de pesos moleculares proteicos utilizou-se o EZ-Run
TM

 Rec Protein 

Ladder (Fisher BioReagents). Após a separação das proteínas, foi efectuada a 
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transferência húmida (Tank Blotting - Hoefer
®
) para a membrana de difluoreto de 

polivinildeno, vulgarmente designada de PVDF. Após o bloqueio das membranas, as 

membranas ficaram durante a noite, a incubar com o anticorpo primário (policlonal 

AKT1, diluição 1:200 (C-20:SC-1618 Santa Cruz Biotechnology Inc.) ou o anticorpo 

policlonal da β-actina, diluição 1:300, (I-19:SC1616 Santa Cruz Biotechnology Inc.). 

Como anticorpo secundário foi utilizado o donkey anti-goat conjugado com a 

peroxidase  horseradish (HRP) (Santa Cruz Biotechnology). A detecção foi feita por 

quimioluminescência, utilizando o reagente de detecção ECL Plus (GE Healthcare). 

 

 

2.4. Análise estatística 

 

Para o tratamento dos dados relativos às curvas de proliferação celular das células 

HepG2 e MDA-MB-231, testando as várias concentrações de extractos de Cc, bem 

como a análise da expressão génica das isoformas do p110 aplicou-se uma análise de 

variância para um factor (ANOVA one-way). Este é um teste paramétrico utilizado para 

avaliar as diferenças de médias entre os grupos (variância entre situações) e dentro dos 

grupos (variância de erros), admitindo que as variáveis possuem homogeneidade de 

variância e normalidade. O cálculo do teste de Levene da homogeneidade de variâncias 

serve para aferir a não violação de um dos pressupostos da ANOVA. 

 O nível de confiança utilizado para o teste ANOVA, com um factor , foi de 95%. 

Os valores cuja probabilidade de ocorrência foi superior a 95% (p<0,05) foram 

considerados significativamente diferentes; por outro lado, considerou-se que não 

existem diferenças significativas naqueles em que a probabilidade de ocorrência foi 

inferior a 95% (p>0,05). O teste de comparação múltipla de médias utilizado foi o teste 

de Tukey. 

 A análise dos dados foi realizada utilizando o programa SPSS (versão 16.0), 

Copyright, Microsoft corporation. 
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D. Resultados e Discussão 
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Um vasto número de compostos derivados do metabolismo secundário de plantas, 

tem vindo a ser utilizado no tratamento e/ou prevenção de diferentes tipos de cancro 

(Conforti et al., 2008). Entre o período de 1990 a 2000, ocorreram mais de 6 milhões de 

óbitos por cancro em todo o mundo (Conforti et al. 2008). O desenvolvimento de novas 

terapias, baseadas na utilização de compostos derivados de plantas, tem apresentado 

uma crescente utilização, no que diz respeito ao tratamento oncológico (Miadokova et 

al., 2008; Ramos, 2008). A identificação de novos compostos, e consequente 

investigação com vista à determinação do seu potencial biológico, especialmente a nível 

da quimioprevenção é premente para o tratamento de cancros que apresentem 

actualmente terapias muito insatisfatórias (Birt et al., 2001), como é o caso do 

carcinoma hepatocelular e do cancro da mama de fenótipo triplo negativo.  

Cynara cardunculus, devido ao seu perfil fitoquímico, apresenta um elevado 

potencial biológico (Petrovic et al. 2008), sendo a actividade anti-carcinogénica de 

extractos naturais derivados, e/ou compostos derivados desta planta, ainda pouco 

estudada, especialmente no contexto dos tumores anteriormente referidos (CHC e 

cancro da mama fenótipo triplo negativo). 

O presente trabalho teve como objectivo principal a determinação do potencial 

anti-proliferativo de dois extractos derivados de plantas frescas de Cc, variedade 

cultivada, FCF e CCF, em células de hepatocarcinoma humano (HepG2) e de cancro da 

mama de fenótipo triplo negativo (MDA-MB-231). A inexistência de estudos 

moleculares, com extractos totais de Cc despoletou o interesse no estudo da via de 

sinalização de PI3K/AKT/mTOR. Esta via regula funções celulares fundamentais como 

a transcrição, a tradução, a sobrevivência, e a proliferação (Osaki et al., 2004). De 

forma a determinar de que forma o extracto de FCF e CCF actua nesta via molecular, 

analisaram-se os níveis de expressão das isoformas da subunidade p110 do PI3K. Por 

último, sendo a cinase de serina/treonina (AKT), uma das mais importantes e versáteis 

cinases no centro da fisiologia e patologia humana, os níveis de expressão proteica de 

AKT foram avaliados na presença do extracto de FCF, utilizando como controlo um 

reconhecido inibidor específico da via, o LY294002, em células de cancro da mama de 

fenótipo triplo negativo. 
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1. Efeito anti-proliferativo de extractos de Cc (CCF e FCF) em células tumorais 

 

 Na determinação do efeito anti-proliferativo de extractos (FCF e CCF) de Cc, as 

células foram incubadas durante 48h com concentrações crescentes de extracto. 

Posteriormente, a viabilidade celular foi determinada através do método de azul de 

tripano, cada uma das concentrações de extracto foi testada, pelo menos, em três ensaios 

independentes. 

O efeito do extracto de FCF de Cc na proliferação celular foi avaliado na linha 

celular de CHC: HepG2. As células foram incubadas durante 48h com diferentes 

concentrações do extracto (0,46-4,6 µg/mL, concentrações expressas em termos de 

equivalentes de ácido gálico (mg)/g de peso seco, ou seja, valores relativos a compostos 

fenólicos totais). Os resultados mostram claramente o efeito inibitório que 

concentrações crescentes de extracto de FCF têm na proliferação das células HepG2 

(Figura 15). A análise estatística, utilizando a comparação múltipla de médias, pelo teste 

de Tukey, mostra variações significativas (p< 0,05) para algumas das concentrações 

testadas, nomeadamente, células incubadas com concentrações mais baixas (0,46 e 0,92 

µg/mL compostos fenólicos totais) apresentam já diferenças significativas quando 

comparadas com células controlo. Este resultado parece estar de acordo com o obtido 

por Miccadei e colaboradores, demonstrando que células HepG2 tratadas com extracto 

metanólico total de Cynara scolymus L. apresentaram uma redução de viabilidade num 

efeito dose-resposta, com concentrações de 400-1200 µM em termos de equivalentes de 

ácido clorogénico, ou seja de compostos fenólicos totais (Miccadei et al. 2008).  

Com base na curva de crescimento celular, foi possível determinar o valor de 

IC50 para o extracto de FCF, em células HepG2, que foi de 1,74 µg/mL expresso em 

termos de concentração de compostos fenólicos totais (Figura 16). Este valor foi 

posteriormente utilizado para a determinação da expressão das isoformas da subunidade 

p110 da classe I do PI3K. 
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Figura 15: Representação gráfica do efeito da concentração de extracto de Folha Cultivada 

Fresca de Cynara cardunculus no crescimento celular de células humanas de carcinoma 

hepatocelular (HepG2). As células foram incubadas durante 48h, com concentrações crescentes 

de extracto (0,46 – 4,6 µg/mL de compostos fenólicos totais). Como controlo foram utilizadas 

células HepG2 sem tratamento e células HepG2 com solvente (PBS) utilizado na diluição dos 

extractos de FCF.  

Os valores representam a média ± erro padrão, obtidos pelos triplicados efectuados, 

independentemente, para cada uma das concentrações testadas. Grupos sem letras em comum 

são significativamente diferentes, P < 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Representação gráfica da determinação do valor de IC50 relativos à viabilidade 

celular, em termos de crescimento, das HepG2 quando incubadas, durante 48h, com 

concentrações crescentes de extracto de FCF de Cc. A análise dos dados foi efectuada utilizando 

o programa Origin 6.1. Os valores representam a média ± erro padrão, obtidos pelos triplicados 

efectuados, independentemente, para cada uma das concentrações testadas. 
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O extracto de CCF foi igualmente testado em células HepG2, com vista a 

determinar o seu potencial efeito no crescimento desta linha celular. As células foram 

incubadas durante 48h com diferentes concentrações de extracto (0,1-28,8 µg/mL 

concentrações expressas em termos de equivalentes de ácido gálico (mg)/g de peso 

seco, ou seja, valores relativos a compostos fenólicos totais). Na concentração de 0,1 

µg/mL, o extracto não afectou significativamente a viabilidade celular, mas a partir 

desta concentração observou-se uma inibição do crescimento celular até à concentração 

de 2 µg/mL de compostos fenólicos totais. A partir deste valor, de acordo com os 

resultados apresentados (Figura 17), o número de células viáveis deixa de diminuir, 

observando-se inclusive um aumento do número de células vivas na concentração de 3 

µg/mL. No entanto, com o aumento da concentração de extracto, até à concentração de 

7 µg/mL, não se verifica qualquer efeito em termos de viabilidade celular, não havendo 

diferenças estatisticamente significativas entre o número de células tratadas com 

extracto de CCF contendo 3, 4, 5, ou 7 µg/mL de compostos fenólicos totais. De 

seguida, e num perfil de efeito ―tipo onda‖, concentrações de 10 µg/mL de CCF 

apresentam um efeito muito acentuado na proliferação das células HepG2, com 

diferenças muito acentuadas quando comparado quer com as células controlo, quer com 

as células tratadas com a gama de concentrações de 3-7 µg/mL de compostos fenólicos 

presentes em extractos metalónicos de CCF de Cc.  Com base em resultados anteriores 

do grupo de investigação do Laboratório de Compostos Bioactivos, do CEBAL, o 

extracto de CCF apresenta-se como o mais potente, em termos de potencial anti-

oxidante, apesar de ser um dos extractos com menor concentração de compostos 

fenólicos totais, tal como descrito na Figura 5 da Introdução desta tese. 

O resultado obtido com o extracto CCF, em termos de viabilidade celular das 

células HepG2, revela claramente, a importância, não só da quantificação mas também 

da identificação química dos principais compostos fenólicos presentes. A concentração 

total de flavonóides neste extracto, relativamente à de fenóis totais é bastante elevada, o 

que pode promover certas actividades biológicas em detrimento de outras, mais 

evidentes no extracto da FCF. Assim, não é de estranhar, que na determinação do efeito 

anti-proliferativo deste extracto em células HepG2, o extracto de CCF apresente um 

duplo efeito, com diminuição do número de células viáveis, em certas gamas de 

concentrações, e o aumento da viabilidade celular para uma gama intermédia (3-7 

µg/mL de compostos fenólicos totais). Os compostos presentes no extracto de CCF 
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podem actuar de modo sinergético aumentando o efeito anti-proliferativo do extracto até 

determinadas concentrações, mas quando a razão entre os compostos se altera para 

concentrações mais elevadas, este feito sinergético parece diminuir. Neste caso seria 

necessário recorrer a outras técnicas de análise, nomeadamente HPLC-MS para a 

identificação dos principais polifenóis presentes no extracto, e posteriormente verificar 

quais os responsáveis por este efeito duplo em linhas celulares. A tarefa de 

caracterização química do extracto de CCF, bem como FCF encontra-se já em curso, no 

âmbito de uma tese de doutoramento em parceria com o CICECO, da Universidade de 

Aveiro  

O valor de IC50 não foi calculado para o extracto do CCF, uma vez que o mesmo 

não apresentava um perfil de inibição de proliferação das células HepG2, de efeito dose-

resposta linear. O resultado obtido para o extracto de CCF, em termos de efeito na 

proliferação das células HepG2, revelou que o estudo deste extracto é por si não só 

muito complexo, como também a informação que dispomos no presente, é uma 

limitação para a compreensão total dos resultados obtidos. Deste modo, foi decidido que 

no âmbito dos trabalhos desenvolvidos para a presente tese de mestrado, este extracto 

não seria testado na linha celular de carcinoma da mama, com fenótipo triplo negativo. 

 

Figura 17: Representação gráfica do efeito da concentração de extracto de Caule Cultivado 

Fresco de Cynara cardunculus no crescimento celular de células humanas de carcinoma 

hepatocelular (HepG2). As células foram incubadas durante 48h, com concentrações crescentes 

de extracto (0,1 – 28,8 µg/mL de compostos fenólicos totais). Como controlo foram utilizadas 

células HepG2 sem tratamento e células HepG2 com solvente (PBS) utilizado na diluição dos 

extractos. Os valores representam a média ± erro padrão, obtidos pelos triplicados efectuados, 

independentemente, para cada uma das concentrações testadas. Grupos sem letras em comum 

são significativamente diferentes, P < 0,05. 
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Analogamente, determinou-se o efeito do extracto de FCF de Cc na proliferação 

celular para a linha de cancro da mama, fenótipo triplo negativo: MDA-MB-231 (Figura 

18). As células foram incubadas durante 48h com diferentes concentrações do extracto 

(0,1-2,5 µg/mL, concentrações expressas em termos de equivalentes de ácido gálico 

(mg)/g de peso seco, ou seja, valores relativos a compostos fenólicos totais)). Células 

MDA-MB-231 quando tratadas com concentrações crescentes de extracto de FCF 

mostram, de modo semelhante ao que se verificou para as células HepG2, uma 

diminuição no número de células viáveis. A análise estatística mostra variações 

estatisticamente significativas (p< 0,05) para algumas das concentrações testadas, 

utilizando a comparação múltipla de médias, pelo teste de Tukey. O valor do IC50 

calculado com base nestes resultados é de 0,74 µg/mL de compostos fenólicos totais 

(Figura 19). Adam e colaboradores anteriormente já haviam demonstrado que células 

MDA-MB-231 incubadas com extracto metanólico total de mirtilo (Vaccinium 

corymbosum), rico em diversos polifenóis, apresentavam inibição da proliferação 

celular (Adams et al. 2010). O efeito sinergético apresentado pelos compostos presentes 

no extracto revela-se na pronunciada actividade anti-proliferativa que o extracto de FCF 

apresenta na linha celular MDA-MB-231. 

 

Figura 18: Representação gráfica do efeito da concentração de extracto de Folha Cultivada 

Fresca de Cynara cardunculus no crescimento celular de células MDA-MB-231. As células 

foram incubadas durante 48h, com concentrações crescentes de extracto (0,1 – 2,5 µg/mL de 

compostos fenólicos totais. Como controlo foram utilizadas células MDA-MB-231 sem 

tratamento e células MDA-MB-231 com solvente (PBS) utilizado na diluição dos extractos.  

Os valores representam a média ± erro padrão, obtidos pelos triplicados efectuados, 

independentemente, para cada uma das concentrações testadas. Grupos sem letras em comum 

são significativamente diferentes, P < 0,05. 
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Figura 19: Representação gráfica da determinação dos valores de IC50 relativos à viabilidade 

celular, em termos de crescimento, das células MDA-MB-231 incubadas, durante 48h, com 

diferentes concentrações de extracto de FCF de Cc. A análise estatística dos dados foi efectuada 

utilizando o programa Origin 6.1. Os valores representam a média ± erro padrão, obtidos pelos 

triplicados efectuados, independentemente, para cada uma das concentrações testadas. 

 

 Com base nos resultados anteriormente apresentados, os quais sugerem uma 

actividade anti-proliferativa, em contexto tumoral, para o extracto de FCF, quer em 

células de carcinoma hepatocelular (HepG2), quer em células de cancro da mama de 

fenótipo triplo negativo (MDA-MB-231), de seguida pretendeu-se averiguar, o 

potencial efeito que este extracto desempenha na regulação molecular desta resposta 

 

 

2. Efeito do extracto de FCF de Cc na expressão génica das isoformas do PI3K em 

células tumorais  

 

 A análise do efeito dos extracto de FCF na via do PI3K foi inicialmente 

realizada por análise da expressão das isoformas (α, β, γ) da subunidade p110 da classe 

I (IA e IB) do PI3K. Para tal, as células HepG2 e MDA-MB-231 foram incubadas, 

durante 48h, com as concentrações correspondentes aos valores IC50, 1,74 e 0,74 

µg/mL, determinados em termos de viabilidade celular, para cada uma das linhas 

celulares, HepG2 e MDA-MB-231, respectivamente. De acordo com os resultados 

obtidos, no ensaio com células de hepatocarcinoma humano parece haver uma 

diminuição da expressão da isoforma γ do gene PI3K p110 (classe IB) (Figura 20). 
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Relativamente às outras isoformas parece não existir qualquer alteração de expressão 

com a adição de extracto de FCF, quando comparado com as células controlo (Figura 

20). De acordo com a análise densiométrica das razões entre a expressão do gene alvo 

(PI3K p110 α, β e γ) e o gene referência (β-actina) não se verifica qualquer diferença 

entre a expressão das isoformas α, β (Figura 21). A expressão da isoforma γ é 

efectivamente mais baixa, quando comparada com as restantes, em células não tratadas, 

sendo que na presença do extracto de FCF parece que a expressão da isoforma γ diminui 

ainda mais acentuadamente (Figura 21). Não foi possível efectuar o tratamento 

estatístico destes dados, já que apenas foi realizado um ensaio (n=1). A cultura de 

células HepG2, no decorrer dos trabalhos conducentes a esta tese, apresentou vários 

problemas de crescimento e viabilidade. Após várias optimizações, no método de 

cultura, e não havendo um número de células suficiente para novos ensaios, foi assim 

impossibilitada a realização destes para a linha celular de carcinoma hepatocelular. Pelo 

que os restantes resultados focar-se-ão apenas nas células de carcinoma da mama, com 

fenótipo triplo negativo (MDA-MB-231). 

 

 

Figura 20: Visualização dos produtos de PCR, resultantes da análise, por RT-PCR dos níveis de 

expressão das isoformas da subunidade p110 classe I do PI3K, em células humanas de 

carcinoma hepatocelular, incubadas durante 48h na presença de concentrações correspondentes 

ao IC50 para o extracto de FCF. Como gene de referência foi utilizado a β-actina. Legenda: 1- 

Marcador de peso molecular; 2- Controlo – células HepG2 sem adição do extracto; 3- Células 

HepG2 tratadas com 1,74 µg/ml de compostos fenólicos totais do extracto de FCF. 
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Figura 21: Análise densiométrica para determinação das razões de expressão entre as isoformas 

 da subunidade p110 da classe I do PI3K, e o gene de referência -actina em células 

HepG2. Análise densiométrica das bandas em gel (n=1) de agarose 1,5% utilizando o programa 

QuantityOne da BioRad.  

 

Apesar da evidente implicação do PI3K no cancro, o envolvimento de cada uma 

das isoformas (α, β, γ) no desenvolvimento do cancro da mama não é ainda 

completamente conhecida (Carvalho et al., 2010).  Até recentemente, o principal foco 

de investigação, nesta área, era o estudo da subunidade p110α, pois a presença de 

mutações no gene PIK3CA está associada com a sobre-expressão de p110α (Carvalho et 

al., 2010). A subunidade p110β tem vindo a ganhar importância neste contexto, tendo 

sido demonstrado que ratos que expressam uma forma catalítica inactiva de p110β estão 

mais protegidos, contra o desenvolvimento de tumores (Ciraolo et al., 2008). Estes 

dados salientam assim, a importância do estudo da expressão das isoformas do p110 da 

classe I do PI3K, com extracto de FCF de Cc em células de cancro da mama de fenótipo 

triplo negativo. A utilização de um inibidor comercial da via do PI3K, o LY294002, 

permitiu identificar diferentes níveis de expressão das várias isoformas, servindo como 

controlo interno para as células tratadas com o extracto FCF (concentrações 

correspondentes aos valores IC50 (0,74 µg/mL) determinados em termos de viabilidade 

celular)  

Células MDA-MB-231 incubadas, durante 48h, com extracto de FCF (0,74 

µg/mL), e o inibidor LY294002 (25 µM) não apresentaram diferenças significativas, em 

termos de expressão das três isoformas testadas (α, β, γ) da subunidade p110 da classe I 

do PI3K, em comparação com células não tratadas (Figura 22 e 23). Estudos anteriores, 
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em linhas celulares cancerígenas derivadas de músculo, mostram que as subunidades α e 

β da classe I do PI3K são inibidas in vitro pelo polifenol resveratrol (Fröjdö et al., 

2007). 

 

Figura 22: Visualização dos produtos de PCR, resultantes da análise, por RT-PCR dos níveis de 

expressão das isoformas da subunidade p110 classe I do PI3K, em células humanas de cancro 

da mama, fenótipo triplo negativo, incubadas durante 48h na presença de concentrações 

correspondentes ao IC50, para o extracto de FCF para estas células. Como controlo interno foi 

utilizado um inibidor comercial da via do PI3K, o LY294002. Como gene de referência foi 

utilizado a β-actina. -  Legenda: 1- Marcador de peso molecular; 2- Controlo – células MDA-

MB-231 sem adição de extracto, apenas incubadas com o respectivo meio de cultura; 3- Células 

MDA-MB-231 tratadas com 0,74 µg/mL compostos fenólicos totais do extracto de FCF; 4 – 

Células tratadas com o solvente no qual foi dissolvido o inibidor LY294002 (DMSO); 5- 

Células tratadas com LY294002 (25 µM).  

 

 

Figura 23: Análise densiométrica para a determinação das razões de expressão entre as 

isoformas  da subunidade p110 da classe I do PI3K, e o gene de referência -actina, em 

células MDA-MB-231. Análise densiométrica das bandas em gel (n=3) de agarose 1,5% 

utilizando o programa QuantityOne da BioRad. Os valores representam a média ± erro padrão. 
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Estes resultados parecem indicar que a eventual regulação molecular induzida 

pelo extracto FCF de Cc, na via do PI3K, não se fará a nível da expressão das isoformas 

da subunidade catalítica, p110 da classe I do PI3K. Esta cinase encontra-se muito no 

início da via, sendo directamente activada pelos receptores, quer RTKs quer GPCR, o 

que poderá explicar a ausência de alteração na expressão das isoformas da sua 

subunidade catalítica. No sentido de explorar adicionalmente o eventual papel que o 

extracto de FCF poderá ter directamente na regulação da expressão da subunidade 

catalítica, seria interessante utilizar, individualmente, células knock out para receptores 

RTKs e GPCRs, e posteriormente avaliar o efeito do extracto na expressão da 

subunidade correspondente. 

O AKT apresenta-se como alvo bastante interessante, uma vez que se encontra 

já mais abaixo na via de sinalização do PI3K, podendo não só ser activada e/ou inibida 

por outras moléculas, como também ser regulada directamente pelos seus próprios 

níveis de fosforilação, face a diferentes estímulos e contextos celulares. 

 

 

3. Análise da expressão proteica de AKT em células de cancro da mama tratadas 

com extracto de FCF de Cc 

 

 A análise da expressão proteica do AKT foi realizada pela técnica de Western-

blotting. Células MDA-MB-231 foram incubadas durante 48h, com concentrações 

correspondentes aos valores IC50 (0,74 µg/mL) determinados em termos de viabilidade 

celular. Células controlo foram também incubadas na presença de um inibidor comercial 

da via do PI3K, o LY294002 (25 µM). 

 Com base nos resultados obtidos, a presença do extracto FCF promove uma 

diminuição na expressão proteica de AKT total, quando comparado com células não 

tratadas. Adicionalmente, a presença do inibidor comercial parece ser menos efectiva do 

que o extracto de FCF, ou seja, células tratadas com o LY294002 não apresentam uma 

redução, tão significativa, na expressão proteica da AKT total, quando comparada com 

o extracto de FCF (Figura 24). A concentração em que o inibidor foi utilizado (25µM) 

pode explicar o facto de não apresentar diferenças de expressão proteica de AKT total 

em relação ao controlo, pois, como referido anteriormente, o LY294002 é um inibidor 

competitivo numa gama de concentrações baixa. De futuro será necessário restabelecer 

a concentração de LY294002 a utilizar de modo a obter, uma resposta mais efectiva. 
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Figura 24: Imagem representativa da imunodetecção da proteína AKT1 por western blot em 

células humanas de cancro da mama, fenótipo triplo negativo. As células foram incubadas 

durante 48h na presença de concentrações correspondentes ao IC50, para o extracto de FCF para 

estas células. Como controlo interno foi utilizado um inibidor comercial da via do PI3K, o 

LY294002. Como solvente utilizou-se DMSO, uma vez que foi o solvente em que se dissolveu 

o inibidor comercial. Como proteína de referência foi utilizada a β-actina.  

 

 

 Estudos anteriores mostram que em células de cancro da próstata, EGCG, e 

flavinas provenientes do chá preto inibem a via do PI3K diminuindo o nível de 

fosforilação de AKT (Siddiqui et al., 2004). Em células de carcinoma mamário, o 

EGCG inibe a fosforilação do receptor basal de tirosina HER2, levando a uma 

subsequente inibição da activação do AKT (Garg et al., 2005). A curcumina, um 

polifenol natural extraído da planta Curcuma longa, em concentrações fisiológicas inibe 

a fosforilação de AKT (Beevers et al. 2006). Pozo-Guisado e colaboradores 

demonstraram ainda que altas concentrações de resveratrol inibem a fosforilação de 

AKT em linhas de células de cancro da mama (Pozo-Guisado et al., 2004). 

 Neste trabalho determinou-se o nível de AKT total que se refere ao AKT 

activado ou fosforilado (p-AKT) e ao AKT não activado. A diminuição do AKT total 

refere-se também assim a uma diminuição de p-AKT, porém seria interessante 

futuramente determinar o nível de expressão proteica de AKT fosforilado em células 

incubadas com extracto de FCF, de forma a determinar o nível de inactivação de AKT. 
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 Os resultados deste trabalho mostram que o extracto de FCF de Cc apresenta um 

efeito anti-proliferativo em células de carcinoma hepatocelular e de cancro da mama de 

fenótipo triplo negativo. O extracto de CCF apresenta um efeito duplo, ―tipo onda‖ em 

células HepG2, sendo necessário a determinação da composição química deste extracto, 

de forma a melhor compreender o potencial efeito sinergético. 

O extracto de FCF não altera os níveis de expressão das isoformas (α, β, γ) da 

classe I (IA e IB) do PI3K, na linha celular MDA-MB-231, mas altera 

significativamente o nível de expressão proteica de AKT total, mesmo em comparação 

com um inibidor comercial específico (LY294002). Estes resultados evidenciam um 

potencial para o extracto de FCF de Cc na regulação da via do PI3K/AKT/mTOR, 

abrindo as portas para novas investigações focando o efeito de extractos de Cc em 

outros substratos vitais para o funcionamento da via, e consequente efeito na resposta 

anti-tumoral.  
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E. Conclusões e perspectivas futuras 
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O desenvolvimento de novas terapias para o tratamento de carcinomas 

refractários à quimioterapia tradicional, como é o caso do CHC e do cancro da mama de 

fenótipo triplo negativo é um campo de investigação bastante interessante e promissor. 

Nos últimos anos, a fitoterapia tem-se afirmado como uma alternativa viável no 

tratamento e prevenção de diversos tipos de doenças, incluindo o cancro.  

Na região do Alentejo existe uma quantidade apreciável de biomassa 

lenhocelulósica derivada de Cc cultivada e selvagem, uma planta reconhecidamente rica 

em diversos fitoquímicos. A grande heterogeneidade, em termos de compostos 

fenólicos totais e flavonóides de diferentes fracções extractáveis resultantes das raízes, 

caules, folhas e flores de plantas frescas versus secas, das variedades cultivada e 

selvagem de Cc despertou o interesse na investigação das suas actividades biológicas. 

Poucos estudos demonstram o efeito anti-proliferativo de extractos de Cc em 

linhas celulares cancerígenas e até agora não foi realizado qualquer estudo que 

diferenciasse os extractos obtidos de diferentes partes da planta. O presente trabalho 

sublinha assim, o papel de diferentes extractos de Cc, nomeadamente extractos de FCF 

e CCF, e o seu pronunciado efeito anti-proliferativo em células de carcinoma 

hepatocelular e de cancro da mama de fenótipo triplo negativo. Para além do mais, o 

estudo do efeito de extractos, ricos em compostos polifenólicos, na via molecular do 

PI3K/AKT/mTOR está ainda pouco explorado. Este estudo mostra que o extracto de 

FCF de Cc potencialmente afecta o mecanismo de sinalização de PI3K/AKT/mTOR, 

contribuindo para a compreensão da actividade anti-proliferativa demonstrada, e em 

simultâneo, abrindo portas para o desenvolvimento de novas terapias fitoquimicas. 

No entanto, muito pode ainda ser feito no sentido de perceber se os extractos de 

Cc afectam a sinalização da via do PI3K/AKT/mTOR noutros substratos fundamentais 

na sinalização. Futuramente ainda pretende-se compreender qual o efeito dos extractos 

na activação de AKT, analisando, para isso, o nível de expressão proteica de pAKT, e a 

expressão génica, por RT-PCR e PCR em Tempo Real, de Akt1, Akt2 e Akt3. 

Adicionalmente, seria também interessante analisar o efeito dos mesmos extractos na 

inibição de mTOR, incubando as células com os extractos de Cc e com rapamicina, um 

antibiótico que inibe especificamente mTOR.  

Este trabalho representa a primeira abordagem investigacional, na tentativa de 

determinar a actividade biológica, de pois extractos de Cc, que embora obtidos a partir 

das mesmas plantas, apresentam distintos perfis fitoquimicos. Adicionalmente, com 
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base nos resultados obtidos, o extracto da FCF parece influenciar os níveis de expressão 

proteica da AKT, identificando assim, um alvo molecular potencialmente muito 

interessante, na perspectiva de novas terapias dirigidas para tumores refractários ao 

tratamento e com mau prognóstico. 

Esperamos, assim, com estes estudos demonstrar que os extractos de Cynara 

cardunculus podem ser uma opção quimiopreventiva a considerar na prevenção e/ou 

tratamento do CHC e do cancro da mama de fenótipo triplo negativo. 
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Anexo I – Protocolos 

 

i. Descongelamento das células 

 

1) Descongelar o vial em banho-maria a 37 º C. O descongelamento deve ser 

rápido. 

2) Transferir o conteúdo do vial para um tubo, adicionar 9 mL de meio de cultura, a 

37ºC. 

3) Centrifugar 2500 rpm, 5 min. à temperatura ambiente. 

4) Aspirar o meio. Ressuspender as células em 5mL de meio de cultura. 

5) Transferir para frascos de cultura de 25cm
2
. 

6) Incubar a 37ºC, 5% CO2. 

7) Mudar o meio após 24h. 

 

 

ii. Subcultura de células 

 

1) Remover e desprezar o meio de cultura. 

2) Lavar as células com PBS estéril a 37ºC. 

3) Adicionar tripsina (2mL para frascos de 25cm
2
). 

a. HepG2 

i. Incubar a 37ºC durante dois minutos. Adicionar meio até perfazer 

o volume total do frasco. Destacar as células com a ajuda de um 

cell scraper. Adicionar alíquotas adequadas da suspensão celular 

para novos frascos de cultura. 

b. MDA-MB-231 

i. Esperar breves instantes até ao destacamento das células. 

Adicionar meio até perfazer o volume total do frasco. Adicionar 

alíquotas adequadas da suspensão celular para novos frascos de 

cultura. 
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iii. Determinação da viabilidade celular por azul de tripano 

 

1) Preparar um hemocitómetro com lamela. 

2) Pipetar para um microtubo, 20 µL de azul de tripano e 20 µL da suspensão 

celular e misturar. 

3) Permitir que uma gota de suspensão misturada flua por acção capilar sob a 

lamela do hemocitómetro, de modo a ocupar completamente o 

compartimento de medição, sem transbordar. 

4) Com um microscópio, contar as células viáveis (que excluem o azul de 

tripano) e não viáveis (que incorporam azul de tripano) utilizando diferentes 

campos da câmara (e diferentes quadrados de contagem)  

5) Considerando-se as diluições feitas, calcular a concentração de células 

viáveis por mililitro de suspensão. 

 

 

iv. Preparação de pellets celulares para a extracção de ARN 

 

1) Incubar células na concentração de 5 x 10
5
 células/mL durante 48h. 

2) Aspirar o meio de cultura. 

3) Adicionar 4 mL de tripsina. Neutralizar a tripsina por adição de 6 mL de meio de 

cultura. 

4) Destacar as células do frasco com a ajuda de um cell sraper. 

5) Centrifugar a suspensão durante 2500 rpm, 5 min, à temperatura ambiente. 

6) Aspirar o meio e guardar a pellet a -80ºC, até utilização. 

 

 

v. Extracção de ARN 

(RNeasy® Mini Kit, Quiagen) 

 

1) Romper as células por adição do tampão RLT. Pipetar para misturar. 

2) Adicionar um volume de etanol a 70% para homogeneizar o lisado e misturar por 

pipetagem. 
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3) Transferir 700µL da amostra, para uma coluna RNeasy spin em tubo de colheita. 

Centrifugar 15s a 10 000 rpm. Desprezar o filtrado. 

4) Adicionar 700µL de tampão RW1 à coluna. Centrifugar 15s a 10 000 rpm. 

Desprezar o filtrado. 

5) Adicionar 500µL de tampão RPE à coluna. Centrifugar 15s a 10 000 rpm. Desprezar 

o filtrado. 

6) Adicionar 500µL de tampão RPE à coluna. Centrifugar 2 min a 10 000 rpm. 

7) Colocar a coluna num novo tubo de colheita e centrifugar à velocidade máxima 

durante 1min. 

8) Colocar a coluna num tubo de colheita de 1,5mL e adicionar 30-50 µL de água sem 

RNases directamente na membrana da coluna. Centrifugar durante 1 min. a 10 000 

rpm. 

9) Guardar o ARN a -80ºC. 

 

 

vi. Avaliação da integridade do ARN por electroforese em gel de agarose 

 

1) Preparar um gel de agarose 1% em tampão Tris-Borato EDTA (TBE) 1x preparado 

em Dietilpirocarbonato (DEPC) em H2O 0,1% v/v, com Brometo de Etídio. 

2) Preparar as amostras de ARN a aplicar no gel. Adicionar em microtubos: 

a. 1 µL de corante (loading dye); 

b. 3 µL de H2O-DEPC 0,1% v/v; 

c. 2 µL de amostra de ARN. 

3) Aplicar as amostras no gel. 

4) Efectuar a corrida electroforética em tampão TBE 1x preparado em H2O-DEPC 

0,1% v/v, a 90 Volts (V) durante 30-40 min. 

5) Visualizar em transiluminador UV (GelDoc, Biorad). 

 

 

vii. Determinação da concentração de ARN 

 

1) Diluir 5 µL da amostra de ARN em 95 µL de H2O-DEPC 0,1% v/v. 
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2) Ler a absorvância em espectrofotómetro a 260nm e 280nm. Como branco utilizar 

H2O DEPC. 

3) Uma unidade de absorvância corresponde a 44 µg de ARN por mL (A260=1 → 44 

μg/ml). A razão entre as leituras a 260 nm e 280 nm (A260/A280) fornece uma 

estimativa da pureza do ARN, no que diz respeito aos contaminantes que absorvem 

na gama de UV, tais como proteínas. 

 

 

viii. Síntese de cADN 

(QuantiTect® Reverse Transcription) 

 

1) Descongelar o ARN no gelo. Descongelar os reagentes à temperatura ambiente. 

2) Preparar a eliminação de ADN genómico no gelo de acordo com o quadro seguinte: 

 

Tabela 2: Componentes da reacção de eliminação de ADN genómico. 

 Volume/reacção Concentração Final 

Tampão gDNA Wipeout, 7x 2 µL 1x 

ARN 1 µg  

Água sem RNases variável  

Volume Total 14 µL - 

 

3) Incubar 2 min. a 42ºC. Colocar imediatamente em gelo. 

4) Preparar a mistura de reacção de acordo com a tabela: 

 

Tabela 3: Componentes da reacção de transcriptase reversa. 

Componente Volume/reacção Concentração Final 

Transcriptase Reversa Quantiscript  1 µL  

Tampão RT Quantiscript, 5x 4 µL 1 x 

RT Primer Mix 1 µL  

Volume total da eliminação de ADN 

genómico 

14 µL  

Volume Total 20 µL - 
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5) Incubar 15min. a 42ºC. 

6) Incubar 3min. a 95ºC. 

 

Condições das reacções de PCR para os genes em estudo 

Tabela 4: Sequência de oligonucleótidos para os vários genes em estudo e gene de referência, 

condições específicas da reacção de PCR e o respectivo tamanho do fragmento esperado. 

Identificação 

do gene 

Condições específicas 

da reacção de PCR 
Sequência 

Tamanho 

em pb 
Referência 

p110-α 

Desnaturação: 95ºC – 30seg. 

Emparelhamento: 56ºC- 1min. 

Extensão: 72ºC – 1min. 

Nº de ciclos: 35 

F: 5’-CTGTGTGGGACTTATTGAGGTGGTGC-3’ 

R: 5’-GGCATGCTGTCGAATAGCTAGATAAGC-3’ 
452 

Krymskaya 

et al., 2001 
p110-β 

Desnaturação: 94ºC – 30seg. 

Emparelhamento: 56ºC - 30seg. 

Extensão: 72ºC – 30 seg. 

Nº de ciclos: 30 

F: 5’-GAAGATTGCAAGCAGTGATAGTGC-3’ 

R: 5’-CCTATCCTCCGATTACCAAGTCGTC-3’ 
432 

p110-γ 

Desnaturação: 94ºC – 30seg. 

Emparelhamento: 55ºC - 30seg. 

Extensão: 72ºC – 30 seg. 

Nº de ciclos: 35 

F: 5’-GCTTGAAAACCTGCAGAATTCTCAAC-3’ 

R: 5’-CGTCTTTCACAATCTCGATCATTCC-3’ 
346 

β-actina 

Desnaturação: 95ºC – 

1min30seg. 

Emparelhamento: 56ºC - 1min. 

Extensão: 72ºC – 2min. 

Nº de ciclos: 35 

F:5’-AGAAAATCTGGCACCACACC-3’ 

R: 5’-TAGCACAGCCTGGATAGCAA-3’ 

 
200 - 

 

 

 

 

 

 

 



Actividade anti-tumoral de extractos de Cynara cardunculus na via molecular do PI3K/AKT/mTOR 

 

 

92 
 

ix. Obtenção de lisados proteicos para western blot 

 

1) Após as 48h de incubação, aspirar o meio de cultura. 

2) Adicionar PBS a 4ºC. 

3) Destacar as células do frasco com a ajuda de um cell sraper. 

4) Centrifugar a suspensão durante 2000 rpm, 3 min, a 4ºC. 

5) Aspirar o PBS e ressuspender em volume igual de PBS. Repetir a lavagem 3 vezes. 

6) Aspirar o PBS e adicionar o tampão de lise (Catenin lysis buffer) e inibidores de 

proteases, diluídos 1:7. 

a. Catenin lysis buffer 

i. 1% v/v triton X-100 

ii. 1% v/v NP-40 

iii. PBS diluído 

7) Depois de agitar, deixar 10min., 4ºC. 

8) Centrifugar a 14 000 rpm durante 10min., 4ºC. 

9) Recolher o sobrenadante (lisado proteico total) para um novo microtubo e guardar a 

-80ºC. 

 

 

x. Determinação da concentração de proteína total nos lisados proteicos 

 

a) Curva padrão 

 

1) Preparar uma solução de BSA de 1mg/mL, pipetar para microtubos o 

volume correspondente para obter 2, 5, 10, 20, 40 e 60 µg de proteína e 

adicionar água ultra-pura até um volume final de 200µL. Realizar o 

procedimento como descrito para a quantificação das amostras. 
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b) Quantificação das amostras 

 

2)  Pipetar 20 µL de amostra para um microtubo e adicionar água ultra-pura 

até um volume final de 200µL. Preparar, de igual modo, um branco 

contendo água-ultra pura em vez de amostra. 

3) Adicionar 1 mL de reagente cupro-alcalino e misturar de imediato no 

vórtex. Incubar durante 10min. à temperatura ambiente. 

4) Adicionar 100µ de reagente de Folin-Ciocalteu e misturar de imediato no 

vórtex. Incubar durante 30min., à temperatura ambiente. 

5) Homogeneizar as misturas e transferir o conteúdo para cuvettes de 

plástico de 1,5mL. Ler a absorvância a 750nm contra o branco, usando a 

curva de calibração previamente preparada com BSA como padrão. 

 

 

xi. Western blot 

 

a) SDS-PAGE 

 

i. Preparação das amostras 

 

1) Descongelar as amostras no gelo. 

2) Calcular o volume de amostra a aplicar de forma que a quantidade de 

proteína seja igual em cada poço. 

3) Adicionar o tampão da amostra. 

4) Incubar as amostras 10min, a 100ºC. 

5) Após este tempo retirar e colocar imediatamente em gelo. 

6) Centrifugar 14 000rpm durante 1min e manter em gelo. 

 

ii. Electroforese  

 

7) Montar o sistema de electroforese. 
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8) Preparar o gel de resolução de acrilamida 15%. Deixar solidificar. 

9) Preparar o gel de concentração e colocar o pente. Deixar solidificar e retirar 

o pente. 

10) Aplicar as amostras e marcador. 

11) Iniciar a electroforese 60V durante aproximadamente 45min. 

12) Quando a frente da corrida passa para o gel de resolução, aumentar a 

voltagem para 100v durante 1h. 

 

 

b) Transferência (tipo tank-blotting - Hoefer
®
) 

 

1) Após retirar o gel do sistema de electroforese, remover o gel de concentração 

equilibrar o gel e embeber a membrana de PVDF, em tampão de transferência. 

2) Preparar a sandwich do gel: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Esquema representativo da montagem da sandwich para a transferência. (adaptado 

de http://stanxterm.aecom.yu.edu/wiki/index.php?page=Western_blotting) 

 

3) Transferir durante 1h, 100V, 250mA. 

 

 

c) Incubação com anticorpos 

 

1) Bloquear sítios de ligação não específica na membrana com o tampão de bloqueio. 

http://stanxterm.aecom.yu.edu/wiki/index.php?page=Western_blotting
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2) Incubar a membrana com o anticorpo primário overnight, a 4ºC. 

3) Lavar 3 vezes com TBS-Tween (1% Tris-HCl pH 7,6, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-

20). 

4) Incubar a membrana com o anticorpo secundário 45min. à temperatura ambiente. 

5) Lavar 3 vezes com TBS-Tween (1% Tris-HCl pH 7,6, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-

20). 

 

 

d) Detecção 

 

1) Incubar membranas com o reagente de detecção ECL Plus (GE Healthcare) durante 

1 min., segundo as instruções do fabricante. 

2) Retirar o excesso de reagente da membrana e colocá-la dentro de película 

transparente. 

3) Colocar as membranas numa uma cassete de filme de raio-X e expor a um filme de 

autoradiografia. Em seguida, desenvolver o filme.  


