
I 
 

 

CLÁUDIA SOFIA DELGADO DOS SANTOS  

Licenciatura em Bioquímica  

Efeito anticancerígeno dos compostos 

fenólicos do azeite virgem extra no 

cancro colorretal  
 

Setembro, 2024  



 
I 

 

CLÁUDIA SOFIA DELGADO DOS SANTOS  

Licenciatura em Bioquímica  

Efeito anticancerígeno dos compostos 

fenólicos do azeite virgem extra no 

cancro colorretal  
 

Dissertação para obtenção do grau de mestre em 

Bioquímica para a Saúde 

Orientador: Ana Teresa Serra, PhD, iBET/ITQB-UNL 

Coorientador: Elsa Mecha, PhD, iBET/ITQB-UNL 

Setembro, 2024  



 
I 

Efeito anticancerígeno dos compostos fenólicos do azeite virgem extra no cancro colorretal  

 

 

 

Copyright© Cláudia Sofia Delgado dos Santos, ITQB/UNL  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O Instituto de Tecnologia Química e Biológica António Xavier e a Universidade Nova de Lisboa têm o 

direito, perpétuo e sem limites geográficos, de arquivar e publicar esta dissertação através de 

exemplares impressos reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro meio 

conhecido ou que venha a ser inventado, e de a divulgar através de repositórios científicos e de admitir 

a sua cópia e distribuição com objetivos educacionais ou de investigação, não comerciais, desde que 

seja dado crédito ao autor e editor.  

 

 

 

 

 

 



II 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



III 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A persistência é o caminho do êxito.  

(Charles Chaplin) 



IV 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



V 
 

Agradecimentos 

 
 

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer à minha Orientadora, Doutora Teresa Serra, por me ter 
proporcionado a oportunidade de ter desenvolvido a minha dissertação no laboratório de bioativos 
naturais e nutracêuticos, no IBET, num tema que eu admiro muito. Agradeço por toda a orientação, 
conhecimento partilhado e por toda a ajuda ao longo deste ano de muito trabalho.  
 
Agradeço à minha coorientadora, Doutora Elsa Mecha, pelo constante acompanhamento, pela ajuda 
e, sobretudo, pela imensa paciência e dedicação ao ensinar, que foram fundamentais ao longo deste 
percurso.  
 
Gostaria muito de agradecer aos meus colegas/amigos de trabalho que me receberam tão bem, Ana 
Catarina, Melanie Matos, Fábio Lages, Joana Gonçalves, Juliana Oliveira e Carolina Ventura por toda 
a ajuda e apoio, pelas palavras de otimismo e por todo o carinho e alegria que me proporcionaram. 
Foram o meu suporte e fizeram deste ano, um ano bonito. Obrigada por todos os conselhos, por todo 
o conhecimento que me transmitiram e por tudo o que me ensinaram. Serei sempre eternamente grata 
por vos ter conhecido e por poder partilhar a ciência e a vida convosco. Em especial, tenho de 
agradecer à minha colega Ana Catarina que foi incansável comigo, ajudou-me e ensinou-me muito. 
Um “obrigada” nunca será suficiente para ti. Quero agradecer também à Beatriz Sobreira, Ana 
Margarida e Leonor Costa pela disponibilidade em ajudar e pela amizade.   
 
Quero agradecer também ao Pedro Brandão por toda a disponibilidade e boa disposição em nos ajudar 
com o citómetro.  
 
O meu especial obrigado vai para os meus pais e para o meu avô que são o meu suporte diário e sem 
eles nunca teria conseguido chegar aonde cheguei. Devo-lhes tudo. Obrigada por serem os melhores 
pais do mundo, por estarem sempre ao meu lado e por nunca me deixarem cair. Espero que um dia 
consiga ser metade daquilo que vocês são.  
 
Quero agradecer também à minha irmã e ao meu cunhado por me apoiarem e por terem sempre uma 
palavra amiga e encorajadora. Obrigada pela bebé mais bonita que me deram, a minha Laurinha. É 
tão pequenina e nem sabe a força que me dá diariamente.  
 
Obrigada a ti, João, que viveste comigo esta fase complicada e nunca me deixaste cair. Eras a minha 
parte favorita do dia. Obrigada por toda a paciência, ajuda e por todos os conselhos que me deste. 
Principalmente, obrigada por tornares os meus dias mais felizes e bonitos.  
 
Obrigada, também aos meus amigos, Rita, Beatriz, Cristina, Carolina, Mariana, Vanessa e Diogo por 
terem vivido comigo esta fase importante da minha vida. Obrigada pelas palavras de apoio que me 
deram e por me fazerem sentir bem. 
 
Obrigada à minha restante família, padrinhos, tios, primos, e amigos por me darem sempre uma 
palavra de apoio. Obrigada a todos os que fizeram parte deste percurso direta ou indiretamente.   

 
Às minhas estrelinhas, eu sei que estiveram sempre aqui, obrigada!  

  

 
Obrigada de coração a todos, são especiais.  

 
 

 

 

 

 

 



VI 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VII 
 

Resumo  
 

O Cancro Colorretal (CCR) é uma neoplasia maligna que afeta 1.9 milhões de pessoas anualmente e 

é a terceira causa de morte em todo o mundo. Estudos epidemiológicos indicam que o consumo da 

dieta mediterrânica, nomeadamente do azeite virgem extra está relacionado com a redução do risco 

de desenvolvimento de CCR. Este efeito está relacionado com o conteúdo em compostos fenólicos 

presentes no azeite virgem, nomeadamente o hidroxitirosol. Até à data os estudos existentes baseiam-

se no estudo do hidroxitirosol devido às suas propriedades antioxidantes e anticancerígenas. No 

entanto, além do hidroxitirosol, existem outros metabolitos fenólicos do azeite cujo potencial efeito 

anticancerígeno ainda foi pouco explorado, mas que também podem desempenhar um papel 

importante no tratamento do CCR. Neste trabalho, um extrato de azeite foi submetido a uma simulação 

da digestão in vitro utilizando um modelo dinâmico SHIME®, que simula o trato gastrointestinal (TGI). 

Foram obtidas amostras de digestão ao longo do TGI (intestino delgado e cólon) e posteriormente 

foram caracterizadas por cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de massa 

de alta resolução (UHPLC Q-Orbitrap) de forma a identificar os principais metabolitos. O objetivo desta 

tese consistiu em explorar o potencial efeito antitumoral de um extrato de azeite, das amostras de 

digestão, bem como dos principais metabolitos derivados da metabolização dos compostos de azeite 

ao longo do processo de digestão in vitro, utilizando 2 linhas celulares de cancro colorretal, HT29 e 

LoVo em monocamada (2D) e esferóides celulares (3D). Os ensaios de atividade antiproliferativa do 

extrato de azeite e das várias amostras de digestão foram realizados na linha celular HT29 em modelos 

2D. Paralelamente foram realizados testes de citotoxicidade no modelo 2D na linha celular Caco-2 que 

mimetiza o epitélio intestinal. Os resultados obtidos indicaram que apesar do extrato ter ação 

antiproliferativa na linha HT29 (EC50=0.07 ± 0.01mg/mL), as frações derivadas no processo de digestão 

não apresentaram bioatividade relevante sugerindo que o processo de digestão contribuiu para a perda 

de atividade do extrato. Como forma de identificar quais os metabolitos do azeite que podem estar a 

contribuir para o potencial efeito antiproliferativo, foram selecionados 17 metabolitos para testar em 

ensaios antiproliferativos no modelo 2D em HT29 e também em células LoVo, uma linha com 

características mais metastáticas. Os resultados obtidos indicaram que os metabolitos álcool 3-

hidroxibenzilo, hidroxitirosol, ácido maslínico, ácido ursólico, luteolina, 4-metilcatecol, apigenina e ácido 

oleico foram os que apresentaram um maior efeito antiproliferativo em células LoVo tendo sido 

posteriormente testados num modelo 3D de CCR, em esferóides de LoVo. Neste modelo os 

metabolitos com maior efeito antiproliferativo foram o hidroxitirosol, ácido maslínico, luteolina e ácido 

oleico. Por fim, e com o objetivo de analisar se estes metabolitos são capazes de reduzir a quantidade 

de células cancerígenas estaminais (CECs), foi realizado um ensaio de citometria de fluxo para a 

identificação da subpopulação ALDH+ utilizando o Kit ALDEFLUOR™. Os resultados obtidos indicaram 

que apenas os metabolitos hidroxitirosol e ácido maslínico mostraram capacidade de reduzir o número 

de CECs. Estes estudos vêm reforçar as evidências de que o azeite tem na sua composição compostos 

bioativos com potencial ação anticancerígena, nomeadamente o hidroxitirosol e o ácido maslínico 

através da redução da proliferação celular e atuação sobre as CECs.  

Palavras-chave: Cancro Colorretal; Compostos Fenólicos; Extrato de azeite; Metabolitos.  
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Abstract  
  

Colorectal Cancer (CRC) is a malignant neoplasm that affects 1.9 million people annually and is the 

third leading cause of cancer-related worldwide. Epidemiological studies indicate that the consumption 

of the Mediterranean diet, particularly extra virgin olive oil, is related to a reduction in the risk of 

developing CRC. This effect is primarily attributed to the presence of phenolic compounds in extra virgin 

olive oil, mainly hydroxytyrosol. To date, most studies have focused on hydroxytyrosol due to its 

antioxidant and anticancer properties. However, in addition to hydroxytyrosol, there are other phenolic 

metabolites in olive oil whose potential anticancer effects have been underexplored but may also play 

an important role in the CRC treatment. 

In this study, an extra virgin olive oil extract was subjected to an in vitro digestion simulation using a 

SHIME® dynamic model, which simulates the gastrointestinal tract (GIT). Digestion samples were 

obtained throughout the GIT (small intestine and colon) and were subsequently characterized by ultra-

high-performance liquid chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry (UHPLC Q-

Orbitrap) to identify the main metabolites. The aim of this thesis was to explore the potential antitumour 

effect of an extra virgin olive oil extract, the digestion samples, as well as the major metabolites derived 

from the metabolization of olive oil compounds throughout the in vitro digestion process, using two 

colorectal cancer cell lines, HT29 and LoVo in both 2D monolayers and 3D spheroid models. 

The antiproliferative activity assays of the extra virgin olive oil extract and the various digestion samples 

were carried on the HT29 cell line in 2D models. In parallel, cytotoxicity tests were conducted in the 2D 

model on the Caco-2 cell line, which mimics the intestinal epithelium. The results indicated that, 

although the extra virgin olive oil extract exhibited antiproliferative activity on the HT29 cells (EC50=0.07 

± 0.01mg/mL), the digestion-derived fractions did not show any relevant bioactivity, suggesting that the 

digestion process contributed to the loss of the extract's activity. to identify which olive oil metabolites 

could be contributing to the potential antiproliferative effect, 17 metabolites were selected for testing in 

antiproliferative assays in the 2D model using HT29 and LoVo cells, a cell line with more metastatic 

characteristics. The results indicated that 3-hydroxybenzyl alcohol, hydroxytyrosol, maslinic acid, 

ursolic acid, luteolin, 4-methylcatechol, apigenin, oleic acid showed the strongest antiproliferative 

effects on LoVo cells and were subsequently tested in a 3D CRC spheroid model using LoVo spheroids. 

In this model, the metabolites with the most potent antiproliferative effects were hydroxytyrosol, maslinic 

acid, luteolin and oleic acid. 

Finally, to assess whether these metabolites could reduce the population of cancer stem cells (CSCs), 

a flow cytometry assay was performed to identify the ALDH+ population using the ALDEFLUOR™ Kit. 

The results showed that only hydroxytyrosol and maslinic acid demonstrated the ability to reduce the 

number of CSCs. These studies reinforce the evidence that olive oil contains bioactive compounds with 

anticancer potential, particularly hydroxytyrosol and maslinic acid, through the reduction of cell 

proliferation and their acting on CSCs. 

 

Keywords: Colorectal Cancer; Phenolic Compounds; Extra virgin olive oil; Metabolites.  
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1. Introdução 
 

1.1. Cancro  

 

O cancro, ou tumor maligno, é classificado como uma das principais causas de mortalidade 

em todo o mundo no século XXI [1]. Este provém da divisão e proliferação celular desordenada e 

descontrolada, culminando na formação de células cancerígenas [2]. Através da circulação sanguínea 

e linfática, estas células possuem a capacidade de se espalhar e invadir por outras partes do corpo 

(metástase), sendo caracterizadas por alterações genómicas, aceleração do ciclo celular, crescimento 

invasivo, modificações na morfologia da superfície celular e perda de diferenciação. Morfologicamente, 

as células cancerígenas exibem uma redução do tamanho do citoplasma e alteração do tamanho, 

forma e estrutura dos núcleos. Estruturalmente, apresentam segmentação do núcleo, alterações na 

cromatina, aumento dos poros da membrana nuclear e mitoses sucessivas, resultando em defeitos no 

fuso mitótico provocando formas anormais dos cromossomas. O número e a estrutura das proteínas 

que atuam como recetores na superfície celular podem também ser alterados [3]. O cancro pode ser 

classificado em três categorias: carcinomas (advém de tecidos epiteliais), sarcomas (ocorrem nos 

tecidos conjuntivos e esqueléticos) e leucemias ou linfomas (originados a partir de células do sistema 

imunitário e de células estaminais da medula óssea), sendo que os carcinomas são responsáveis por 

90% dos casos [1]. A agência Internacional de Pesquisa do Cancro (IARC) fornece a avaliação da 

incidência, mortalidade e prevalência de 36 tipos de cancro em 185 países, estratificados por género 

e faixa etária [4]. A figura 1.1 ilustra a incidência e mortalidade dos 15 tipos de cancro mais prevalentes, 

sendo o cancro do pulmão o mais comum em ambos os géneros e o cancro da mama o mais comum 

em indivíduos do sexo feminino.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 1.1. Taxa padronizada por idade (mundo) por 100.000 habitantes, incidência e mortalidade, em ambos os 

géneros, 2022 [4]. 
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1.2. Cancro Colorretal (CCR)  

 

O cancro colorretal (CCR) caracteriza-se pela proliferação desregulada das células epiteliais 

do cólon e do reto, resultante de mutações que promovem maior expressão de oncogenes, e menor 

expressão de genes supressores de tumor e genes envolvidos na reparação do DNA [1,5]. Estas 

alterações genéticas culminam no desenvolvimento de tumores malignos no cólon ou no reto, 

frequentemente originados por pólipos, que são crescimentos benignos com potencial de 

transformação maligna ao longo do tempo. O CCR é a segunda neoplasia mais comum em indivíduos 

do sexo feminino e a terceira em indivíduos do sexo masculino [6], apresentando uma incidência e 

mortalidade aproximadamente 25% inferiores nas mulheres em comparação aos homens. Essas 

discrepâncias podem ser atribuídas a fatores genéticos, ambientais e geográficos, sendo mais 

acentuadas em países mais desenvolvidos devido a hábitos alimentares desfavoráveis, tabagismo, 

sedentarismo [7] e histórico de doenças crónicas [5]. Projeções indicam que a incidência de CCR 

poderá atingir 2.5 milhões de novos casos em 2035 [6].   

 

1.2.1. Diagnóstico  

 

A maioria dos casos de CCR tem origem em pólipos que podem evoluir para um estágio pré-

maligno denominado adenoma, que posteriormente pode dar origem a adenocarcinomas responsáveis 

pela maioria dos casos de CCR. Este geralmente é detetado em estágios avançados, sendo assim 

importante o diagnóstico precoce para prevenir o cancro ou para avaliar a resposta ao tratamento [6]. 

Para além da avaliação do histórico familiar existem outros métodos de diagnóstico tais como, 

programas de rastreio, colonoscopia [6,8], testes imunoquímicos fecais [9], testes de sangue oculto 

nas fezes, exames ao sangue [10], sigmoidoscopia flexível, exames de imagem (colonoscopia por 

tomografia computadorizada) [7] e ressonância magnética para avaliar a extensão do cancro. O 

diagnóstico por colonoscopia é o procedimento com maior sensibilidade para a deteção do CCR, pois 

permite a visualização direta do cólon e do reto para uma precisão maior na deteção de pólipos e da 

localização do tumor [7,11].  

Em pacientes com CCR, é realizada uma avaliação pré-operatória que inclui a avaliação 

endoscópica, clínica, radiográfica e bioquímica, de forma a fornecer informações sobre o diagnóstico 

e prognóstico acerca da gravidade do tumor, decidindo qual o tratamento mais adequado. Embora o 

cancro do cólon e do reto estejam histologicamente relacionados, o tratamento muitas vezes varia 

tendo em conta o estágio da doença e sua localização específica [12].  
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1.2.2. Fatores de risco, sinais e sintomas 

 

Diversos fatores de risco aumentam a probabilidade de desenvolver pólipos ou CCR, incluindo 

a idade avançada, histórico familiar, predisposição genética, padrões alimentares inadequados, falta 

de atividade física, envelhecimento da população, o tabagismo, a obesidade e os fatores ambientais. 

A prevalência desses fatores explica as discrepâncias geográficas e socioeconómicas na incidência 

de CCR [7]. O CCR geralmente é uma doença assintomática nos estágios iniciais, mas alguns 

pacientes podem apresentar sinais como sangramento retal, alterações dos hábitos intestinais, 

anemia, dor abdominal persistente, fraqueza e perda de peso [6]. A manifestação desses sintomas 

depende da localização e do tipo de lesão [10,13,14].  

Além disso, alguns pacientes têm sintomas a longo prazo, como fadiga, neuropatia sensorial, 

incontinência urinária e problemas gastrointestinais decorrentes de terapia. Para indivíduos com risco 

médio/alto de desenvolver CCR, recomenda-se que a triagem comece por volta dos 45 anos de idade 

[15], pois a triagem precoce e a deteção de pólipos podem reduzir a incidência e a mortalidade 

associadas ao CCR.  

 

1.2.3. Mecanismos patogénicos que originam o CCR e síndromes do CCR  

 

Os casos de CCR podem ser classificados com base no padrão de mutação [5] em esporádicos 

(70%) hereditários (5%) e familiares (25%). Os esporádicos ocorrem devido a mutações adquiridas ao 

longo da vida, devido a fatores de stress, sedentarismo e tabagismo. Os casos de cancro familiares 

são devido a uma maior incidência desta doença na família, mas sem um padrão de transmissão 

definido [5,10,13,16].  

Entre as síndromes hereditárias mais comuns associadas ao desenvolvimento de CCR estão 

a polipose adenomatosa familiar (PAF), a síndrome de Lynch (cancro colorretal hereditário sem 

polipose [HNPCC]) [7,10,16] e a polipose associada ao gene MUTYH (MAP) [8], com as duas primeiras 

representando aproximadamente 5% de todos os casos de CCR [11]. A PAF é uma condição 

autossómica dominante caracterizada pela formação de múltiplos pólipos adenomatosos no cólon e 

no reto, podendo evoluir para CCR se não forem tratados. A formação desses pólipos é atribuída a 

mutações no gene APC (Adenomatous Polyposis Coli) [17], que é um gene supressor de tumor que 

codifica uma proteína essencial na regulação da replicação do DNA e no controlo do crescimento 

celular [11]. A deteção de pólipos ocorre em cerca de 50% dos pacientes aos 15 anos de idade e em 

95% aos 35 anos de idade. Embora muitos pacientes sejam assintomáticos, podem apresentar sinais 

de sangramento retal e anemia [10,13]. A síndrome de Lynch é uma doença autossómica dominante 

que contribui para aproximadamente 2 a 3% dos casos de CCR. Ao contrário da PAF, a síndrome de 

Lynch não é caracterizada pela presença de pólipos intestinais, mas sim por mutações em genes que 

codificam proteínas envolvidas na reparação de erros durante a replicação do DNA [11]. Os principais 
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genes associados são: MSH2, MLH1, MLH6. Estas mutações levam à instabilidade microssatélite 

(MSI), um fenómeno que resulta na acumulação de mutações no DNA e, consequentemente, aumenta 

o risco de desenvolvimento do cancro [16,18]. A MAP é uma doença autossómica recessiva rara, 

causada por uma mutação germinativa bialélica no gene MUTYH (MutY DNA glycosylase), que é 

essencial para a reparação de danos oxidativos no DNA. As variantes mais comuns associadas à MAP 

são Y179C e G396D e indivíduos com esta condição geralmente desenvolvem pólipos no cólon entre 

os 60 e 70 anos de idade [10,13,19]. A natureza recessiva da MAP significa que a condição só se 

manifesta apenas quando ambos os alelos do gene MUTYH estão mutados [20].  

Para além destas mutações, a metilação do DNA é outro biomarcador importante no CCR. 

Existem três alterações moleculares que também desencadeiam o CCR: a instabilidade cromossómica 

(CIN), instabilidade de microssatélites (MSI) e hipermetilação de ilha CpG (CIMP) [5,21]. Esses 

mecanismos resultam em mutações no DNA, RNA e proteínas que podem ser detetadas no sangue e 

nas fezes e utilizadas posteriormente como biomarcadores [5]. A CIN é responsável por 80 a 85% dos 

casos de CCR [5], e envolve a acumulação de mutações causando alterações no número e na estrutura 

dos cromossomas [5]. Mutações em oncogenes, como proto-oncogenes KRAS GTPase (KRAS) e B-

Raf serina/treonina cinase (BRAF) e em genes supressores de tumor como APC e proteína tumoral 

p53 contribuem para a tumorigénese [22,23].  

Os microssatélites são sequências de DNA presentes no genoma humano e que estão sujeitos 

a erros durante a replicação do DNA devido à sua estrutura repetida [24]. O sistema de reparação de 

incompatibilidade de DNA (MMR) repara esses erros durante a replicação e recombinação do DNA, 

contudo, quando mutado acumula erros genómicos resultando em níveis de MSI [25], como observado 

na síndrome de Lynch ou em cancros esporádicos [24]. A deteção de MSI por PCR (reação em cadeia 

da polimerase) ou imuno-histoquimica (IHC) é importante para usar como diagnóstico para a deteção 

e classificação de tumores, incluindo no cólon [24,26]. A CIMP foi identificada em 17% dos casos de 

CCR e pode ativar ou silenciar a expressão de genes como a BRAF. A hipermetilação dos promotores 

de oncogenes leva à perda de expressão proteica e silenciamento genético [27]. 

As mutações somáticas em oncogenes como RAS, SRC e MYC são observadas no CCR, 

sendo que variantes de mutações RAS: HRAS, KRAS, NRAS estão presentes em 50% dos casos de 

CCR esporádicos. Atualmente, o gene ciclooxigenase (COX-2) tem um papel importante no 

desenvolvimento do cancro, pois inibe a apoptose e inicia a angiogénese. Contudo, diversos estudos 

estão a ser feitos para encontrar inibidores do COX-2 com o objetivo de arranjar uma terapia para o 

cancro, combatendo a resistência a fármacos [28].  
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1.2.4. Metastização  

 

A metástase é a disseminação de células cancerígenas do tumor primário para um órgão 

distante, sendo uma das principais causas de morte dos pacientes com CCR. Os locais mais comuns 

de metástase são o fígado e o peritónio [29]. A metastização é um mecanismo molecular complexo 

que inclui a migração e invasão de células cancerígenas, que circulam na corrente sanguínea 

alcançando locais distantes [30]. A colonização metastática não é apenas uma consequência das 

células cancerígenas, mas surge por interação entre células cancerígenas disseminadas [31].  

A EMT é um processo de transição epitelial-mesenquimal que altera a adesão e movimentação 

das células. As células que sofrem EMT passam a ter características invasivas e resistência à apoptose 

[32]. As células epiteliais são células que revestem a pele, o trato respiratório e gastrointestinal, são 

células aderentes e compactas e podem obter características fenotípicas mesenquimais, que migram 

e invadem novos tecidos. Este fenómeno é importante no desenvolvimento embrionário, mas também 

está associada à progressão e metástase tumoral. Quando as células epiteliais são expostas a fatores 

de stress oxidativo e radiação podem ocorrer mutações no DNA provocando a EMT. No entanto, as 

células também podem fazer o processo inverso, passando de mesenquimal para epitelial (MET) 

através da regulação por fatores de transcrição e sinalização celular (figura 1.2). Inibir a EMT e 

promover a MET pode ser útil para inibir as metástases e desenvolver novas abordagens terapêuticas  

[30,33]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Transição epitelial-mesenquimal (EMT) e mesenquimal-epitelial (MET) (Adaptado de [30]). 

 

Características: 

 Não invasiva 

 Polaridade celular: apical e 

basal 

 Compactas 

 Elevada expressão de 

moléculas de adesão celular 

 Expressão da proteína  

E-caderina (supressor de 

tumor) 

 

Características: 

 Invasão e migração  

 Baixa adesão  

 Altamente móvel 

 Expressão reduzida de 

moléculas de adesão celular 

 Diminuição da expressão da 

proteína E-caderina e 

aumento da Vimentina 

(migração celular) 

 

Célula Epitelial Célula Mesenquimal 

EMT 

MET 
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1.2.5. Células estaminais e a sua relação com o CCR  

 

Existem várias vias que podem desencadear o cancro, tais como inflamação, mutações em 

genes supressores de tumores, inibição da apoptose, angiogénese, alteração do ciclo celular, 

desregulação das vias de sinalização e de células estaminais, entre outros [34]. 

As células estaminais (CE) são células não especializadas do corpo humano, com capacidade 

de proliferação, autorrenovação e diferenciação em diferentes tipos de células especializadas [35]. 

Podem ser divididas de acordo com a sua capacidade de diferenciação em células totipotentes, 

pluripotentes, multipotentes e unipotentes [30]. As CE são essenciais para o desenvolvimento e 

reparação dos tecidos e podem ser classificadas em diferentes grupos: células estaminais residentes 

(ou estacionárias), células estaminais circulantes (ou migratórias), células estaminais embrionárias 

(CEE), células estaminais adultas ou somáticas (CEA), células estaminais induzidas (iPS), e células 

estaminais cancerígenas (CECs) [36,37]. As células estaminais residentes possuem a capacidade 

de autorrenovação e diferenciação em vários tipos de células especializadas dentro do tecido onde se 

encontram. Desempenham um papel fundamental na manutenção e regeneração dos tecidos, mas 

quando ocorrem alterações nos mecanismos de regulação podem contribuir para a heterogeneidade 

e progressão do tumor [37,38]. Podem ser classificadas como células estaminais hematopoiéticas, 

neurais e epidérmicas. As células estaminais circulantes têm capacidade de migração (dentro do 

corpo) e invasão pela corrente sanguínea através de sinais químicos e físicos em resposta a lesões, 

contudo, podem também levar à formação de metástases [39]. Podem ser classificadas em células 

estaminais mesenquimais e endoteliais [37]. As CEE são células derivadas de blastocisto, são 

pluripotentes e por isso capazes de se diferenciar em três camadas germinativas: endoderme, 

ectoderme e mesoderme. Esta capacidade importante de se diferenciarem em qualquer célula do 

organismo permite que estas células sejam muito importantes para investigações científicas [40]. As 

células somáticas são multipotentes e têm como função o crescimento e substituição de células [41], 

reparação de tecidos e diferenciação em células especializadas específicas do tecido [30]. As iPS são 

células geneticamente reprogramadas através de fatores de transcrição (Oct4, Sox2, Klf4 e c-Myc) 

para obter um estado pluripotente similar ao das CEE [42].  

Atualmente, presume-se que as CE são responsáveis pelo desenvolvimento e reincidência do 

CCR [43] e podem prevalecer mesmo após a quimioterapia [44]. As CECs são células não 

diferenciadas com características fenotípicas malignas e são derivadas de células estaminais 

intestinais. Estas células surgem devido a alterações genéticas e epigenéticas [45] que inativam genes 

supressores de tumores e ativam oncogenes (como o myc) [3,46]. Essas células são quimioresistentes 

e possuem a capacidade de autorrenovação e diferenciação (figura 1.3), tornando os tratamentos 

convencionais para pacientes com CCR ineficazes, estando assim possivelmente envolvidas no 

desenvolvimento e metástase do CCR [37]. A sua capacidade de pluripotência permite-lhes gerar 

células cancerígenas com diferentes fenótipos, contribuindo para o crescimento do tumor primário e o 
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aparecimento de novos tumores [47]. As CECs podem ser identificadas através de citometria de fluxo 

com marcação fluorescente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Modelo de células estaminais cancerígenas (Adaptado de Biorender). 

 

As características fenotípicas e genéticas fundamentais das CE são a autorrenovação, 

proliferação programada, diferenciação e vias de sinalização reguladas. Contudo, quando estão 

disfuncionais levam ao desenvolvimento do cancro [47]. As vias de sinalização Wnt/β catenina, 

Hedgehod e Notch são cruciais para a regulação de diversos processos celulares, incluindo 

proliferação, diferenciação e migração, importantes para o crescimento do organismo, mas podem 

levar à proliferação celular descontrolada e resistência ao tratamento do cancro quando desreguladas 

[47,48].  A erradicação das CECs é um dos principais objetivos do tratamento desta doença, através 

de imunoterapia e inibidores de histonas desacetilases [46].  

 

1.2.6. Biomarcadores de CCR 

 

De acordo com o instituto nacional de saúde dos Estados Unidos [49], os biomarcadores são 

moléculas, proteínas e ácidos nucleicos obtidos a partir de tecido da biópsia, sangue, fezes ou urina 

[50]. Os marcadores moleculares nas fezes são importantes para a deteção de DNA tumoral, sendo 

que os mais utilizados no CCR são a determinação de MSI e as mutações no KRAS, p53, e APC devido 

à sua alta sensibilidade e especificidade que depende do tamanho e localização do tumor [49]. Têm 

como objetivo classificar o tumor, determinar o prognóstico da doença e administrar o tratamento mais 

adequado. As proteínas especificas da superfície celular são importantes para identificar 

precocemente vários tipos de células responsáveis pela progressão e reincidência do cancro e são 

essenciais para a conceção de estratégias eficazes de tratamento [37,51]. Alguns dos biomarcadores 

das CECs colorretais incluem: CD44, CD133, CD24, EpCAM, ALDH e CD29 (tabela 1.1).  
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Tabela 1.1. Marcadores de superfície de CECs no CCR. 

 

Biomarcador Função Referências 

CD44 

Glicoproteína presente na superfície 

celular envolvida na resistência à 

quimioterapia, adesão e migração 

celular. 

[37,51,52] 

CD133 

Glicoproteína importante na formação de 

células estaminais. Está associada à 

reincidência do CCR. 

[37,51,52] 

CD24 Proteína associada à adesão celular [37,52] 

EpCAM 
Molécula de adesão associada à 

metástase. 
[37,51,52] 

ALDH 

Enzima associada a uma diferenciação 

inadequada, metástase e resistência a 

medicamentos. Está relacionada com o 

estágio avançado de CCR. 

[37,52] 

CD29 

Molécula de adesão celular importante 

para regular a diferenciação e a 

autorrenovação. 

[37,52] 

 

 

1.2.7. Tratamento do CCR 

 

Diversos estudos sobre a expressão génica têm como objetivo comparar o tecido tumoral com 

o tecido normal, em diferentes estágios da doença, com o intuito de obter informações acerca do 

prognóstico e tratamento. Através da localização das metástases, progressão do tumor e a presença 

de biomarcadores encontra-se o tratamento mais promissor para cada paciente [1,5].  

Existem diversos tratamentos para o CCR, tais como cirurgia laparoscópica  [6,7] utilizada em 

70% dos pacientes, em qualquer idade e que não apresentem doença metastática [3,46]; radioterapia 

[7]; terapia sistémica; cirurgia extensa para doença metastática; terapias ablativas locais para 

metástases; quimioterapia paliativa para pacientes com doença avançada [10] ou alto número de 

metástases [8,16]; terapia direcionada e imunoterapia [6,7]. Embora estes tratamentos sejam 

fundamentais para a sobrevivência do paciente, o prognóstico é a melhor forma de prevenir doenças 
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não metastáticas. Os pacientes com CCR são estratificados em 4 estágios com base na gravidade da 

doença (figura 1.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4. Representação dos diferentes estágios do CCR (Adaptado de [53]). 

 

Cada estágio requer terapêuticas especificas para aumentar a eficácia do tratamento. Na 

tabela 1.2 estão relacionados os vários estágios da doença com o tratamento mais promissor para 

cada estágio. 
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Estágio III 

Estágio IV 
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Tabela 1.2. Estágios de CCR e a sua relação com os tratamentos. 

 

Estágios do 

CCR 
Definição Tratamento Referências  

Estágio I 

As células cancerígenas estão 

presentes, mas não se 

disseminaram. Os pacientes 

não apresentam metástases. 

Cirurgia [5,54] 

Estágio II 

Os pacientes têm metástases 

que possivelmente podem ser 

removidas. 

Quimioterapia para 

reduzir o número e 

tamanho das 

metástases e Cirurgia 

[54,55] 

Estágio III 

O estado da doença é 

avançado, logo o objetivo é 

diminuir a agressividade da 

mesma. O cancro já se 

espalhou para os gânglios 

linfáticos 

Quimioterapia ou 

Radioterapia 
[5,54] 

Estágio IV 

Estado muito avançado da 

doença. O tumor já se espalhou 

para vários órgãos (metastático) 

Imunoterapia, 

quimioterapia ou 

radioterapia 

[5,54] 
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1.3. Alimentos e compostos bioativos naturais e o seu impacto no CCR  

 

Os compostos naturais (flavonóides, antocianinas, carotenóides, etc) são substâncias 

biologicamente ativas presentes em plantas [56] e são fatores importantes para a prevenção e terapia 

de CCR. Enquanto uma alimentação à base de carnes vermelhas e gorduras contribui para o 

desenvolvimento do CCR, uma dieta rica em frutas e vegetais é importante para manter um cólon 

saudável [57], pois os alimentos são fonte de macronutrientes (proteínas e gorduras), micronutrientes 

(vitaminas e minerais) e de compostos naturais (compostos bioativos) importantes para a saúde [58]. 

Os compostos fitoquímicos (ex. compostos bioativos) são produzidos através de fontes naturais como 

plantas e fungos e podem ter várias funções como: antioxidante, anti-inflamatória, de regulação 

hormonal, indução de apoptose e anticancerígena [59].  

Os compostos bioativos podem ser extraídos das plantas, identificados por técnicas analíticas 

(i.e., cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-MS)), purificados e testados em 

ensaios pré-clínicos (cultura de células in vitro ou em animais in vivo) e em ensaios clínicos com 

humanos [60]. Apesar destes compostos naturais serem importantes para desenvolver novos 

quimioterápicos ou para aumentar a eficácia dos medicamentos tradicionais, estes apresentam 

algumas desvantagens, nomeadamente baixa estabilidade e dificuldade de extração de fontes naturais 

[61]. 

A combinação de agentes quimioterápicos sintéticos com compostos naturais é importante 

para evitar resistência ao tratamento e aumentar a eficácia da quimioterapia [62]. Os medicamentos e 

terapias são importantes no combate de diferentes doenças, nomeadamente de CCR, contudo, 

também podem afetar as células saudáveis havendo efeitos colaterais no paciente [63]. 

Estima-se que os hábitos alimentares contribuam para cerca de 50% dos casos de CCR, pelo 

que a implementação de uma alimentação saudável pode ser uma forma de prevenir o CCR. A dieta 

mediterrânica (DM) caracterizada pela ingestão de frutas, vegetais e cereais [64], constitui um fator 

muito relevante para a proteção contra diversas doenças, nomeadamente doenças cardiovasculares e 

CCR [65,66]. Os prebióticos são compostos naturais dietéticos que melhoram a função do intestino e 

do cólon com o objetivo de ter um trato gastrointestinal (TGI) saudável. A modulação dietética da 

microflora intestinal através de prebióticos e probióticos previne o desenvolvimento de CCR [58]. 

Para além das propriedades benéficas para a saúde humana, os compostos fitoquímicos são 

também responsáveis pela cor, sabor e odor, sendo estas características influenciadas pela cultura e 

condições ambientais [67]. Os compostos fitoquímicos são classificados como primários e secundários. 

Os primários são vitais para a vida vegetal e incluem carboidratos, aminoácidos e proteínas. Os 

secundários são compostos produzidos pelas células através das vias metabólicas e têm funções 

antioxidante, anti-inflamatória, antiviral, antifúngica, antimicrobiana e anticancerígena [68,69].  

Segundo a Food and Drug Administration (FDA), mais de 60% dos medicamentos utilizados 

no tratamento do cancro são de origem natural, no entanto, o uso dos compostos fitoquímicos em 
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conjunto com quimioterápicos sintéticos pode ter um efeito sinérgico ou aditivo aumentando a 

toxicidade em células cancerígenas [61]. Os compostos fitoquímicos estão divididos em diferentes 

classes: alcalóides, terpenóides, carotenóides, fitoesteróis, saponinas, glucosinolatos e glicosídeos 

[70,71].  

Os compostos fenólicos são metabolitos secundários de origem vegetal [72] e são um dos 

antioxidantes naturais mais abundantes na dieta [67]. Têm demonstrado bioatividades importantes 

como atividade antioxidante, anti-inflamatória e anticancerígena e atuam como agentes protetores 

contra a luz ultravioleta e insetos [73]. Estudos demonstram que os compostos fenólicos têm efeitos 

antiproliferativos in vivo e in vitro em diversas células cancerígenas e pouca citotoxicidade em células 

normais [74]. Contudo, estes compostos também têm desvantagens como baixa absorção pelo TGI, 

baixa estabilidade e rápida degradação. Assim, foi importante desenvolver técnicas mais avançadas 

como o encapsulamento, para melhorar a biodisponibilidade e a libertação controlada dos compostos 

em aplicações alimentares ou farmacêuticas [75]. O encapsulamento por microesferas, nanocápsulas 

ou lipossomas protege os compostos de condições adversas, facilita a absorção pelo TGI e direciona 

os compostos para o local desejado para uma maior eficácia [76].  

Os compostos fenólicos podem ser divididos em ácidos fenólicos, flavonóides, estilbenos, 

cumarinas e taninos (figura 1.5) [77]. Apresentam atividade anticancerígena demonstrada em células 

de leucemia, próstata, e CCR [78], devido à diminuição do crescimento e da viabilidade celular, inibição 

da proliferação de células e indução de apoptose (morte celular programada) [79]. 

 

Figura 1.5. Classificação dos compostos fenólicos (Adaptado de [80,81]). 

 

Todos os compostos fenólicos têm na sua estrutura pelo menos um anel de benzeno com um 

grupo hidroxilo (-OH). As flavonas são as mais abundantes em frutas e vegetais e incluem a apigenina 

e a luteolina [82,83].  
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A biodisponibilidade dos compostos fenólicos corresponde à quantidade e eficácia com que 

estes compostos são digeridos, absorvidos, metabolizados e excretados pelo organismo. (É o processo 

de absorção dessas moléculas através do intestino para o sistema circulatório após a ingestão de 

alimentos). Após a ingestão, muitos compostos fenólicos são digeridos e absorvidos no estômago e 

no intestino delgado, sendo posteriormente metabolizados no fígado. Os que não são absorvidos 

chegam ao cólon e podem ser fermentados por bactérias intestinais levando à formação de novos 

metabolitos menores ou ácidos fenólicos. A absorção de gorduras fenólicas derivadas de alimentos 

está associada à redução de doenças crónicas [84].  

Relativamente às espécies reativas de oxigénio (ROS), estas são metabolitos reduzidos do 

oxigénio e são importantes para regular processos celulares. Contudo, quando desreguladas podem 

levar a doenças, incluindo o cancro pois promovem o desenvolvimento de stress oxidativo o que leva 

ao aumento da proliferação celular [78,85]. O stress oxidativo induz a expressão de genes pró-

inflamatórios que recrutam mediadores imunológicos provocando a acumulação de danos moleculares 

que desregulam a expressão de genes envolvidos no processo de tumorigénese, incluindo a 

reparação, proliferação, morte celular e angiogénese [86]. Contudo, existem ROS exógenas que 

favorecem a morte celular das células cancerígenas com altos níveis de stress oxidativo, ao invés das 

células normais que podem manter a homeostase redox [78]. Quando a regulação de ROS é feita 

corretamente, esta é responsável pelas propriedades anticancerígenas colorretais de compostos 

bioativos [87]. Contrariamente, quando desregulado promove a progressão do cancro.  

 

1.3.1. Compostos fenólicos do azeite virgem extra e o CCR 

 

O cultivo das oliveiras faz-se em países mediterrânicos como Portugal, Espanha, França, Itália 

e Grécia, sendo as azeitonas a matéria-prima utilizada para a extração do azeite. A grande produção 

de azeite virgem extra (Olea europaea) apresenta alto teor de compostos bioativos, como os ácidos 

gordos, secoiridóides, fenóis simples, flavonóides e triterpenos [77,86]. O hidroxitirosol [78], tirosol e a 

oleuropeína são os compostos fitoquímicos mais abundantes na azeitona verde [86]. 

O azeite virgem extra é a principal fonte de gordura mais saudável e a mais utilizada na DM e 

está associado à redução da incidência e prevalência de CCR [88]. As propriedades anticancerígenas 

do azeite virgem extra têm sido atribuídas ao seu elevado teor de ácidos gordos monoinsaturados 

(MUFA), esqualeno, tocoferóis, triterpenos e compostos fenólicos [89]. O hidroxitirosol é o composto 

fenólico mais importante do azeite virgem extra devido ao seu papel antiproliferativo em várias linhas 

de células tumorais [90]. Apesar de haver estudos que mencionam que o hidroxitirosol induz a 

apoptose e aumenta a degradação do recetor do fator de crescimento epidérmico nas células de CCR, 

pouco se sabe acerca dos seus mecanismos moleculares subjacentes, bem como sobre o efeito dos 

metabolitos colónicos derivados do azeite virgem extra no CCR [91].  
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A ingestão diária de azeite nas populações mediterrânicas é de 30-50 mL [92] pois é uma 

gordura monoinsaturada que reduz também os níveis de colesterol total e de lipoproteína de baixa 

densidade (LDL). Os fenóis são os compostos mais estudados, sendo que a fração insaponificável é 

constituída por compostos fenólicos e a fração saponificável contém os MUFA (ex. ácido oleico) 

[77,93]. A composição dos ácidos gordos varia com o estágio de maturação dos frutos e as condições 

de cultivo das oliveiras, representando cerca de 98% da fração lipídica no azeite [94]. O azeite virgem 

extra é extraído da azeitona apenas por meios mecânicos ou físicos de modo a não alterar o azeite e 

a sua composição em compostos bioativos. É obtido a partir de azeitonas não fermentadas que contêm 

baixa quantidade de ácidos gordos livres e altos níveis de fenóis [77]. Durante o amadurecimento da 

azeitona, a composição fenólica sofre variações. Nomeadamente, a oleuropeína é consumida e 

favorece o aumento do tirosol e hidroxitirosol; na fase de maturação existe diminuição da clorofila e da 

oleuropeína e na maturação final há formação de antocianinas, escurecimento das azeitonas e 

diminuição dos níveis de oleuropeína. O grau de maturação é importante de forma a prever a época 

correta da colheita, dando origem a um azeite com maior qualidade e com maior conteúdo fenólico 

[86]. Através de diversos estudos realizados concluiu-se que a DM, apresenta ação protetora contra 

diversas doenças cardiovasculares, obesidade e o cancro (figura 1.6). Os compostos do azeite (i.e. 

compostos fenólicos, triterpenos, entre outros) inibem a proliferação de células cancerígenas, 

promovem a apoptose e desempenham efeitos favoráveis sobre a microbiota intestinal. Esta degrada 

algumas substâncias encontradas no azeite, produzindo metabolitos com ação anticancerígena 

durante a digestão [77]. Técnicas analíticas são importantes para a identificação e quantificação 

desses metabolitos no azeite virgem extra responsáveis pelos efeitos benéficos [95]. Os efeitos 

biológicos dos compostos bioativos são dependentes da bioacessibilidade e biodisponibilidade. O 

primeiro corresponde à quantidade de compostos fenólicos extraídos da matriz do azeite que 

conseguem atravessar a barreira intestinal e o segundo remete à quantidade de compostos fenólicos 

que é digerida, absorvida e metabolizada [96].   

Os compostos presentes nas plantas podem ser metabolizados ao longo do processo de 

digestão e fermentação com a microbiota, formando metabolitos mais ou menos ativos. E por isso, 

nesta área de estudo dos efeitos dos alimentos na saúde torna-se importante conhecer o impacto do 

processo de digestão na formação de metabolitos potencialmente ativos.  
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Figura 1.6. Benefícios do azeite virgem extra na saúde humana (Adaptado de Biorender). 

 

 

1.3.2. Impacto da digestão e fermentação microbiota nos compostos presentes 

no azeite virgem extra  

 

A microbiota intestinal ou flora intestinal é constituída por diversos microrganismos que 

habitam o TGI e que são responsáveis pela homeostase do organismo e pela integridade do epitélio. 

Estes microrganismos, na sua maioria bactérias (Bifidobacterium e Lactobacillus) [5,10], não são 

patogénicos, ajudam na absorção química, sintetizam vitaminas [97] e estão envolvidos em processos 

metabólicos, como a fermentação bacteriana no cólon produzindo ácidos gordos de cadeia curta que 

servem de fonte de energia para as células intestinais  [98,99]. A maior parte da microbiota reside no 

intestino grosso (cólon), contudo os microrganismos também estão presentes no intestino delgado. 

Exerce um papel fundamental na manutenção da saúde do hospedeiro, desempenha funções vitais no 

metabolismo e protege contra agentes patogénicos [99]. A colonização bacteriana no intestino é 

importante para o desenvolvimento de respostas imunes inatas e adaptativas do hospedeiro, 

permitindo que o sistema imunológico desenvolva tolerância a antigénios microbianos que levam a 

respostas alérgicas e inflamatórias [99]. O desequilíbrio da microbiota (disbiose), ou seja, a alteração 

do número de bactérias não patogénicas ou o aumento do número de bactérias patogénicas 

(Escherichia coli e Enterobacteriaceae) está relacionada com o ambiente inflamatório na mucosa 

intestinal e com a maior concentração de ROS que pode levar a distúrbios gastrointestinais [100], 

doenças autoimunes, alergias e CCR, devido a estilos de vida como alimentação, uso de antibióticos 

e genética [101,102]. Este desequilíbrio pode servir como biomarcador para a deteção, prognóstico e 

tratamento de doenças [10]. A metabolização de compostos fitoquímicos, como flavonóides, pela 

microbiota pode originar metabolitos bacterianos intestinais que podem ser detetados por 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (GC-MS) e por LC-MS e exercer efeitos 
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biológicos como atividade antioxidante, anti-inflamatória e anticancerígena [99,103].  Estes metabolitos 

podem chegar ao cólon por: fração alimentar não absorvida, metabolitos resultantes da recirculação 

entero-hepática, ou devido ao transporte basolateral-apical das células intestinais [104,105].  

Diversos estudos indicam que a DM tem influência na microbiota sendo que a ingestão de 

compostos fenólicos contribui para uma microbiota intestinal saudável [77,104]. Foi relatado que o 

azeite virgem extra tem influência diferente na microbiota intestinal (devido às suas propriedades 

anticancerígenas e anti-inflamatórias) em comparação com outras gorduras que têm efeitos negativos 

na saúde, agravando o desenvolvimento de diversas doenças [106]. O azeite virgem extra é uma 

gordura rica em monoinsaturados e pode ser consumido no estado natural ou refinado. A digestão de 

gorduras é um processo complexo onde diversas reações promovem a hidrólise de proteínas, lípidos 

e carboidratos que podem ser absorvidos pela parede intestinal. Os lípidos são macronutrientes 

também constituídos por triglicéridos e a sua absorção e digestão envolve atividades enzimáticas e 

alterações físico-químicas [107]. A hidrólise de triglicéridos em moléculas mais pequenas, através de 

lípases (gástrica e pancreática) origina ácidos gordos e monoglicéridos que são absorvidos pelas 

células intestinais [108]. A absorção e digestão da fração saponificável é um processo complexo pois 

a caraterística hidrofóbica dos lípidos é um fator limitante da sua digestão devido ao carácter hidrofílico 

das lípases [109].  

Uma dieta rica em azeite virgem extra pode aumentar a diversidade da microbiota intestinal 

promovendo um equilíbrio de microrganismos benéficos, protegendo a mucosa intestinal reduzindo a 

permeabilidade intestinal que está associada à disbiose [110]. No cancro, a interação entre a 

inflamação da mucosa, o stress oxidativo e a microbiota intestinal podem influenciar a patogénese do 

CCR.  

 

1.3.3. Métodos de digestão in vitro e in vivo  

 

Os modelos de digestão in vivo e in vitro são utilizados para estudos da digestão e fermentação 

de alimentos ao longo do TGI. Idealmente, a digestão dos alimentos devia ser estudada in vivo em 

humanos ou animais [111], pois fornecem resultados mais reais, precisos e diretos. Contudo, devido a 

questões éticas e às diferenças existentes entre os sistemas digestivos, foi importante desenvolver 

modelos in vitro. Estes modelos podem ser estáticos, dinâmicos e mecânicos (tabela 1.3) [112] e 

simulam todo o processo digestivo, com características extremamente controladas de pH, quantidade 

de enzimas digestivas, ácidos e temperatura [113]. Esses modelos são muitas vezes projetados para 

operar em condições estáticas e simulam a digestão humana ao longo do TGI [114–116].  

Existem algumas vantagens e desvantagens relativamente a estes modelos. Os modelos de 

estudo in vitro permitem avaliar a bioacessibilidade dos nutrientes, são menos dispendiosos e mais 

rápidos quando comparados aos modelos in vivo, e diminuem a exposição a riscos tanto para as 

pessoas como para os animais [117,118]. No entanto, estes modelos não conseguem replicar a 
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complexidade da absorção e digestão no TGI. Por outro lado, os modelos in vivo permitem o estudo 

mais complexo do organismo e permitem avaliar a forma como os alimentos se comportam no 

organismo vivo. Contudo, são estudos mais invasivos, dispendiosos e demorados [117,119]. Assim, 

tendências futuras estão a direcionar-se para o uso de modelos in vitro, para o uso de organoides e 

para a utilização de tecnologias para melhorar a aplicação dos modelos de investigação.  

 

Tabela 1.3. Tipos de modelos de digestão in vitro implementados por diversos autores.  

 

Tipos de Digestão in 

vitro 
Função Tipos de modelo Referências 

Simulador do 

ecossistema 

microbiano intestinal 

humano (SHIME®) 

Simular o TGI. Consiste 

em cinco reatores que 

simulam o estômago, 

intestino delgado e cólon 

Multicompartimental e 

Estático 
[113,120,121] 

Modelo gastrointestinal 

TNO’s (TIM) 

Simular o TGI. Consiste 

no estudo 

da absorção de 

nutrientes no intestino 

delgado 

Multicompartimental e 

Dinâmico 
[113,120,121] 

Modelo gástrico 

dinâmico (DGM) 

Simular processos 

bioquímicos e mecânicos 

da digestão gástrica 

humana 

Compartimental único e 

Dinâmico 
[113,120] 

Simulador gástrico 

humano (HGS) 

Simular a atividade 

peristáltica 
Dinâmico [113,120] 

Simulador de digestão 

gástrica (GDS) 

Simular a digestão 

gástrica 
Dinâmico [113,120] 

Sistema dinâmico 

estômago-duodeno de 

rato (DRSD) 

Simular o estômago e 

intestino delgado 
Dinâmico [113] 

Sistema dinâmico 

estômago-intestino 

humano (DHIS) 

Simular o estômago e 

intestino delgado 
Dinâmico [113] 

Modelo artificial do 

cólon (ARCOL) 
Simular o cólon 

Sistema de fermentação 

semicontínuo 
[120] 

Simulador do TGI 

(SIMGI) 
Simular o TGI 

Multicompartimental e 

estático 
[120] 

Modelo de estômago e 

intestino delgado 

(ESIN) 

Simular o TGI 
Multicompartimental e 

dinâmico 
[120] 

 

1.3.4. Deteção de metabolitos após a digestão de matrizes alimentares   

A metabolómica é a ciência que estuda os compostos químicos de baixo peso molecular 

presentes em biofluídos, tecidos e amostras biológicas. Os metabolitos são as entidades funcionais 

finais que dão informação acerca de fenótipos fisiológicos ou patológicos [93]. A análise metabolómica 
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está dividida em não direcionada (identificação dos metabolitos sem recurso a padrões de referência) 

e a direcionada (identificação ou quantificação de metabolitos com recurso a padrões de referência) e 

as técnicas analíticas mais utilizadas para a deteção de metabolitos são a LC e a GC acopladas à 

espetrometria de massa (MS) e à ressonância magnética nuclear (RMN) [122,123]. A LC é a mais 

utilizada para metabolitos não voláteis devido à sua sensibilidade e versatilidade, cobrindo uma vasta 

rede de metaboloma. Requer desproteinização com solventes polares dependendo da amostra [93].  

Os modelos in vitro são utilizados para avaliar a bioacessibilidade de compostos específicos 

de uma matriz alimentar. Assim a digestão de alimentos ao longo do TGI seguida da análise 

metabolómica tem como objetivo perceber a biodisponibilidade de compostos que são libertados, 

absorvidos ou modificados ao longo do processo digestivo e identificá-los [125]. A deteção de vários 

metabolitos de diferentes classes encontrados ao longo do TGI são importantes para o estudo do 

potencial efeito anticancerígeno, antioxidante, anti-inflamatório, antimicrobiano, antiviral, entre outros. 

O destino dos metabolitos ao longo do TGI pode variar pois pode haver absorção no intestino delgado 

e metabolização no fígado. Os resíduos que não foram absorvidos podem chegar ao cólon onde ocorre 

a fermentação microbiana através de bactérias, resultando na libertação de metabolitos que podem 

influenciar positivamente a saúde do hospedeiro [126]. Os metabolitos formados após a 

biotransformação de compostos fenólicos têm uma maior disponibilidade para a absorção, e por vezes 

maior atividade biológica do que os compostos originais. A quantidade de compostos fenólicos 

libertados durante a fermentação colónica aumenta a solubilidade da matriz alimentar e a sua interação 

com a microbiota [127].  
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1.4. Sistema Digestivo  

 

1.4.1. Intestino delgado e cólon  

 

O intestino delgado e o cólon são fundamentais no sistema digestivo. O intestino delgado tem 

cerca de 3.05 metros de comprimento e 2.5 cm de diâmetro e está dividido em três regiões: duodeno, 

jejuno e íleo [97]. O duodeno recebe o quimo, o jejuno é responsável pela maior parte da absorção e 

digestão e o íleo, último segmento do intestino delgado, direciona o alimento para o intestino grosso 

[138]. O lúmen intestinal é a região interna ao intestino onde ocorre a absorção e digestão dos 

alimentos e o dialisado intestinal corresponde aos nutrientes que são absorvidos no intestino e passam 

para corrente sanguínea (figura 1.7). As células da mucosa do intestino delgado são os enterócitos e 

são compostos por uma borda em escova que é constituída por microvilosidades que revestem a 

superfície apical [97,139,140].  

O intestino grosso tem 7 cm de diâmetro, é a parte final do TGI e tem como função finalizar a 

absorção de nutrientes e água e transformar os resíduos em fezes. É constituído pelo ceco, cólon, reto 

e ânus. O cólon é um órgão tubular e está dividido em diferentes partes: ascendente, transverso, 

descendente e o sigmoide [141] e o reto. O cólon é constituído por 4 camadas: mucosa, submucosa, 

muscular externo e serosa [138] que são importantes para a absorção, nutrição e movimento do 

conteúdo no intestino [142]. Uma fração dos polifenóis ingeridos não são absorvidos pelo intestino 

delgado e chegam ao cólon, onde podem posteriormente servir de substratos para a microbiota 

colónica residente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7. Representação do intestino delgado e do cólon (Adaptado de Biorender). 

 

1.4.2. Processo de digestão dos alimentos ao longo do TGI 

 

O sistema digestivo é formado pelo TGI, pâncreas, vesícula biliar e fígado. O TGI é constituído 

pelo trato superior (cavidade oral, faringe, esófago, estômago e intestino delgado) e inferior (intestino 

grosso, reto e ânus) [143] e por órgãos acessórios, fígado, pâncreas e vesícula biliar, estendendo-se 
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anatomicamente da boca ao ânus (figura 1.8) [140,144]. As principais funções do TGI são: ingestão e 

digestão de alimentos, absorção de nutrientes, secreção de enzimas e água e excreção de resíduos 

[138,145]. A digestão de alimentos é um processo contínuo e dinâmico de decomposição enzimática 

e mecânica dos alimentos para sua posterior absorção pela corrente sanguínea. A necessidade de 

digestão dos alimentos advém da presença de macronutrientes, como gorduras, carboidratos e 

proteínas que precisam de ser decompostos em moléculas mais acessíveis pelo epitélio intestinal para 

serem absorvidos. A digestão engloba dois processos fundamentais: a digestão mecânica e a digestão 

química [97,146]. O processo de digestão inicia-se na cavidade oral, onde as enzimas das glândulas 

salivares, como a amílase digerem carboidratos e gorduras [146]. Posteriormente, os alimentos 

mastigados (bolo alimentar), percorrem o esófago e o esfíncter relaxa permitindo a sua passagem para 

o estômago [140]. Este tem 4 funções importantes: armazenamento, mistura, fragmentação e 

esvaziamento [113]. Quando os alimentos chegam ao estômago, as enzimas estomacais, como a 

pepsina decompõem as proteínas em péptidos e aminoácidos [147] e a acidez do estômago (pH=1.5 

a 2.0) destrói os microrganismos ingeridos com alimentos. A cada duas horas, ocorrem contrações 

estomacais que promovem a movimentação do conteúdo estomacal, formando o quimo, para o 

intestino delgado (lúmen) [142] onde ocorre a continuação da digestão. No intestino delgado o pH sobe 

(6-7) devido à segregação de bicarbonato pelo pâncreas e os alimentos são misturados com sucos 

digestivos (sais biliares e enzimas pancreáticas) e degradados em unidades mais pequenas [146] com 

a ajuda de outros órgãos como pâncreas, fígado e vesícula biliar para uma fácil absorção e digestão 

[148]. As paredes intestinais são responsáveis pela absorção de aproximadamente 90% da água e dos 

nutrientes digeridos para a corrente sanguínea [97,113,142]. Após a absorção dos nutrientes pela 

corrente sanguínea (dialisado) [143], o bolo alimentar não absorvido e não digerido é conduzido para 

o intestino grosso, onde ocorre a remoção de água e eletrólitos e a formação das fezes, com a ajuda 

das bactérias anaeróbias obrigatórias [114]. As fezes resultantes são armazenadas no reto [144,149] 

e posteriormente expelidas para o exterior através do ânus, com a ajuda da contração dos músculos 

retais [97,142].  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8. Anatomia humana e o percurso de digestão dos alimentos (Adaptado de [147]). 
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1.5. Linhas e modelos celulares utilizados como ensaios in vitro na 

análise pré-clínica de compostos com potencial ação 

anticancerígena 

 

As linhas celulares são sistemas de modelos in vitro utilizados em diferentes campos de 

investigação médica, principalmente em doenças como cancro e na descoberta de novos fármacos 

[150]. São isoladas diretamente de organismos vivos e depositadas em bancos de células [151], como 

o ATCC (American Type Culture Collection) que contém várias linhas celulares cancerígenas 

importantes para entender a biologia celular, ação de fármacos e mecanismos das doenças [151]. As 

linhas celulares de CCR são originárias de tumores malignos e são ferramentas amplamente utilizadas 

para entender o desenvolvimento do cancro, mecanismos oncogénicos, alvos terapêuticos e a eficácia 

dos medicamentos anticancerígenos (tabela 1.4) [152]. As linhas celulares cancerígenas incluem uma 

população celular homogénea e quando armazenadas nas condições certas, mantêm a sua genética 

e as suas características de origem [153–155]. Na tabela 1.4 estão exemplificadas várias linhas 

celulares de CCR e as suas características. 
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Tabela 1.4. Linhas celulares de CCR.  

 

Linha celular Localização Características Referências 

LoVo 
Linha celular isolada de um paciente 

com CCR, estágio IV 

Células epiteliais, 

aderentes e metastáticas 
[153–155] 

HT29 
Células epiteliais isoladas de 

adenocarcinoma colorretal 

Células epiteliais e 

aderentes; Mutações no 

gene APC 

[153–155] 

HCT116 
Linha celular do adenocarcinoma do 

cólon 

Células epiteliais e 

aderentes; Mutações no 

gene KRAS 

[153–156] 

SW480 
Células isoladas do intestino grosso 

de um paciente com CCR Dukes C 

Células epiteliais e 

aderentes; Mutações no 

KRAS e p53 

[153–

155,157] 

SW620 
Células isoladas do intestino grosso 

de um paciente com CCR Dukes C 

Células epiteliais, 

aderentes e 

Invasivas; Mutação no 

KRAS 

[153–155] 

DLD-1 
Linha celular do adenocarcinoma do 

cólon  

Células epiteliais e 

aderentes; Expressão de 

marcadores 

 

[153–

155,158] 

Caco-2 
Células epiteliais isoladas de 

adenocarcinoma colorretal  

Células epiteliais e 

aderentes; simula a 

barreira intestinal 

[153–155] 

RKO 
Linha celular do adenocarcinoma do 

cólon pouco diferenciada 

Células epiteliais e 

aderentes; Têm MSI 
[153–155] 

LS174T 
Linha celular do adenocarcinoma do 

cólon 

Células epiteliais e 

aderentes; Mutações na via 

de sinalização Wnt 

[153–155] 

 
 

Destas 9 linhas celulares de CCR, as HT29, LoVo e Caco-2 são as mais importantes para o 

presente estudo. A linha celular HT29 tem morfologia epitelial e foi isolada em 1964 a partir de um 

paciente com tumor primário com adenocarcinoma colorretal. Estas células demonstraram um alto 

consumo de glucose, crescem em multicamada de células indiferenciadas e quando cultivadas em 

condições de cultura adequadas expressam diferentes vias de diferenciação de enterócitos, sendo 

uma linha celular pluripotente. Possuem mutações em genes relacionados com o CCR, nomeadamente 

o gene APC e podem ocorrer alteração em proteína, como a E-caderina [159,160]. As células HT29 

não são usadas apenas para estudar a biologia do cancro, mas também para a resposta imune 

intestinal à infeção bacteriana, sobrevivência e adesão de microrganismos [161]. A linha celular LoVo, 

uma linha mais metastática, foi isolada em 1971 de um paciente com adenocarcinoma do cólon, tipo 

C de Dukes, estágio IV. É caracterizada por mutações no gene APC e na proteína tumoral p53. Estas 

células são importantes para observar o efeito de compostos anticancerígenos e perceber como é que 

estas células desenvolvem resistência [162]. A linha celular Caco-2 são células do epitélio intestinal 
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humano, confluentes e indiferenciadas e são obtidas a partir de um adenocarcinoma do cólon humano. 

Quando as células Caco-2 se diferenciam, estas apresentam uma determinada semelhança 

morfológica e funcional com os enterócitos do intestino delgado. Esta diferenciação ocorre 

espontaneamente quando as células crescem em monocamada numa cultura de longa duração 

[163,164].   

Os modelos celulares in vitro em monocamada (2D) e em cultura tridimensional (3D) (figura 

1.9) são importantes para estudar a biologia celular, a resposta a fármacos, o comportamento das 

células e tecidos em diferentes condições, e para reduzir o uso de animais em laboratório [165]. As 

culturas de células em modelos 2D crescem num frasco de cultura estático com superfícies sólidas e 

aderentes. As vantagens desta cultura incluem a manutenção simples, reprodutibilidade e baixo custo, 

no entanto, não representam a estrutura tridimensional dos tecidos vivos, o microambiente tumoral 

nem a heterogeneidade do tumor devido à falta de interação célula-célula ou célula-matriz in vivo [151]. 

O microambiente tumoral in vivo é composto por diferentes tipos de componentes celulares que 

rodeiam as células tumorais, tais como células imunes, células endoteliais, metabolitos e matriz 

extracelular (ECM), permitindo o crescimento e metástase tumoral [166]. Para superar as limitações 

do modelo 2D, desenvolveram-se modelos 3D [165]. Existem 2 tipos de modelos dinâmicos 3D: 

esferóides e organóides que imitam a complexidade dos tecidos. Os esferóides são agregados de 

células em suspensão que podem representar uma ampla gama de células como tecidos tumorais, 

corpos embrionários, hepatócitos e tecidos neurais [167].  

Relativamente ao cancro, o esferóide tumoral com tamanho apropriado (> 500 µm de diâmetro) 

assemelha-se ao microambiente tumoral pois é constituído por várias camadas onde as células têm 

comportamentos funcionais e metabólicos diferentes [168]. Apresenta uma estrutura organizada, com 

forma esférica, uma zona com células senescentes e um núcleo interno apoptótico e necrótico devido 

à falta de nutrientes e transporte de oxigénio (O2) limitado [166,169]. O interior do esferóide tem um pH 

baixo (6.5) o que faz com que as células senescentes nessa zona comecem a produzir fatores que 

aumentam a proliferação das células malignas. Os esferóides formam agregados com características 

de tumores sólidos, reproduzindo melhor o comportamento tumoral in vivo do que em culturas de 

células 2D, permitindo a observação das interações célula-célula (diferenciação celular e proliferação), 

a absorção de nutrientes pelas células tumorais e os mecanismos de proliferação e diferenciação [166]. 

Estes modelos são usados para garantir uma avaliação precisa do potencial efeito anticancerígeno de 

compostos fitoquímicos e a identificação de potenciais terapêuticas contra o cancro  [170–172]. Em 

comparação com outros métodos de cultura de células 3D, os esferóides apresentam várias vantagens, 

incluindo uma maior relevância para a biologia tumoral, custos reduzidos, menor complexidade em 

relação aos modelos animais e reprodutibilidade [173]. Nem todas as linhas celulares têm a capacidade 

de originar esferóides, é necessário haver otimização do tempo da cultura celular e a densidade celular 

[166].  

https://www.moleculardevices.com/applications/cancer-research
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Os organóides são estruturas 3D derivadas de CE que mimetizam a estrutura e função dos 

órgãos humanos, como intestino, fígado e cérebro. São importantes para o estudo de hereditariedade, 

patologia e organogénese principalmente no cérebro pois têm pouca capacidade regenerativa [167]. 

Os organóides cancerígenos têm capacidade de autorrenovação e diferenciação, permitindo imitar as 

características dos tecidos cancerígenos. Podem ser criopreservados, criando um banco de células de 

diferentes tipos de cancro, sendo assim uma ferramenta útil para estudos pré-clínicos. Recentemente 

foi descoberto que a tecnologia de edição genética CRISPR-Cas9 permite introduzir mutações 

específicas nos organóides derivados de células estaminais intestinais, de forma a criar modelos de 

CCR que imitam mutações genéticas encontradas em pacientes com CCR, permitindo assim um 

estudo mais detalhado da doença. Esta edição com organóides pode ser importante para identificar 

alvos terapêuticos para o tratamento do CCR [166,169]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.9. Ilustração de modelos 2D e 3D (Adaptado de Biorender). 

 

Existem técnicas usadas em laboratório para a obtenção e formação de esferóides e 

organóides, tais como: sistemas de cultura agitados (ex. bioreatores) e estáticos (placas ULA - Ultra-

Low Attachment e hanging drop) [174].  

 

Os sistemas agitados (spinner vessels e reatores) consistem na agitação contínua de células, 

criando um ambiente propício para trocas de nutrientes e O2. Permitem monitorizar o crescimento 

celular e são fundamentais para a colheita de amostras [175,176]. Os bioreatores permitem a cultura 

de células num ambiente fechado e controlado e são muito utilizados na área da indústria farmacêutica 

na produção industrial de biofármacos ou vacinas [177]. As placas ULA permitem a formação de 

esferóides e são importantes para estudar a morfologia celular [178]. O hanging drop ou gota 

suspensa permite que as células se agrupem em gotículas formando o esferóide através da tensão 

superficial e da força gravitacional [176,179,180]. Na tabela 1.5 estão mencionadas algumas vantagens 

e desvantagens dos dois tipos de sistemas de cultura. 
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Tabela 1.5. Vantagens e desvantagens dos sistemas de cultura 3D. 

 

Sistema de cultura Vantagens Desvantagens Referências 

Sistema estático 

Fácil manuseio e 

menor risco de 

contaminação 

Limitação no 

crescimento celular 
[180] 

Sistema agitado 

Maior rendimento e 

fácil de monitorizar as 

condições (temperatura, 

pH) 

Difícil manuseio e 

maior risco de 

contaminação 

[180] 
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1.6. Objetivos  

 

Apesar de já existirem muitas evidências sobre o potencial efeito anticancerígeno dos compostos 

bioativos derivados do azeite em CCR, existem poucos estudos sobre o efeito bioativo dos metabolitos 

derivados do processo de digestão do azeite. Assim, este projeto teve como objetivo estudar o efeito 

antiproliferativo de metabolitos intestinais derivados do azeite em células de CCR. O projeto foi dividido 

em 3 partes, nomeadamente:  

 

1. Estudo do impacto da digestão na composição fitoquímica de um extrato derivado de 

azeite virgem extra rico em compostos fenólicos.   

 

Numa primeira fase, foram utilizados os métodos de cromatografia líquida de ultra 

eficiência acoplada à espectrometria de massa de alta resolução, Orbitrap (UHPLC Q-Orbitrap) 

para identificar os compostos e metabolitos presentes no extrato de azeite e nas respetivas 

frações do intestino delgado e cólon derivadas de um processo de digestão in vitro. O método 

de digestão foi o SHIME® que consiste na simulação da digestão de um extrato de azeite ao 

longo do TGI. O principal objetivo desta primeira fase foi estudar o impacto da digestão na 

composição fitoquímica do extrato. 

 

2. Avaliação da atividade antiproliferativa do extrato de azeite antes e após o processo de 

digestão assim como as amostras de digestão e os principais metabolitos, em linhas de 

CCR- HT29 e LoVo.  

 

Nesta fase, o extrato de azeite, as amostras de digestão (intestino delgado lúmen e 

dialisado e o cólon) e os metabolitos detetados foram testados em modelos 2D na linha celular 

HT29 para avaliar o seu potencial efeito antiproliferativo. Paralelamente foram realizados 

testes de citotoxicidade, no extrato de azeite e nos metabolitos, no modelo 2D na linha celular 

Caco-2 que mimetiza o epitélio intestinal. O extrato de azeite e os metabolitos foram também 

testados em modelos 2D na linha LoVo, uma linha celular com características mais 

metastáticas.  

 

3.  Avaliação da atividade antiproliferativa e ação sobre as CECs dos metabolitos mais 

promissores em modelos 3D de CCR  

 

Nesta fase final, os metabolitos com maior efeito antiproliferativo (álcool 3-hidroxibenzilo, 

hidroxitirosol, ácido maslínico, ácido ursólico, luteolina, 4-metilcatecol, apigenina e ácido 

oleico) testados em modelos 2D na linha celular LoVo, foram testados em modelos 3D, 
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esferóides LoVo. Posteriormente, os metabolitos com maior efeito antiproliferativo em modelos 

3D (luteolina, hidroxitirosol, ácido maslínico e ácido oleico) foram utilizados para ensaios de 

citometria de fluxo utilizando o kit ALDEFLUOR™ para detetar o impacto nas subpopulações 

de ALDH+ que estão associadas às CECs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este mestrado está inserido no projeto VOOmics- Metodologias ómicas para identificar propriedades 

anticancerígenas no azeite virgem (PTDC/BAA-AGR/4732/2021) financiado pela FCT/MCES. 
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2. Metodologia   

 
2.1. Materiais e Reagentes    

 

Neste trabalho, foram utilizados os seguintes equipamentos: leitor de microplacas de 

fluorescência – fluorímetro (FLx800, BioTek, software Gen5, EUA); microbalança (Sartorius, 

Alemanha); incubadora (NUAIRE US AUTOFLOW, EUA) a 37ºC, 5% CO2; câmara de fluxo laminar 

(NUAIRE Biological Safety Cabinets, EUA); microscópio ótico invertido (Leica Microsystems DFC 7000 

T); banho de aquecimento (Julabo, 37ºC, EUA); autoclave (Tuttnauer 3870, EUA); vortex mixer 

(Labnet, EUA); UHPLC Dionex UltiMate 3000 UHPLC com Thermo Q-Exactive Focus Orbitrap (Thermo 

Fisher Scientific, EUA); contador de células automatizados (Thermo Fisher Scientific, EUA); 

microcentrífuga (VWR Micro Star 30R, EUA) utilizada a 200 g, 27ºC; centrífuga (Beckman Coulter, 

EUA); sonicador (ARGO LAB, Itália); citómetro Guava® easyCyte HT System (versão 2.7) (Merck 

MiliporeSigma, EUA); medidor de pH (Mettler Toledo, EUA).  

Os reagentes utilizados para os ensaios antiproliferativo e de citotoxicidade foram: meios de 

cultura Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM) usado para a linha celular Caco-2 (HTB-

37™, ATCC, EUA) e Ham’s F-12K Nutrient Mixture, Kaighn’s Mod (F12K) utilizado para cultura celular 

de LoVo (CCL-229™, ATCC, EUA), ambos provenientes da Corning (EUA); Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI 1640) utilizado para a cultura celular de HT29 (HTB-38™, ATCC, EUA) e soro fetal de 

bovino (FBS) ambos provenientes do Biowest -The Serum Specialist (França); tampão fosfato-salino 

(PBS) pH 7.4, tripsina-EDTA (0.25%), aminoácidos não essenciais (MEM NEAA) e 

penicilina/estreptomicina (P/S), provenientes de Gibco (Thermo Fisher Scientific, USA); solução Trypan 

Blue 0.4% (Thermo Fisher, Grand Island, EUA), reagente PrestoBlue™ (Thermo Fisher Scientific, 

EUA); dimetilsulfóxido (DMSO) ≥ 99.7% e etanol absoluto ≥ 99.8% (Fisher Scientific, EUA); água bi- 

destilada (ddH2O); 3 tipos de azeites virgem extra (Sovena, Portugal); amostras de digestão in vitro do 

azeite (intestino delgado: lúmen e dialisado e cólon) obtidas pela ProDigest Gastrointestinal Expertise 

(Bélgica) e padrões de metabolitos: hidroxitirosol (C8H10O3), tirosol (C8H10O2), ácido ursólico 

(C30H48O3), luteolina (C15H10O6), álcool 3-hidroxibenzilo (C7H8O2), ácido maslínico (C30H48O4), ácido 

metilmalónico (C4H6O4), ácido 4-hidroxibenzóico (C7H6O3), 4-metilcatecol (C7H8O2), apigenina 

(C15H10O5), ácido oleico (C18H34O2), oleaceína (C17H20O6), oleocantal (C17H20O5), ácido salicílico 

(C7H6O3), ácido desoxicólico (C24H40O4), diosmetina (C16H12O6) e ácido p-cumárico (C9H8O3), 

provenientes de Sigma-Aldrich (Missouri, EUA) e Extrasynthese (Genay, França).  

Para o ensaio de citometria de fluxo foi utilizado o kit ALDEFLUOR™ (STEMCELL 

TECHNOLOGIES, Canadá) que contém o reagente fluorescente ALDEFLUOR™; reagente 

dietilaminobenzaldeído (DEAB, 1.5mM) 95% de etanol (EtOH); ácido clorídrico (HCl, 2N); DMSO e 

tampão ALDEFLUOR™.  
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2.2. Métodos 

 

2.2.1. Preparação do extrato de azeite virgem extra rico em compostos fenólicos  

 

O extrato de azeite virgem extra rico em compostos fenólicos foi preparado e caracterizado no 

Instituto de Biologia Experimental e Tecnológica (IBET) e foi obtido a partir de uma mistura de 3 tipos 

de azeite virgem extra (casa de Santa vitoria, Rosmaninho e Quinta Vale dos Lobos). Foi efetuada uma 

extração convencional com 50% de EtOH e foi evaporado até à secura. Posteriormente foi 

caracterizado em termos de composição de compostos fitoquímicos.  

O extrato de azeite foi caracterizado através do HPLC Vanquish ThermoScientific® equipado 

com um detetor de díodos (DAD) e uma coluna Luna 5 µm C18 100A (250 x 4 mm); Phenomenex® a 

35°C (HPLC-DAD-ED-FD). A fase móvel incluiu o eluente A: 0.5% de ácido fórmico (HCOOH) em água, 

e o eluente B: 90% de uma solução de acetonitrilo + 0.5% de HCOOH + 9.5% de água Milli-Q®. O 

tempo total foi de 60 min, a temperatura do autosampler foi de 12ºC, o volume de injeção foi de 10 µL 

e o intervalo de comprimento de onda de 190-680 nm. Esta caracterização teve como objetivo verificar 

o perfil cromatográfico obtido através da separação e identificação dos compostos fenólicos presentes 

na amostra, permitindo compreender a sua composição e concentração com base na análise dos picos 

gerados na cromatografia.   

 

2.2.2. Análise do extrato de azeite virgem extra rico em compostos fenólicos 

 

2.2.2.1. Simulação da digestão in vitro do extrato de azeite pelo método SHIME® 

O extrato de azeite (0.4 g – 26 mg de compostos fenólicos) foi submetido a condições que 

simulam in vitro a digestão nas diferentes partes do TGI superior (estômago e intestino delgado - lúmen 

e dialisado) e inferior (cólon ascendente, transverso e descendente) utilizando o Simulador do 

Ecossistema Microbiano Intestinal Humano (SHIME®). Este modelo de digestão foi aplicado pelo 

laboratório ProDigest Gastrointestinal Expertise, na Bélgica. O SHIME® é um sistema dinâmico in vitro 

multicompartimental que reproduz as condições fisiológicas, químicas e microbiológicas do TGI 

humano, permitindo o estudo da interação entre alimentos, compostos bioativos e a microbiota. Os 

objetivos desta simulação incluíram: a obtenção e avaliação das amostras de digestão de um 

extrato de azeite contendo compostos fenólicos durante a passagem pelo TGI superior humano, para 

análise de compostos bioativos; monitorizar o impacto dos compostos fenólicos do azeite no 

microbioma do cólon de um adulto saudável e detetar a composição da comunidade microbiana 

por análise de PCR quantitativo (qPCR). Para reproduzir com precisão o ambiente gastrointestinal in 

vivo, foram mantidas condições rigorosamente controladas tais como o pH, a temperatura, a 

concentração de enzimas e os tempos de incubação.  
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Figura 2.1. Representação do simulador do ecossistema microbiano intestinal humano (SHIME®) (Adaptado de 

[181]). 

O uso da tecnologia SHIME® envolve cinco reatores que simulam as diferentes partes do TGI 

(figura 2.1). Os dois primeiros seguem o princípio do fill-and-draw (enchimento e extração), 

reproduzindo diversas fases da absorção e digestão dos alimentos. As bombas peristálticas adicionam 

quantidades definidas de líquido pancreático e biliar aos compartimentos do estômago e do intestino 

delgado, respetivamente. Os três restantes reatores em sequência com agitação constante, volume 

controlado e ajuste de pH, simulam as porções ascendente, transverso e descendente do cólon 

[115,182] através de incubações com microbiota fecal humana. A análise das amostras nos diversos 

reatores ao longo do tempo, permitiu a avaliação da atividade metabólica microbiana através do 

controlo de vários parâmetros nomeadamente: pH (o grau de acidificação é uma medida da intensidade 

do metabolismo bacteriano, ou seja, fermentação), gás (é uma medida da atividade microbiana, ou 

seja, da velocidade de fermentação dos substratos), ácidos gordos de cadeia curta (avaliação do 

metabolismo microbiano de carboidratos e proteínas), lactato (produzido por bactérias, diminui o pH e 

atua como agente antimicrobiano), amónia (produto de degradação que resulta na produção de 

compostos tóxicos) e a determinação da composição da comunidade microbiana que foi avaliada 

através de um qPCR para enumerar microrganismos como: eFirmicutes, Bacteroides, Akkermansia 

muciniphila, Bifidobacterium e Lactobacillus [115]. As duas últimas são bactérias sacarolíticas 

benéficas e produzem altas concentrações de lactato, importante no ambiente do cólon devido às suas 

capacidades antimicrobianas [183]. Durante a simulação da digestão, foi efetuada a diálise estática 

através de uma membrana de celulose com o objetivo de simular a barreira intestinal, que naturalmente 

permite a passagem de pequenas moléculas para a corrente sanguínea e retém as moléculas maiores. 

Introduziu-se o conteúdo do intestino delgado na membrana de celulose com o intuito de simular a 

absorção intestinal, onde moléculas pequenas (< 3.5 kDa) tais como: aminoácidos, monossacarídeos 

e micronutrientes são absorvidas pela corrente sanguínea. Durante a simulação foram recolhidas 

diferentes frações/amostras de digestão ao longo do TGI: estômago (0h e 2h); intestino delgado: lúmen 

(1.5h; 3h e 4.5h); intestino delgado: dialisado (1.5h; 3h e 4.5h) e cólon (0h, 6h, 24h e 48h). Para cada 
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secção do TGI foi recolhido o produto de teste (com extrato de azeite) e o branco, que serve de controlo 

(sem extrato de azeite) (tabela 2.1).  

        Tabela 2.1. Amostras de digestão obtidas ao longo do TGI pelo SHIME®. 

 

 Amostras 

Secção TGI Branco Produto de Teste 

Estômago 0h A4 A1/A2/A3 

Estômago 2h A8/A9 A5/A6/A7 

Intestino delgado: lúmen 1.5h A13 A10/A11/A12 

Intestino delgado: lúmen 3h A21 A18/A19/A20 

Intestino delgado: lúmen 4.5h A29/A30 A26/A27/A28 

Intestino delgado: dialisado 
1.5h 

A17 A14/A15/A16 

Intestino delgado: dialisado 3h A25 A22/A23/A24 

Intestino delgado: dialisado 
4.5h 

A34 A31/A32/A33 

Cólon 0h B22/B23/B24 B19/B20/B21 

Cólon 6h B40/B41/B42 B37/B38/B39 

Cólon 24h B58/B59/B60 B55/B56/B57 

Cólon 48h B88/B89/B90 B85/B86/B87 
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Após simulação da digestão pelo SHIME®, apenas as amostras do intestino delgado e do cólon 

foram caracterizadas por cromatografia, nomeadamente HPLC-DAD-ED-FD para verificar o perfil 

cromatográfico e por cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de massa de 

alta resolução (UHPLC Q-Orbitrap) para a deteção dos metabolitos presentes. A sua bioatividade foi 

analisada em células de CCR-HT29, LoVo e Caco-2 que mimetiza o epitélio intestinal.  

 

2.2.2.2. Deteção de metabolitos nas amostras de digestão e no extrato de azeite por UHPLC Q-

Orbitrap 

O UHPLC é uma técnica analítica que visa a separação, identificação e quantificação de 

componentes em amostras líquidas através de interações com a fase estacionária e a fase móvel. Os 

componentes eluem a tempos diferentes (tempos de retenção) o que favorece a sua identificação. Em 

comparação com a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), o UHPLC oferece uma resolução 

superior, reduz o tempo de análise e melhora a eficiência na separação dos compostos [184,185]. O 

acoplamento de UHPLC com MS proporciona diversas vantagens, pois após a separação dos 

componentes por cromatografia, a espectrometria de massa, após a ionização dos compostos, permite 

a obtenção de espectros de massa dos diferentes compostos o que possibilita a identificação dos 

compostos com base na razão massa/carga (m/z) [186]. Esta técnica é aplicada no estudo de amostras 

biológicas, misturas orgânicas e inorgânicas complexas, bem como na identificação de compostos 

conhecidos e desconhecidos. Um dos avanços mais significativos foi o desenvolvimento do analisador 

de massa Orbitrap, capaz de caracterizar amostras biológicas com resoluções de até 500.000 a m/z 

200 [187] devido a três fatores principais: elétrodos de alta precisão em escala nanomérica, fontes de 

alta tensão e medições de massa por carga baseadas na frequência de oscilação dos iões. O 

analisador Orbitrap, constituído por dois elétrodos externos e um elétrodo central, funciona como 

analisador e detetor, oferecendo alta precisão e exatidão, simplicidade de uso, baixa necessidade de 

manutenção e é eficaz na deteção de compostos novos, de baixo peso molecular, de reduzida 

abundância e alta complexidade, sem comprometer a seletividade e a sensibilidade [188,189]. 

As amostras de digestão do extrato de azeite (intestino delgado e cólon), obtidas ao longo do 

TGI no sistema SHIME® (tabela 2.2), foram analisadas por UHPLC Q-Orbitrap equipado com ionização 

por electrospray (ESI), com o objetivo de identificar os metabolitos presentes (i.e., compostos fenólicos, 

sacarídeos, aminoácidos e ácidos gordos) no modo negativo. Após a injeção no sistema de UHPLC, 

os compostos do extrato de azeite foram separados numa coluna XBridge BEH C18 (130 Å, 3.5 µm, 

2.1 x 150 mm, Waters, MA, USA), utilizando como fase móvel água acidificada com 0.1% de ácido 

fórmico (eluição A) e acetonitrilo acidificado com 0.1% de ácido fórmico (eluição B). A separação 

cromatográfica baseou-se na interação dos compostos com a fase estacionária, de acordo com a sua 

polaridade, num gradiente de eluição com duração de 38.10 minutos e um fluxo de 0.317 mL/min. 



 
 
 
 
 

34 
 

Na fonte de ionização por ESI, os compostos com reduzida volatilidade ou termolábeis foram 

ionizados em modo negativo ([M-H]-), através da perda de protões, e transferidos da fase líquida para 

a fase gasosa. Posteriormente, no analisador de massa Q-Orbitrap, os iões moleculares foram 

separados com base na relação massa/carga (m/z) e fragmentados utilizando uma energia de colisão 

normalizada de 20, 40 e 60 eV, permitindo a obtenção de fragmentos específicos de acordo com a 

massa dos compostos. 

Os valores de m/z, juntamente com a abundância dos iões e a fragmentação MS/MS, foram 

utilizados para a identificação dos compostos. A análise de dados foi realizada com o software 

Compound Discoverer (versão 2.1), que facilitou a comparação dos dados obtidos com bibliotecas 

online, como mzCloud, ChemSpider e OliveNet™. Para uma identificação confiável, os compostos 

foram considerados quando: o score de semelhança com o espetro de fragmentação na biblioteca 

mzCloud foi igual ou superior a 80%; o valor de FISh (Fragment Ion Search) Coverage na biblioteca 

ChemSpider foi igual ou superior a 10%; a exatidão de massa estava no intervalo de -5 a 5 ppm. 

Adicionalmente, sempre que possível, a identificação dos compostos foi confirmada através da análise 

de padrões disponíveis no laboratório, como o hidroxitirosol, apigenina e outros, nas mesmas 

condições das amostras. Quando tal não foi possível, a identificação baseou-se na massa exata e nos 

fragmentos característicos dos metabolitos, com recurso às bibliotecas mzCloud, ChemSpider e 

OliveNet™. 

A tabela 2.2 mostra quais foram as amostras utilizadas para a deteção de metabolitos por 

métodos analíticos e quais foram utilizadas em ensaios celulares, explicados mais à frente (secção 

2.2.3). As amostras correspondentes ao estômago não foram utilizadas nos ensaios de bioatividade 

pois o foco desta tese é apenas o intestino e cólon.  
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Tabela 2.2. Análise das amostras obtidas através do SHIME®. 

 

Amostras Branco 
Produto de 

teste 

Amostras 
analisadas no 

UHPLC Q-
Orbitrap para 

identificação de 
metabolitos 

Amostras 
utilizadas em 

ensaios 
celulares 

Ambos 

Intestino 
delgado: 

lúmen 1.5h 
A13 A10/A11/A12 X X X 

Intestino 
delgado: 
lúmen 3h 

A21 A18/A19/A20 - X - 

Intestino 
delgado: 

lúmen 4.5h 
A29/A30 A26/A27/A28 - X - 

Intestino 
delgado: 

dialisado 1.5h 
A17 A14/A15/A16 - X - 

Intestino 
delgado: 

dialisado 3h 
A25 A22/A23/A24 - X - 

Intestino 
delgado: 

dialisado 4.5h 
A34 A31/A32/A33 - X - 

Cólon 0h B22/B23/B24 B19/B20/B21 - X - 

Cólon 6h B40/B41/B42 B37/B38/B39 X X X 

Cólon 24h B58/B59/B60 B55/B56/B57 - X - 

Cólon 48h B88/B89/B90 B85/B86/B87 X - X 
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Nos ensaios de bioatividade, o extrato de azeite foi testado em 3 linhas celulares, HT29, LoVo 

e Caco-2 para avaliar o possível efeito antiproliferativo e de citotoxicidade, respetivamente. As 

amostras de digestão mais relevantes para o presente estudo, intestino delgado (lúmen e dialisado) e 

cólon foram testadas em células HT29 de modo a verificar o potencial efeito antiproliferativo. A 

concentração destas amostras era desconhecida e por esta razão foram efetuadas diluições (1:2 - 

1:124) com base na concentração de hidroxitirosol presente no extrato de azeite (tabela 7.1 em anexo). 

Relativamente aos metabolitos isolados, detetados em cada fração ao longo do TGI através do UHPLC 

Q-Orbitrap, foram testados a diferentes concentrações em linhas de células HT29, LoVo e Caco-2 de 

modo a observar o possível efeito antiproliferativo e de citotoxicidade, em modelos 2D e 3D. 

2.2.2.3. Preparação do extrato de azeite, das amostras de digestão do extrato de azeite e dos 

metabolitos para ensaios celulares  

 

O extrato de azeite virgem extra foi pesado, dissolvido em EtOH (99%) e filtrado através de 

um filtro estéril de acetato de celulose para seringa com um tamanho de poro de 0.22 µm. O produto 

de teste (com extrato de azeite) e o respetivo branco (sem extrato de azeite) de cada amostra recolhida 

ao longo do processo de simulação da digestão foram também filtradas com um filtro de acetato de 

celulose. Os metabolitos utilizados foram dissolvidos no solvente mais adequado (DMSO, EtOH ou 

água estéril), e a solução foi filtrada utilizando filtros de acetato de celulose ou filtros de membrana 

nylon, dependendo do solvente, e foram armazenados a -20ºC. Estes compostos foram testados em 

diferentes linhas celulares HT29, LoVo e Caco-2 a diferentes concentrações e utilizados para ensaios 

antiproliferativos e de citotoxicidade em modelos 2D e 3D.  

 

2.2.3. Ensaios Celulares 

 

2.2.3.1. Cultura Celular  

 

As linhas de CCR derivadas de humanos são essenciais para avaliar compostos 

anticancerígenos, através de modelos de cultura de células 2D e 3D pois fornecem interações célula-

célula, célula-matriz e desenvolvem um microambiente cancerígeno [172]. As células foram 

observadas ao microscópio de modo a verificar a sua aderência e confluência ao frasco de cultura, 

sendo que a passagem das células só ocorre quando estas atingirem 70 a 80% de confluência. Quando 

as células são cultivadas em frascos de cultura passam por 4 fases formando a curva de crescimento 

(figura 2.2). A primeira fase é a fase de latência (fase Lag), que corresponde à fase em que as células 

se estão a ajustar às condições de cultura e não se dividem; a fase exponencial (fase Exp) em que 

as células começam a dividir-se e a atividade metabólica aumenta. É nesta fase que se pode avaliar o 

crescimento populacional e onde ocorre a passagem celular (subcultura). A fase estacionária, quando 

as células começam a sofrer alterações bioquímicas pois já consumiram todos os recursos disponíveis 
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e o seu crescimento diminui pois já atingiram aproximadamente 100% de confluência ficando assim 

mais suscetíveis a stress. Por fim, a fase de morte, em que a população de células vivas morre [190]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.2. Curva de crescimento das células (Adaptado de Sigma-Aldrich). 

 

A passagem celular foi realizada na câmara de fluxo laminar para manter o ambiente estéril e 

consistiu em observar a confluência das células ao microscópio (figura 2.3.A), descartar o 

sobrenadante (meio) (figura 2.3.B), lavar o frasco de cultura com tripsina 0.25% EDTA e a subsequente 

tripsinização (figura 2.3.C). Neste processo, foi adicionada tripsina ao frasco de cultura, colocando-o 

na incubadora a 37ºC para promover a desagregação das células da parede do frasco. Após este 

processo, a ação da tripsina foi neutralizada com meio de cultura. As células HT29 e LoVo foram 

cultivadas em meios específicos, Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) com um rácio 1:6 e 

Ham’s F-12K Nutrient Mixture. Kaighn’s Mod (F12K 1x) a uma proporção 1:3, respetivamente, ambos 

suplementados com 10% de soro fetal bovino (FBS) para favorecer o crescimento celular (figura 2.3.D) 

e foram colocadas na incubadora (figura 2.3.E). As células Caco-2 foram cultivadas em meio 

Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM), a um rácio 1:4, suplementado com 10% de FBS, 

1% de penicilina/estreptomicina (P/S) e 1% de aminoácidos não essenciais (NEAA). Todas as linhas 

celulares foram cultivadas em monocamada (2D), em frascos de cultura de 75 ou 175 cm2, de forma 

rotineira (cultivadas regularmente) e mantidas numa incubadora a 37ºC humidificada com 5% de 

dióxido de carbono (CO2). O crescimento celular foi monitorizado diariamente e o meio de cultura foi 

renovado a cada 3 dias. A deteção de contaminação microbiana foi realizada através da visualização 

de alterações fisiológicas do meio evidenciadas pelo acelerado metabolismo das bactérias.  

 

 

 

 

Figura 2.3. Ilustração do procedimento experimental para a cultura celular em modelos 2D. 

A. Observação da confluência das células; B. Descarte do sobrenadante; C. Tripsinização celular; D. Subcultivo 
das células em meio de cultura; E. inserção das células na incubadora importante para o seu crescimento 

(Adaptado de Biorender). 
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2.2.3.2. Ensaio antiproliferativo em linhas celulares HT29 e LoVo em modelos 2D  

O ensaio antiproliferativo consistiu na avaliação da viabilidade celular das linhas celulares 

HT29 e LoVo, após a exposição a diferentes compostos/extratos: extrato de azeite, amostras de 

digestão do intestino delgado (lúmen e dialisado) e do cólon bem como os metabolitos presentes 

nessas amostras de digestão (hidroxitirosol, tirosol, ácido ursólico, luteolina, álcool 3-hidroxibenzilo, 

ácido maslínico, ácido metilmalónico, ácido 4-hidroxibenzóico, 4-metilcatecol, apigenina, ácido oleico, 

oleaceína, oleocantal, ácido salicílico, ácido desoxicólico, diosmetina e ácido p-cumárico). Antes da 

realização deste ensaio, foi necessário visualizar a confluência das células ao microscópio, realizar a 

passagem celular conforme descrito anteriormente e fazer a contagem celular utilizando o contador de 

células. A contagem consistiu em retirar uma amostra da suspensão celular do frasco de cultura, 

colocar 100 µL do corante Trypan blue e 100 µL de suspensão numa microplaca de 96 poços e 

posteriormente colocar 10 µL desta mistura no contador de células. O Trypan Blue é um corante que 

permite observar a diferenciação entre células vivas e mortas pois penetra nas células com a 

membrana danificada tornando-as coradas. Posteriormente, uma suspensão celular contendo 1x105 

células/mL, foi preparada e inoculada nos 60 poços internos de uma microplaca de 96 poços (figura 

2.4). Os restantes poços foram preenchidos com água estéril, de forma a evitar a evaporação. Após a 

inoculação, as microplacas foram incubadas a 37ºC, numa atmosfera contendo 5% de CO2, durante 

24h.  

 

 

 

 

Figura 2.4. Ilustração da inoculação das microplacas com a suspensão celular HT29 e LoVo (Adaptado de 
Biorender). 

Após as 24h confirmou-se ao microscópio se as células estavam aderentes, e estas foram 

então incubadas com diferentes concentrações de amostras/compostos diluídas (tabela 2.3) durante 

72h a 37ºC, 5% CO2. As células incubadas apenas com meio de cultura suplementado com 0.5% FBS 

foram consideradas como controlo, e as células incubadas com o solvente correspondente ao 

composto a ser testado, diluído em meio com 0.5% FBS, foram usadas como controlo solvente (figura 

2.5).  

 

 

 

Figura 2.5. Ilustração da incubação das células HT29 e LoVo com diferentes compostos (Adaptado de 
Biorender). 
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         Na tabela 2.3 estão representadas as concentrações utilizadas do extrato de azeite e dos 

metabolitos detetados nas frações da digestão, nos ensaios antiproliferativos e de citotoxicidade em 

modelos 2D, nas linhas celulares de CCR- HT29 e LoVo e na linha celular Caco-2.  

 

Tabela 2.3. Concentrações utilizadas no extrato de azeite e nos metabolitos em modelos 2D nas linhas celulares 

HT29, LoVo e Caco-2. 

 

Metabolito Concentrações  

Extrato de azeite 0.0059 – 0.188 mg/mL 

Ácido metilmalónico 31.3 – 1000 µM 

Álcool 3-hidroxibenzilo 31.3 – 1000 µM 

Hidroxitirosol 6.12 – 400 µM 

Tirosol 31.3 – 1000 µM 

Ácido maslínico 3.06 – 100 µM 

Ácido ursólico 3.06 – 100 µM 

Luteolina 12.5 – 400 µM 

Ácido 4-hidroxibenzoico 125 – 1000 µM 

4-metilcatecol 31.3 – 1000 µM 

Apigenina 12.5 – 1000 µM 

Ácido oleico 0.6 – 5 µM 

Oleaceína 12.5 – 1000 µM 

Oleocantal 12.5 – 1000 µM 

Ácido salicílico 125 – 1000 µM 

Ácido desoxicólico 31.3 – 500 µM 

Diosmetina 12.5 – 1000 µM 

Ácido p-cumárico 12.5 – 1000 µM 

Para avaliar a viabilidade celular, 72h após a incubação, utilizou-se um reagente fluorimétrico, 

o PrestoBlue™ que é utilizado na câmara de fluxo laminar com a luz desligada de modo a evitar a sua 

degradação. Este método, rápido e não destrutivo, permite a reutilização das células para ensaios 

adicionais, bastando limpar os poços. O PrestoBlue™ é um reagente baseado na resazurina, um 

composto que é reduzido a resorufina fluorescente em células metabolicamente ativas. Isso permite a 

medição da atividade metabólica das células, que está diretamente relacionada à viabilidade celular. 

Uma maior intensidade de fluorescência indica uma maior viabilidade celular [191].  

As células foram submetidas a duas lavagens com PBS e posteriormente o reagente 

PrestoBlue™, diluído numa proporção de 1:20, foi adicionado a cada poço e a microplaca foi incubada 

durante 2h (figura 2.6). Posteriormente, a microplaca foi lida num leitor de microplacas de fluorescência 
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com uma excitação de 560 nm e uma emissão de 590 nm e os resultados foram expressos em termos 

de percentagem de células vivas em comparação com o controlo. As experiências foram realizadas 

em triplicado (exceto as amostras de digestão) e todos os resultados foram apresentados como, média 

± desvio padrão. O tratamento estatístico e o valor de EC50 (concentração da amostra necessária para 

reduzir 50% da população celular após 72h de incubação) foram calculados pelo software GraphPad 

Prism 10. 

 

 

  

Figura 2.6. Ilustração da avaliação da viabilidade celular em HT29 e LoVo através do reagente PrestoBlue™ 
(Adaptado de Biorender). 

 

2.2.3.3. Ensaio da citotoxicidade em linha celular Caco-2 em modelos 2D 

Para observar os efeitos da citotoxicidade de um composto, são utilizadas células Caco-2 

confluentes como modelo do epitélio intestinal humano. Com este ensaio avaliamos o grau em que um 

composto pode causar danos às células saudáveis. As células expostas a compostos citotóxicos 

podem sofrer necrose, apoptose, autofagia ou parar de crescer / dividir ativamente para diminuir a 

proliferação celular. Na descoberta de medicamentos, os compostos com efeito citotóxico normalmente 

são eliminados pois podem afetar também as células normais e não só as cancerígenas. Por outro 

lado, os compostos que atuam apenas em células cancerígenas são promissores para o tratamento 

do cancro  [192]. Antes de realizar este ensaio visualizou-se a confluência das células ao microscópio, 

realizou-se a tripsinização e fez-se a contagem celular. Posteriormente, preparou-se uma suspensão 

celular com densidade de 2x105 células/mL (figura 2.7) através da diluição das células no respetivo 

meio de cultura celular (DMEM) suplementado com 10% FBS. Esta suspensão foi posteriormente 

inoculada nos poços internos de uma microplaca com 96 poços, enquanto os poços restantes contém 

água destilada estéril.  

 

 

 

 

Figura 2.7. Ilustração da inoculação das microplacas com a suspensão celular Caco-2 (Adaptado de Biorender). 
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Ao contrário do que acontece com as células LoVo e HT29, só 8 dias após a inoculação é que 

as células de Caco-2 são incubadas com diferentes concentrações de amostras/compostos diluídas 

(extrato de azeite e metabolitos) (tabela 2.3), em meio de cultura suplementado com 0.5% FBS (figura 

2.8).  

 

 

 

Figura 2.8. Ilustração da incubação das células Caco-2 com diferentes compostos (Adaptado de Biorender). 

Após a incubação dos compostos durante 72h, as células foram submetidas a duas lavagens 

com PBS, e a viabilidade das células foi observada através do reagente PrestoBlue™ e avaliada 

através de um fluorímetro (figura 2.9), como descrito anteriormente. Foram avaliados os valores por 

IC50 e a viabilidade celular foi expressa em percentagem de células vivas relativamente ao controlo. As 

experiências foram realizadas em triplicado e todos os resultados foram apresentados como, média ± 

desvio padrão. Para calcular o IC50 e para fazer tratamento estatístico utilizou-se o software GraphPad 

Prism 10.  

 

 

 

 

 

 

Figura 2.9. Ilustração da avaliação da viabilidade celular em Caco-2 através do reagente PrestoBlue™ 
(Adaptado de Biorender). 

 

2.2.3.4.  Silanização e esterilização do spinner (3D) 

O processo de silanização é importante para reduzir a hidrofilicidade das superfícies de vidro 

e obter características hidrofóbicas. Este tratamento é essencial para preparar a superfície do frasco 

de cultura, garantindo que as células não se aderem. Para isto, foi utilizada uma solução de Hidróxido 

de Potássio (KOH), como agente de limpeza no frasco para remover o silano existente. De seguida, 

este foi lavado com água destilada e um volume de fenolftaleína foi adicionado para verificar a eficácia 

da lavagem. A fenolftaleína atua como indicador ácido-base e em meio básico (pH=8.2-10) muda a 

sua coloração para rosa, logo, se houver alteração de cor, o processo de lavagem do spinner teria de 

ser repetido. Após garantir a limpeza adequada, uma pequena quantidade de silano foi aplicada ao 

spinner e deixado a atuar durante 5 minutos. Posteriormente, adicionou-se tolueno, um solvente 

orgânico utilizado para dissolver o silano em excesso e facilitar a sua aplicação uniforme sobre a 
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superfície. De seguida, o spinner foi deixado a secar ao ar e autoclavado de modo a garantir a 

esterilização.  

2.2.3.5. Cultura celular 3D em spinner utilizando a linha celular LoVo  

 

O objetivo da cultura celular em modelos 3D é obter agregados de esferóides de células LoVo 

com características de tumores sólidos. Em 3D há uma maior reprodução do comportamento tumoral 

in vivo do que em 2D, e são usados para garantir uma avaliação precisa do potencial anticancerígeno 

de compostos [171,172].  

A cultura celular em modelos 3D foi iniciada com a passagem e a contagem celular descritas 

anteriormente. Após a contagem, foram realizados os cálculos para o inóculo e o volume calculado foi 

retirado do spinner e colocado num tubo de falcon de 15 mL. Centrifugou-se a 200 ×g, por 10 minutos 

para remover a tripsina; após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e adicionados 4 mL de 

meio de cultura F12K suplementado com 10% FBS ao tubo de falcon. O pellet foi ressuspendido para 

destruir os agregados celulares. Em seguida, foram adicionados 56 mL de meio de cultura ao spinner 

sendo posteriormente colocado num agitador magnético, a uma velocidade de 40 rotações por minuto 

(rpm). Acrescentou-se ao spinner os 4 mL do pellet ressuspendido do tubo de falcon (com uma 

densidade de 2.5 x 105 células/mL), totalizando 60 mL de volume (figura 2.10).  

Para a linha celular LoVo, o spinner foi colocado 4h na incubadora com uma atmosfera 

humidificada a 37ºC, com 5% CO2 em agitação (40 rpm) para formar agregados. Após as 4h, retirou-

se uma alíquota de 500 µL para confirmar a existência de agregados de esferóides (aproximadamente 

3 a 10 células juntas) e posteriormente acrescentou-se o restante volume (40 mL) para perfazer até 

aos 100 mL (volume final) e aumentou-se a rotação para 50 rpm. 23h após o inóculo alterou-se a 

rotação para os 60 rpm e manteve-se assim durante 8 dias. A partir do 4º dia e até ao 7º dia retirou-se 

50 mL de meio do spinner e colocou-se 50 mL de meio novo. O spinner foi colocado na incubadora 

durante 8 dias, até ao dia do ensaio antiproliferativo, com as tampas parcialmente abertas para permitir 

a oxigenação.  

 

 

 

 

Figura 2.10. Ilustração do método de cultura dos esferóides de LoVo (Adaptado de Biorender). 
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2.2.3.6. Ensaio antiproliferativo utilizando esferóides LoVo   

O objetivo do ensaio foi avaliar o potencial efeito antiproliferativo dos compostos em esferóides 

LoVo, obtidos no 8º dia de cultura. Os metabolitos selecionados para testar em modelos 3D foram os 

que obtiveram resultados mais promissores em modelos 2D: álcool 3-hidroxibenzilo, hidroxitirosol, 

ácido maslínico, ácido ursólico, luteolina, ácido oleico, 4-metilcatecol e apigenina. Foram selecionados 

com base no seu valor de EC50 (um menor valor de EC50 corresponde a um maior efeito 

antiproliferativo), classificação e localização na amostra.  

Para a realização do ensaio antiproliferativo em modelos 3D, o spinner contendo os esferóides 

foi mantido em agitação para facilitar a colheita dos mesmos (figura 2.11.F). Foi realizada uma diluição 

1:1 em meio de cultura F12K com 10% FBS e esta solução foi inoculada numa microplaca de 96 poços 

utilizando pontas de micropipeta cortadas para evitar a desagregação e destruição dos esferóides. Foi 

adicionado a cada poço da microplaca, 100 µL da solução e foram incluídos os controlos e o branco 

(meio de cultura e Trypan Blue) (figura 2.11). A microplaca foi analisada ao microscópio, para 

assegurar a presença de esferóides (figura 2.11.G). Antes do tratamento com os compostos, a 

viabilidade celular foi avaliada no tempo inicial (t=0h) e após 72h (t=72h) de modo a comparar as 

possíveis alterações na viabilidade celular ao longo do tempo. Para isso, ao t=0h foram adicionados 

10 μL de PrestoBlue™ a cada poço e as microplacas foram incubadas 2h (figura 2.11.H). 

Posteriormente as microplacas foram centrifugadas a 200 ×g durante 5 minutos e observadas ao 

microscópio de modo a localizar os esferóides e garantir que apenas o sobrenadante é removido. O 

sobrenadante foi transferido para uma microplaca preta de 96 poços pela mesma ordem e a 

fluorescência foi medida no fluorímetro. Realizaram-se as diluições apropriadas das concentrações de 

cada composto (tabela 2.4) e adicionaram-se a cada poço da microplaca transparente. A microplaca 

foi analisada ao microscópio, para confirmar se nenhum esferóide foi removido inadvertidamente. 

Foram incubadas as microplacas transparentes a 37⁰C, 5% CO2 na incubadora durante 72h. 

Tabela 2.4. Concentrações utilizadas nos metabolitos em modelos 3D na linha celular LoVo.  

 

Metabolito Concentrações (µM) 

Álcool 3-Hidroxibenzilo 500 – 40 000  

Hidroxitirosol 500 – 4000  

Ácido maslínico 12.5 – 100  

Ácido ursólico 125 – 1000  

Luteolina 50 – 400  

4-metilcatecol 125 – 1000  

Apigenina 125 – 1000  

Ácido Oleico 0.6 – 10  
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Após o período de incubação, as placas foram centrifugadas a 200 ×g durante 5 minutos, o 

sobrenadante foi descartado e adicionou-se 100 μL de PBS a cada poço para a lavagem. Centrifugou-

se novamente nas mesmas condições e em seguida foi adicionado o reagente PrestoBlue™ diluído 

num rácio 1:10 e incubou-se durante 2h. As microplacas foram lidas no fluorímetro após este tempo 

de incubação. O ensaio foi realizado em 6 ensaios independentes e foi efetuado utilizando 6 réplicas 

de cada concentração de composto; os resultados foram expressos em termos de percentagem de 

inibição de crescimento em relação ao controlo. Todos os valores de EC50 foram calculados a partir de 

curvas de dose-resposta utilizando o software GraphPad Prism 10. A estatística foi realizada através 

do software One-way ANOVA. O One-way ANOVA e o teste Post-hoc Tukey-HSD são testes de 

comparações múltiplas utilizados em conjunto para uma análise mais completa de diferenças entre 

vários grupos. O One-way ANOVA permite comparar as médias de três ou mais grupos, de modo a 

verificar se existe diferença estatisticamente significativa entre eles. O Tukey-HSD identifica quais ou 

grupos que têm médias significativamente diferentes caso o ANOVA indique que existe diferença 

significativa [193].  

 

 

 

Figura 2.11. Ilustração do ensaio antiproliferativo em modelos 3D. 

 F. esferóides em agitação; G. inoculação dos esferóides em microplaca; H. Avaliação da viabilidade celular 
através do reagente PrestoBlue™ (Adaptado de Biorender). 
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2.2.4. Ensaio de ALDEFLUOR™ através da citometria de fluxo  

A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para medir e analisar as características físicas e 

químicas de partículas num fluido. As células ou as partículas em suspensão são alinhadas e passam 

por um feixe de laser. Os detetores medem a dispersão da luz e a fluorescência é emitida. Existem 

diferentes parâmetros a serem medidos, tais como: o tamanho da célula que é determinado pela 

dispersão frontal da luz (FSC), complexidade da célula determinada pela dispersão lateral da luz 

(SSC) e a fluorescência que é determinada por fluorocromos ligados a anticorpos ou marcadores 

específicos [194].  

O ensaio de ALDEFLUOR™ é uma técnica especifica para identificar, avaliar e isolar células 

estaminais normais e cancerígenas baseadas na atividade da enzima aldeído desidrogenase (ADLH1). 

A alta expressão de ALDH1 foi relatada em várias linhas celulares: mamárias, endoteliais e neurais. O 

kit ALDEFLUOR™ contém um substrato fluorescente não tóxico, o BODIPY-aminoacetaldeído (BAAA), 

para ALDH1, que se difunde livremente em células intactas e viáveis. Na presença de ALDH1, o 

substrato BAAA é convertido em BODIPY-aminoacetato (BAA), um produto carregado negativamente 

que é retido dentro das células. As células com alta atividade de ALDH1 acumulam intracelularmente 

o BAA o que leva ao aumento da fluorescência, e podem ser analisadas por citometria de fluxo  

[195,196]. Através deste kit os objetivos foram identificar a subpopulação de CECs presentes na 

linha celular LoVo, através do reagente ALDEFLUOR™, pois as células metabolizam este reagente e 

tornam-se fluorescentes, sendo detetadas por citometria de fluxo com laser azul. Por outro lado, foi 

importante perceber se existiu diminuição da subpopulação de CECs quando os esferóides das 

LoVo foram incubados com compostos a diferentes concentrações (tabela 2.5) com efeito 

antiproliferativo (luteolina, hidroxitirosol, ácido oleico e ácido maslínico).  

Tabela 2.5. Concentrações utilizadas nos metabolitos no ensaio de citometria de fluxo utilizando o kit 
ALDEFLUOR™ 

 

Metabolito Luteolina Hidroxitirosol Ácido oleico Ácido maslínico 

Concentrações 

(µM) 
50 e 100 125, 250 e 500 1.5 e 3 12.5 e 25 

 

O ensaio consistiu em colocar 1 mL de esferóides LoVo em cada poço numa microplaca de 12 

poços, seguido de uma centrifugação a 200 ×g, 10 minutos, a 27ºC, após o que se retirou o 

sobrenadante sem remover os esferóides e colocou-se as diluições dos compostos feitas previamente. 
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Incubou-se a microplaca durante 72h, e após este período de incubação os esferóides foram recolhidos 

para eppendorfs, centrifugados, lavados com PBS e dissociados com tripsina. Por fim, fez-se a 

contagem celular de cada eppendorf, os respetivos cálculos de inóculo e colocou-se o inóculo em 

novos eppendorfs com uma densidade de 1x106 células/mL. Centrifugou-se, retirou-se o sobrenadante 

e ressuspendeu-se no tampão ALDEFLUOR™. Após isto, o kit ALDEFLUOR™ foi utilizado de acordo 

com as instruções do fabricante. São necessários 2 eppendorfs para cada condição: 1 eppendorf com 

células e 5 µL do reagente ALDEFLUOR™ (tubo teste) e um controlo negativo apenas com 5 µL do 

reagente DEAB (inibidor de fluorescência). Retirou-se 500 µL do tubo teste e colocou-se no tubo 

controlo, incubaram-se os eppendorfs durante 45 minutos a 37ºC, 5% CO2; após incubação, 

centrifugou-se, ressuspendeu-se o pellet em 500 µL de tampão ALDEFLUOR™ e os eppendorfs foram 

colocados em gelo até ser feita a análise das amostras. Antes de as amostras serem avaliadas no 

citómetro Guava (figura 2.12), estas foram homogeneizadas e filtradas de modo a evitar aglomerados. 

A análise de dados foi efetuada através do software GuavaSoft e foi feita a leitura de 5000 

eventos/amostra a uma taxa de fluxo de 100-500 eventos/segundo. A atividade da ALDH1 das 

condições de tratamento foi normalizada relativamente ao controlo solvente (CS), dividindo o valor da 

fluorescência medida das amostras pelo valor da fluorescência do CS.  

 

 

 

 

 

 

Figura 2.12. Ilustração do ensaio ALDEFLUOR™ através da citometria de fluxo. 

 Os esferóides LoVo foram incubados com hidroxitirosol, luteolina, ácido maslínico e ácido oleico. Após 72h 
realizou-se o ensaio através do kit ALDEFLUOR™. Teste: contém o reagente ALDEFLUOR™ (fluorescente); 

DEAB: inibidor de fluorescência (Adaptado de Biorender). 
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3. Resultados e Discussão  

 
3.1. Caracterização fitoquímica do extrato de azeite virgem extra rico em 

compostos fenólicos  

 

3.1.1. Caracterização fitoquímica do extrato de azeite  

O extrato de azeite foi preparado pelo iBET por extração convencional utilizando três tipos de 

azeite virgem. O extrato obtido foi analisado por cromatografia, nomeadamente HPLC-DAD-ED-FD 

para a identificação de compostos. Os resultados para a concentração de fenólicos totais, hidroxitirosol 

e tirosol estão presentes na tabela 3.1. O perfil cromatográfico correspondente ao extrato de azeite 

com a identificação dos picos do hidroxitirosol e tirosol está presente na figura 7.1 (em anexo).  

Tabela 3.1. Caracterização fitoquímica do extrato de azeite.  

 

Composto fenólico  Concentração (mg/g extrato seco)  

Compostos Fenólicos Totais  63.7 mg EAG/g* 

Hidroxitirosol  12.81 mg/g 

Tirosol 12.25 mg/g 

 
*miligramas de equivalentes de ácido gálico  

 

Este extrato foi utilizado nos ensaios de digestão in vitro utilizando o modelo SHIME®. Os 

ensaios foram realizados em triplicado com 0.4 g de extrato (que corresponde a 60 g de azeite – 

equivalente a 3 colheres de sopa).  

 

3.1.2.  Deteção dos metabolitos presentes nas amostras de digestão in vitro  

 

A análise metabolómica das amostras de digestão obtidas no SHIME® por UHPLC Q-Orbitrap 

possibilitou a deteção de vários metabolitos que foram testados posteriormente em ensaios de 

bioatividade. Na tabela 3.2 foram compilados os 17 metabolitos classificados em diferentes classes de 

compostos, e detetados nas diferentes amostras recolhidas ao longo do TGI (intestino delgado lúmen 

e dialisado e cólon). 
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Tabela 3.2. Classificação dos metabolitos presentes nas amostras de digestão in vitro por ULHPC Q-Orbitrap   

Metabolito ID 
Fórmula 
química  

Massa 
exata 
(ppm) 

Massa molecular 
(experimental) 

Correspondência 
mzCloud 

mz 
Logic 

Amostras 

(Deteção) 

Classificação 

Lúmen 
Intestinal** 

Dialisado**  Cólon** 
Extrato de 

azeite 

Ácido 
Metilmalónico 

 
C4H6O4 

-1.12 118.03 97.10 - X - X - Ácido Dicarboxílico 

Álcool 3-
Hidroxibenzilo 

C7H8O2 -0.95 124.05 92.40 - X - - X Fenol simples  

Hidroxitirosol* C8H10O3 -0.81 154.06 - 68.10 X X X X Fenol simples  

Tirosol C8H10O2 -0.97 138.07 - 60.18 - - - X Fenol simples  

Ácido Maslínico* C30H48O4 -1.14 472.35 98.40 - X X X X Ácido triterpénico 

Ácido Ursólico* C30H48O3 -1.03 456.36 - 89.01 X X X X Ácido triterpénico 

Luteolina C15H10O6 -0.72 286.05 72.00 - X - - X Flavonóide 

Oleaceína C18H34O2 -0.66 320.13 - 33.42 - - - X Secoiridóides 
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Oleocantal C17H20O5 -0.66 304.13 - 26.91 - - - X Secoiridóides 

Ácido Oleico C18H34O2 -1.26 282.26 99.90 - X - - X 
Ácidos gordos de 

cadeia longa 

Ácido 
Desoxicólico 

C24H40O4 -0.81 392.29 - 34.73 - - - X Ácido biliar 

Diosmetina C16H12O6 -0.68 300.06 81.70 - - - - X Flavonóide 

4-Metilcatecol C7H8O2 -0.95 124.05 92.40 - X - - X Catecol 

Ácido 4-
Hidroxibenzoico 

C7H6O3 -0.95 124.05 92.40 - X - - X 
Ácido 

Monohidroxibenzóico 

Ácido salicílico C7H6O3 -0.91 138.03 94.30 - - - - X 
Ácido 

Monohidroxibenzóico 

Ácido p-cumárico C9H8O3 -0.73 164.04 99.70 - - - - X Ácido hidroxicinâmico 

Apigenina* C15H10O5 -0.96 270.05 80.30 - X X X X Flavonóide 
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1

                                                
1 **As amostras de digestão do intestino delgado: lúmen e dialisado foram identificadas às 1.5h, 3h e 4.5h e do cólon às 0h, 6h, 24h e 48h. 
 *Compostos identificados por comparação com padrões.  
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Durante a simulação da digestão do extrato de azeite pelo SHIME®, os compostos fenólicos 

do azeite podem ser modificados por meio dos ácidos do estômago e por outros processos de digestão 

[197]. Os compostos fenólicos sofrem hidrólise no estômago, passam pelo intestino delgado e apenas 

alguns chegam ao intestino grosso onde podem ser metabolizados pela microbiota residente [198]. Os 

compostos que não chegam ao cólon geralmente são absorvidos, metabolizados ou excretados pela 

urina. A transformação dos compostos fenólicos pela microbiota intestinal pode influenciar o potencial 

terapêutico dos compostos. Além disso, as fermentações dos compostos fenólicos também podem 

gerar produtos, como ácidos gordos e fenóis simples que beneficiam o ambiente intestinal [199]. 

Na tabela 3.2 estão indicados os metabolitos identificados nas diferentes frações (intestino 

delgado e cólon). Alguns metabolitos foram apenas encontrados no extrato inicial - tirosol, oleaceína, 

oleocantal, ácido desoxicólico, diosmetina, ácido salicílico e ácido p-cumárico, e não foram detetados 

nas amostras de digestão ao longo do TGI, tendo sido metabolizados e originados novos metabolitos 

[200]. A título de exemplo, a hidrólise da oleuropeína no TGI origina o hidroxitirosol [201].  

 Há compostos que foram identificados tanto no extrato não digerido como nas frações 

provenientes do intestino delgado (lúmen), nomeadamente: ácido 4-hidroxibenzóico, 4-metilcatecol, 

ácido oleico, luteolina, e álcool 3-hidroxibenzilo. A presença destes compostos no intestino delgado 

sugere que são estáveis à hidrólise ácida e à ação enzimática no estômago [197]. No intestino delgado, 

as enzimas podem metabolizar estes compostos, convertendo-os em formas mais simples, deixando 

de aparecer nas amostras do cólon [200]. O ácido metilmalónico está presente no cólon e no intestino 

delgado (lúmen) mas não foi detetado no azeite, o que significa que a produção deste composto pode 

ser favorecida pela interação entre a microbiota e os produtos de digestão do azeite [202]. 

O hidroxitirosol é um dos principais compostos fenólicos no extrato de azeite com importantes 

propriedades bioativas, e é por isso de extrema importância para aplicações farmacêuticas e de 

cosmética. Tem propriedades anti-inflamatórias, anticancerígenas e antioxidantes. O hidroxitirosol é 

absorvido e excretado dependendo da matriz onde se encontra (aquosa ou oleosa) e a sua absorção 

(cerca de 66%) ocorre no intestino delgado e no cólon por transporte passivo através do epitélio 

intestinal [203]. O hidroxitirosol, ácido maslínico, ácido ursólico e apigenina foram identificados por 

comparação de padrões tanto no extrato de azeite como em todas as frações do TGI (intestino delgado 

lúmen e dialisado e colon) (figura 7.2 em anexo) podendo produzir efeito no local desejado.  

A identificação destes metabolitos nestas amostras pode fornecer informações acerca da 

bioacessibilidade e da absorção destes compostos, pois a sua presença nas frações do intestino 

delgado e no cólon já é um bom indicador de que são suficientemente estáveis e biodisponíveis para 

passar pelo TGI.  A presença destes metabolitos no cólon sugere que o composto pode ser resultado 

do metabolismo e degradação no intestino delgado (glicuronídeos e sulfatos) por bactérias intestinais, 

resultando em novos metabolitos [204]. A deteção dos compostos hidroxitirosol, ácido maslínico, ácido 

ursólico e apigenina nas amostras do cólon recolhidas nos vários tempos de fermentação (0h, 6h, 24h 

e 48h) indica que estes são resistentes ao processo de metabolização pela microbiota intestinal, 

permanecendo no cólon por longos períodos, pelo menos durante 48h, e contribuindo para exercer 

efeito local [205]. A sua presença prolongada pode indicar que os compostos poderão ter efeitos locais, 

modulando a atividade da microbiota ou influenciando processos inflamatórios, antioxidantes e 
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oxidativos do cólon [206]. A redução do stress oxidativo e da inflamação pelos metabolitos pode 

contribuir para a proteção contra o CCR. Relativamente ao hidroxitirosol, durante a fermentação este 

pode ser transformado em vários metabolitos como ácidos fenilacéticos hidroxilados, que são mais 

estáveis que o hidroxitirosol livre. A deteção destes compostos ao longo das várias frações recolhidas, 

nomeadamente intestino delgado e cólon, sugere que mesmo após a fermentação, os compostos e os 

seus derivados permanecem ativos para a saúde do cólon. Estudos in vivo e in vitro indicaram que o 

hidroxitirosol  [207], a apigenina [208], o ácido ursólico [209] foram identificados nas fezes de animais 

após o consumo de azeite o que significa que passaram pelo cólon, o que vai de acordo com os 

resultados obtidos.  

A capacidade destes metabolitos conseguirem chegar ao cólon e serem identificados em todas 

as frações do TGI mostra que estes metabolitos são resistentes às variações de pH e ação das enzimas 

ao longo do percurso gastrointestinal. Esta estabilidade e resistência poderá estar relacionada com 

algumas características estruturais e indica que estes compostos conseguem exercer os seus efeitos 

antioxidante, anti-inflamatório e anticancerígeno em diferentes partes do corpo, nomeadamente o 

intestino e o cólon que estão associados a doenças inflamatórias e degenerativas [210].  

O ácido maslínico e o ácido ursólico estão em maior quantidade no lúmen às 1.5h e 3h, 

dialisado às 3h e cólon às 6h. A apigenina encontra-se maioritariamente no lúmen às 3h, dialisado às 

3h e 4.5h e cólon às 0h. O hidroxitirosol está em maior quantidade no lúmen às 1.5h, dialisado às 3h e 

cólon às 24h e 48h (figura 7.2 em anexo). A diferente distribuição temporal dos compostos ao longo do 

TGI poderá estar relacionada com diferentes fatores, tais como: absorção e metabolização dos 

compostos; interação com diferentes partes do TGI; degradação enzimática dos compostos; 

propriedades químicas (solubilidade); reações de oxidação, desidroxilação e descarboxilação poderão 

ser importantes para os metabolitos conseguirem alcançar todo o TGI pois a remoção de grupos -OH 

e -COOH podem torná-los mais estáveis e capazes de ultrapassar barreiras celulares [211].  

Os compostos identificados nas várias frações do TGI durante a digestão in vitro são relevantes 

comparativamente com aqueles encontrados apenas no extrato de azeite. Isto porque ao serem 

detetados nas frações, esses compostos mostram capacidade de resistir à ação das enzimas, o que 

sugere que podem exercer os seus efeitos anti-inflamatórios, anticancerígenos e antioxidantes nos 

locais-alvo do organismo. Assim, e apesar do azeite ser composto por uma diversidade de substâncias, 

a presença desses compostos ao longo do TGI indica uma maior eficácia biológica, estando ativos nos 

locais onde o cancro pode ocorrer. A solução mais adequada para garantir que um metabolito isolado 

atinja o seu local-alvo, quando isso não acontece naturalmente, é a utilização de nanocápsulas, 

permitindo a libertação controlada do metabolito diretamente no tecido ou órgão de interesse [212].  

De acordo com os resultados obtidos na caracterização das várias frações, e tendo em 

consideração os efeitos bioativos já associados a cada composto, foram selecionados os seguintes 

metabolitos para estudos do efeito antiproliferativo em células de CCR nas fases seguintes desta tese: 

hidroxitirosol, tirosol, ácido ursólico, luteolina, álcool 3-hidroxibenzilo, ácido maslínico, ácido 
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metilmalónico, ácido 4-hidroxibenzóico, 4-metilcatecol, apigenina, ácido oleico, oleaceína, oleocantal, 

ácido salicílico, ácido desoxicólico, diosmetina e ácido p-cumárico.  
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3.2. Efeito antiproliferativo do extrato de azeite, amostras de digestão e 

metabolitos no modelo 2D da linha celular HT29  

 

3.2.1. Efeito antiproliferativo do extrato de azeite virgem extra rico em 

compostos fenólicos em células HT29 

 

Como mencionado anteriormente, o extrato de azeite é constituído por compostos fenólicos e 

é uma gordura monoinsaturada com propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes e anticancerígenas. 

Neste estudo, o extrato de azeite, as amostras de digestão (intestino delgado e cólon) e os metabolitos 

detetados foram utilizados de modo a verificar o seu potencial efeito antiproliferativo na linha celular de 

CCR- HT29, modelo mais usado em estudos de atividade anticancerígena, após 72h de incubação. 

Paralelamente foram realizados testes de citotoxicidade no modelo 2D na linha celular Caco-2, que 

apesar de ser uma linha de CCR, quando confluente apresenta características de enterócitos 

mimetizando o epitélio intestinal. O foco deste estudo é de avaliar se os compostos têm um efeito 

antiproliferativo em células cancerígenas (HT29), diminuindo a sua viabilidade celular pelo menos em 

50% e não causarem citotoxicidade em células saudáveis (Caco-2).  

Os conceitos de EC50 e IC50 são fundamentais para a farmacologia e bioquímica para quantificar 

a eficácia dos compostos anticancerígenos em células tumorais. O valor de EC50 (concentração efetiva 

50%) é a concentração de um composto que dá metade da resposta máxima, e neste estudo representa 

a concentração de amostra necessária para diminuir em 50% a viabilidade celular. O valor de IC50 

(concentração inibitória 50%) é a concentração de um inibidor onde a resposta é reduzida pela metade, 

permitindo assim, neste caso, perceber o quão citotóxicos os compostos são para as células saudáveis 

[213]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3.1. Curva dose-resposta após 72h de incubação do extrato de azeite nas linhas celulares HT29 e Caco-2 
em modelos 2D (resultados: média ± SD (n=3)). 
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A figura 3.1 representa a curva dose-resposta após 72h de incubação do extrato de azeite em 

células HT29 e Caco-2 de modo a verificar o seu potencial efeito antiproliferativo e de citotoxicidade, 

respetivamente. Existe uma redução de 50% da viabilidade celular em ambas as linhas celulares à 

medida que a concentração de extrato de azeite aumenta, sendo que as células HT29 obtiveram um 

valor de EC50 de (0.07 ± 0.01 mg/mL) e as Caco-2 um valor de IC50 de (0.13 ± 0.03 mg/mL). O extrato 

apresentou efeito antiproliferativo em HT29 sendo esse efeito dependente da dose. Contudo, as 

concentrações testadas também induziram citotoxicidade no modelo Caco-2 que representa o epitélio 

intestinal. No entanto é de destacar que o valor de EC50 é inferior ao valor de IC50 sugerindo que este 

extrato pode ter um efeito promissor na terapia de CCR.  

A variação na resposta ao tratamento com extrato de azeite pode ser resultado das diferenças 

biológicas e moleculares de ambas as linhas celulares, tais como: expressão de genes, perfil de 

mutações e diferenciação. Os compostos fenólicos presentes no extrato de azeite podem ter efeitos 

consoante a linha celular. Em células como as Caco-2, que se diferenciam em células do epitélio 

intestinal, passando a ser considerada uma linha saudável, os compostos fenólicos podem ativar vias 

de sinalização para promover a sobrevivência e a reparação celular; contrariamente, em células 

cancerígenas podem promover a apoptose e inibir a proliferação celular [214].  

 

Hipóteses para a diminuição da viabilidade celular em células cancerígenas HT29 através dos 

compostos do extrato de azeite:  

 

O extrato de azeite é caracterizado por uma elevada concentração (6.4%) de compostos fenólicos 

potencialmente benéficos para a saúde humana. Diversos estudos demonstram algumas hipóteses 

para a diminuição da viabilidade celular em células cancerígenas HT29 pelos compostos presentes no 

extrato de azeite:  

 

i. A fração insaponificável do extrato de azeite, constituída por triterpenos (ex. ácido 

maslínico e ácido ursólico) e fitoesteróis [215], poderá demonstrar efeitos anti-inflamatórios 

e antioxidantes, ao inibir a produção de ROS e a expressão do gene COX-2 (mediador 

inflamatório). Esta inibição regula negativamente a via de sinalização NF-ḳB, reduzindo a 

expressão de genes inflamatórios (COX-2, TNFα, IL-8, IL1β) impedindo o crescimento do 

microambiente tumoral [216] em células HT29.   

 

ii. A sua composição em compostos fenólicos (ex. ácidos fenólicos, hidroxitirosol e tirosol) e 

de secoiridoides (oleaceína, oleuropeína e oleocantal) no extrato de azeite, pode contribuir 

para o efeito antioxidante e anticancerígeno em células de CCR como HT29 e SW480 

[217,218]. Os ácidos gordos monoinsaturados também podem exercer efeito 

anticancerígeno em células de CCR através da indução da apoptose e da inibição da 

proliferação celular (ex. ácido oleico) [215].  
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iii. A inibição da fosforilação da proteína cinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK) 

através da fração insaponificável do extrato de azeite, pode ser importante para reduzir a 

proliferação desregulada das células cancerígenas, induzindo apoptose [94,219].  

 

iv. As células HT29 têm alta expressão do recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) 

que está envolvido na proliferação celular. O EGFR atua como recetor para ligantes de 

fatores de crescimento como o EGF. Quando os ligantes se ligam ao EGFR, o recetor sofre 

uma mudança conformacional que ativa a função da tirosina cinase levando ao 

desencadeamento de uma cascata de sinalização intracelular que promove a proliferação 

celular. A ativação ou a inibição deste recetor pode influenciar a resposta das células ao 

tratamento. Se o extrato de azeite interferir na sinalização de EGFR isso pode explicar uma 

maior sensibilidade das HT29 a este extrato [217].  

 

v. O sistema endocanabinoide (ECS) é um sistema de sinalização celular, presente em 

células normais e cancerígenas, e é importante na regulação de várias funções fisiológicas, 

como dor e inflamação. As principais moléculas são a anandamida (AEA) e o 2-

araquidonoilglicerol (2-AG), que funcionam como mensageiros que se ligam aos recetores 

canabinóides CB1 e CB2 com a função de modular diferentes processos biológicos. O 

extrato e os seus compostos fenólicos podem influenciar o ECS de maneira a desencadear 

efeitos anticancerígenos, afetando fatores importantes como a inflamação e a apoptose. 

Os endocanabinoides quando se ligam aos recetores CB1 e CB2 podem influenciar o 

crescimento e a sobrevivência das células cancerígenas. A modulação do ECS induzida 

por compostos fenólicos do extrato de azeite pode ser uma estratégia para prevenir o 

desenvolvimento do cancro [220,221].   

 

vi. Os compostos do extrato podem induzir a apoptose através da diminuição de BCL-2 

(proteína anti-apoptótica) e aumentando BAX (proteína pró-apoptótica) que envolve a 

paragem do ciclo celular e a produção de ROS, desenvolvendo danos celulares [222], tal 

como já foi verificado pelo composto oleuropeína na linha celular HT29.  

  

 

O extrato de azeite revelou menor citotoxicidade no modelo Caco-2, possivelmente devido às 

características deste modelo. No estado confluente, as células Caco-2, têm capacidade para se 

diferenciar em células epiteliais intestinais e apresentam mecanismos de defesa mais robustos [223]. 

Contrariamente às células HT29, que são menos diferenciadas e têm características mais proliferativas, 

as células Caco-2 podem ser mais resistentes a agentes citotóxicos devido à expressão de 

transportadores de efluxo tais como as proteínas da família MDR (resistência a múltiplos 
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medicamentos). Estes transportadores são importantes na defesa celular contra agentes tóxicos e 

xenobióticos [224].  

 

No entanto, o extrato de azeite induziu alguma citotoxicidade em células Caco-2, e este fenómeno 

pode ser explicado pela regulação negativa do promotor CNR-1, que está sobrexpresso no CCR e que 

pode resultar numa proliferação reduzida em células Caco-2 em modelos in vitro [225]. Para além disto, 

a inibição da fosforilação da cinase regulada por ERK1/2 e a diminuição da expressão da ciclina D1 

pode promover uma baixa proliferação e sobrevivência em células Caco-2 [225]. 

 

Tendo em conta os resultados obtidos, e devido ao efeito antiproliferativo do extrato de azeite em 

células HT29, foi importante testar as amostras de digestão (intestino delgado e cólon) em células HT29 

com o objetivo de entender se os compostos derivados da digestão do extrato de azeite apresentam 

ou não ação antiproliferativa.  
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3.2.2. Efeito antiproliferativo das amostras de digestão in vitro em células HT29 

 

As amostras de digestão obtidas pelo modelo SHIME® foram testadas em células 

cancerígenas HT29 de modo a verificar o seu potencial efeito antiproliferativo. Para além das amostras 

derivadas do extrato foram também testados os brancos (sem extrato) do intestino delgado e do cólon. 

As curvas dose-resposta das várias concentrações testadas são apresentadas na figura 3.2.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2. Curva dose-resposta após 72h de incubação das amostras de digestão 
(intestino delgado – lúmen e dialisado e cólon) nas células HT29 em modelos 2D (n=1). 
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As amostras resultantes da digestão in vitro do extrato de azeite obtidas ao longo do TGI nas 

frações do intestino delgado e cólon, foram utilizadas para verificar o seu potencial efeito 

antiproliferativo em células HT29. Analisar o efeito destas amostras é importante para entender se os 

compostos derivados da digestão do extrato de azeite apresentam ou não ação antiproliferativa. Para 

cada fração recolhida (intestino delgado lúmen e dialisado e cólon) existe um controlo branco (sem 

extrato) e o produto de teste (com extrato). O objetivo deste ensaio foi determinar se o produto de teste 

exibia maior efeito antiproliferativo em células HT29, pois contêm o extrato de azeite rico em compostos 

fenólicos que são conhecidos pelas suas atividades antioxidantes e anticancerígenas, em comparação 

com o controlo branco, que contém apenas as enzimas e fluídos biológicos utilizados no modelo 

SHIME®. Como é possível observar pelos gráficos obtidos (figura 3.2), os resultados demonstraram 

que de uma forma geral foi verificado um efeito semelhante para as frações do extrato em comparação 

com o respetivo branco. Em alguns casos (lúmen 1.5h e 3h; dialisado 1.5h e 4.5h; cólon 24h e 48h), o 

branco demonstrou até mesmo um efeito antiproliferativo mais acentuado do que as respetivas frações 

com o extrato. Estes resultados indicam que o processo de digestão não conduziu à formação de 

metabolitos com maior ação antiproliferativa do que os compostos nativos existentes no extrato antes 

do processo de digestão. Por outro lado, a existência de efeito no branco pode indicar que estas 

amostras podem ter alguma citotoxicidade devido aos compostos e soluções que são usados no 

modelo de digestão in vitro. Dada a pequena quantidade de amostras derivadas do processo de 

digestão, não foi possível realizar ensaios de citotoxicidade em Caco-2 para avaliar esta hipótese.  

  

O facto de o branco ter tido efeito antiproliferativo semelhante ou superior do que o produto de teste 

poderá ser devido a diferentes fatores, tais como:   

 

i. Ao longo da digestão no TGI, são utilizadas enzimas digestivas, como a pepsina, lipases, 

amilases e proteases que são responsáveis pela quebra de macronutrientes em compostos 

menores [226]. Estas enzimas podem originar compostos com atividade antiproliferativa e 

citotóxica [227]. Em contacto com o azeite, essa toxicidade poderá ser mascarada.  

 

ii. A fosfatidilcolina é um fosfolípido encontrado em todas as membranas celulares e é 

importante na estrutura e função das membranas [228]. A Lisofosfatidilcolina é um produto 

da hidrólise da fosfatidilcolina e pode influenciar processos biológicos que afetam a 

proliferação celular e o stress oxidativo [229]. O branco pode induzir a hidrólise da 

fosfotidilcolina pois no TGI as enzimas digestivas podem atuar sobre a fosfotidilcolina 

promovendo a sua degradação em lisofosfatidilcolina. Esta pode influenciar na proliferação 

celular uma vez que o ambiente digestivo pode gerar mais ROS.  
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iii. No cólon, os ácidos gordos de cadeia curta (AGCCs), em particular o biurato, têm 

demostrado efeitos antiproliferativos e indução da apoptose celular [230].   

 

iv. A microbiota pode gerar compostos tóxicos como a amónia, e causar efeitos adversos na 

proliferação celular [231].  

 

 

Por outro lado, também é importante explorar o porquê de as frações derivadas da digestão do extrato 

perderem atividade ao longo do processo de digestão:  

 

i. O pH alcalino no intestino delgado e no cólon podem modificar a solubilidade e a 

estabilidade de compostos, alterando as suas atividades biológicas. Esse ambiente pode 

afetar a função dos compostos [232]. No intestino delgado e no cólon foram identificados 

metabolitos com atividades biológicas importantes, logo seria de esperar maior efeito 

antiproliferativo no produto de teste das amostras. No entanto, também o processo 

digestivo pode transformar os compostos fenólicos do extrato de azeite em formas que são 

menos eficazes e com menor efeito.   

 

ii. O hidroxitirosol está descrito como tendo atividade anticancerígena e antioxidante [233]. 

No intestino delgado (lúmen e dialisado) a sua concentração diminui (tabela 7.1 em anexo), 

logo, o seu efeito antiproliferativo também poderá diminuir, o que poderá justificar a falta 

de efeito. No cólon, a concentração aumenta, pois, como o hidroxitirosol sofre hidrólise e 

existe quebra de ligações [234], pode libertar compostos que sejam mais estáveis, mas 

menos eficazes e que tenham pouca atividade antiproliferativa.  

 

iii. O ácido metilmalónico é um metabolito presente naturalmente no corpo humano e está 

relatado na literatura científica que promove a progressão do cancro [202]. Assim, este 

metabolito poderá alterar as propriedades do extrato de azeite, diminuindo o seu efeito 

antiproliferativo. O ácido metilmalónico também pode modificar o ambiente bioquímico, 

alterando a eficácia dos compostos fenólicos no extrato, diminuindo o seu efeito 

antiproliferativo.  

 

Estudos futuros devem ser realizados de forma a tentar perceber o impacto da digestão sobre os 

compostos fenólicos do extrato do azeite. No âmbito desta tese não foi possível avaliar em maior 

detalhe a ação das várias amostras em diferentes linhas celulares e analisar a possibilidade de purificar 

as amostras de forma a remover potenciais compostos interferentes derivados do processo de digestão. 

Como alternativa, e de forma a analisar se os metabolitos do azeite têm potencial ação anticancerígena, 
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na fase seguinte deste projeto procedeu-se à análise dos principais metabolitos identificados nas várias 

frações, de forma isolada nas várias linhas de CCR. 
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3.2.3. Efeito antiproliferativo dos metabolitos no modelo 2D da linha celular HT29  
 

Através da digestão in vitro do extrato de azeite pelo método SHIME® seguida da análise 

metabolómica das amostras obtiveram-se vários metabolitos (tabela 3.2). Nas figuras 3.3A e 3.3B 

podemos observar a viabilidade celular desses metabolitos em relação ao controlo, em células HT29 e 

Caco-2, após a exposição destas células a diferentes compostos e concentrações durante 72h.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3A. Curva dose-resposta após 72h de incubação dos metabolitos álcool 3-hidroxibenzilo, 
apigenina, 4-metilcatecol, ácido ursólico, luteolina, hidroxitirosol, ácido maslínico e ácido oleico, 

em células HT29 e Caco-2 em modelos 2D (resultados: média ± SD (n=3)). 
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Figura 3.3B. Curva dose-resposta após 72h de incubação dos metabolitos ácido desoxicólico, ácido 
4-hidroxibenzóico, ácido p-cumárico, tirosol, ácido salicílico, diosmetina, oleocantal, oleaceína e 
ácido metilmalónico, em células HT29 e Caco-2 em modelos 2D (resultados: média ± SD (n=3)). 
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Para entender de que forma os metabolitos presentes no extrato de azeite exercem efeitos 

antiproliferativo e de citotoxicidade, foram comparados os valores de EC50 e IC50 entre metabolitos da 

mesma classe de compostos em HT29 e Caco-2. Além disso, com base na literatura disponível, é 

possível compreender os mecanismos de ação desses metabolitos a nível celular e molecular. A 

atividade apoptótica e o mecanismo de ação dos metabolitos dependem tanto da estrutura molecular 

quanto da linha celular utilizada nos ensaios.  

A apigenina, luteolina, hidroxitirosol, ácido maslínico, ácido desoxicólico, ácido 4-

hidroxibenzoico, ácido salicílico, ácido metilmalónico e o tirosol são compostos fitoquímicos que 

apresentam nos gráficos de curva dose-resposta (figura 3.3A e 3.3B) um aumento da viabilidade celular 

em baixas concentrações, o que indica que estes metabolitos podem estar a promover algum tipo de 

resposta adaptativa ou protetora nas células a um stress moderado. À medida que a concentração 

aumenta, o efeito tóxico supera esses efeitos protetores resultando numa diminuição da viabilidade 

celular [235]. Este fenómeno é chamado de efeito hormético ou hormese, comum em compostos 

fenólicos, e é descrito como uma dose-resposta bifásica a um composto, onde diferentes concentrações 

desse composto produzem efeitos opostos. A concentrações baixas, o composto pode ter efeitos 

benéficos, enquanto em concentrações mais altas, pode ser tóxica ou inibitória [236]. Existem 

evidências que o hidroxitirosol e o tirosol apresentaram efeito hormético nas células hepáticas humanas 

devido à diminuição da peroxidação lipídica [237].  

O facto de apenas alguns compostos terem este efeito poderá ser devido à sua absorção, 

permeabilidade ou metabolização. Alguns metabolitos podem ser absorvidos de maneira mais eficiente 

pelas células, desencadeando respostas especificas [238].  

 

3.2.3.1. Fenóis simples  

 

Os fenóis simples são compostos orgânicos constituídos por um anel de benzeno ligado a um 

ou mais grupos -OH e têm uma estrutura plana [239]. Estes compostos estão amplamente distribuídos 

na natureza incluindo no extrato de azeite e desempenham funções importantes na saúde humana e 

em processos biológicos. O tirosol, hidroxitirosol, o álcool 3-hidroxibenzilo e o 4-metilcatecol são fenóis 

simples presentes no extrato de azeite com propriedades antioxidantes, anticancerígenas e anti-

inflamatórias. O hidroxitirosol é um composto fenólico que foi descoberto pela primeira vez a partir de 

águas residuais da azeitona produzidas durante a extração de azeite. Para além do azeite, o 

hidroxitirosol também é encontrado em subprodutos da azeitona como folhas de azeitona e bagaço de 

azeitona [240]. O hidroxitirosol é constituído por dois grupos -OH ligados a um anel de benzeno nas 

posições orto (conformação orto-di-hidroxi) [241]. O tirosol é um composto fenólico com propriedades 

antioxidantes, mas menos eficaz que o hidroxitirosol, pois apesar de ter uma estrutura química 

semelhante ao hidroxitirosol tem um grupo -OH a menos na cadeia lateral [242]. O álcool 3-

hidroxibenzilo é um composto fenólico que contém um anel de benzeno, um grupo -OH e um grupo 



 
 
 
 
 

65 
 

álcool (-CH2OH) na sua estrutura química e tem propriedades antioxidantes e anticancerígenas. O 4-

metilcatecol é um composto fenólico que contém um anel de benzeno e 2 grupos -OH (figura 3.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na tabela 3.3 estão representados os valores de EC50 e de IC50 dos fenóis simples nas linhas 

celulares HT29 e Caco-2, respetivamente.  

 

Tabela 3.3. Representação dos valores de EC50 e de IC50 do hidroxitirosol, tirosol, álcool 3-hidroxibenzilo e 4-
metilcatecol, nas linhas celulares HT29 e Caco-2, respetivamente. 

 

Metabolito Hidroxitirosol Tirosol 
Álcool 3-

hidroxibenzilo 
4-metilcatecol 

Valor de EC50 (µM) 

em HT29 
226 ± 57 504 ± 57 505 ± 72 150 ± 67 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
≥ 400 449 ± 62 ≥ 1000 249 ± 18 

 

 

Comparando os quatro compostos da mesma classe, o hidroxitirosol e o 4-metilcatecol são os 

que apresentam maior efeito antiproliferativo a concentrações mais baixas pois têm um valor de EC50 

inferior, contrariamente ao álcool 3-hidroxibenzilo que tem menor efeito antiproliferativo pois tem um 

maior valor de EC50. Relativamente à citotoxicidade em Caco-2, o hidroxitirosol e o álcool 3-

hidroxibenzilo são os compostos que apresentam menor efeito citotóxico, o que sugere uma menor 

sensibilidade destas células a estes compostos. O 4-metilcatecol é o que apresenta maior citotoxicidade 

em células Caco-2 (menor IC50) e o tirosol tem alguma citotoxicidade nas células Caco-2 e tem um 

efeito antiproliferativo moderado em células HT29.  

 

 

 

 

Figura 3.4. Estruturas químicas do hidroxitirosol, tirosol, álcool 3-hidroxibenzilo e 4-metilcatecol, 

respetivamente (PubChem). 
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A forma como estes fenóis simples atuam nas células de CCR e o seu possível efeito antiproliferativo 

pode depender de diversos fatores, tais como:  

 

i. As estruturas químicas semelhantes dos fenóis podem ser responsáveis por efeitos 

anticancerígenos semelhantes. Por exemplo, ambos os compostos neutralizam ROS 

devido à sua capacidade de doar hidrogénios dos grupos -OH [239]. Neste caso, neutralizar 

o ROS é importante pois algumas células cancerígenas dependem de níveis aumentados 

destas espécies reativas de oxigénio, logo a sua redução inibe a sinalização essencial para 

a sua proliferação e sobrevivência [243].  

 

ii. Os valores de acidez (pKa) na maioria dos fenóis estão entre os 8 e 10 o que significa que 

são mais fortes que a água (pKa da água é 14). O pKa é uma característica que influencia 

a ionização destas moléculas em diferentes ambientes fisiológicos. No caso de células de 

CCR o pKa influencia a forma como o fenol se encontra no ambiente celular (ionizado ou 

não ionizado), sendo que a forma ionizada pode ser mais reativa e ao interagir com 

enzimas ou proteínas intracelulares pode interferir com processos de replicação do DNA 

ou sinalização celular [239].  

 

iii. A linha celular HT29 possui mutações no gene APC que regula a via de sinalização Wnt/β-

catenina. Os fenóis simples podem afetar a regulação do ciclo celular influenciando a forma 

como as células respondem aos compostos que interferem nessa via [244]. A disfunção do 

gene p53 pode ser motivo para as células HT29 serem menos ou mais propensas a induzir 

apoptose em resposta a certos compostos.  

 

Hipóteses para o efeito antiproliferativo do hidroxitirosol em células HT29:  

 

i. A expressão reduzida do recetor EGFR está associada à diminuição da proliferação celular 

pois o EGFR é uma das principais vias que promove a divisão celular. Uma menor ativação 

de EGFR pelo hidroxitirosol significa menos sinalização para as vias proliferativas, o que 

resulta num crescimento tumoral mais lento [217]. Foi relatado que a inibição de EGFR por 

hidroxitirosol a concentrações de até 100 µM pode ocorrer em células HT29 e Caco-2 

quando se consome 50 mL de extrato de azeite [245].  

 

ii. Os efeitos antiproliferativos e o mecanismo de ação celular do hidroxitirosol foram descritos 

pela capacidade de bloquear o ciclo celular nas fases G2 e M, devido à inibição da 

fosforilação da cinase regulada por ERK 1/2 e da redução da expressão da ciclina D1, 

responsáveis pela regulação do ciclo celular [201], [246]. 
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iii. O hidroxitirosol pode exercer atividade antiproliferativa em células de CCR provocando 

alterações na transcrição de genes envolvidos na morte celular programada (BNIP3, 

BNIP3L, PDCD4 e ATF3) e ativando a caspase-3, uma enzima importante na apoptose 

[93].  

 

iv. O efeito antiproliferativo do hidroxitirosol também pode estar relacionado com a 

sobrexpressão do gene COX-2 [247]; ativação de genes envolvidos na apoptose como o 

BCL-2, caspase-3 e p53 [128,248] e com a produção de peróxido de hidrogénio extracelular 

(H2O2). O H2O2 é uma ROS que em concentrações controladas tem um papel fundamental 

na sinalização celular. A acumulação deste composto pode levar a stress oxidativo e danos 

no DNA. As células cancerígenas estão sob mais stress do que as células normais, logo o 

aumento de H2O2 poderá contribuir para a morte celular ou inibição da proliferação [91].  

 

v. Estudos anteriores demonstraram que, após 72h de incubação com hidroxitirosol em 

células HT29, observou-se uma diminuição significativa da viabilidade celular (não 

detetada às 24 e 48h) a uma concentração de 100 µM [201]. No entanto, outros estudos 

demonstraram que apenas a concentração de 750 µM existe redução de 50% da 

viabilidade celular [249]. Nos resultados obtidos neste trabalho o valor de EC50 foi de 226 

± 57 µM. Esta discrepância de resultados pode ser atribuída a variáveis experimentais 

como o meio de cultura utilizado, método de deteção da viabilidade celular (brometo de 3-

(4.5-dimetiltiazol-2-il)-2.5-difeniltetrazólio (MTT) vs. PrestoBlue™) e a densidade celular.  

 

vi. À semelhança dos resultados obtidos, estudos anteriores também reportaram um valor de 

EC50 (136.7 µM) para células HT29, após 48h de exposição do hidroxitirosol [250]. É 

importante observar que o tempo de incubação do hidroxitirosol pode ser um fator que 

contribui para a diferença nos resultados (48h vs. 72h).   

 

Efeito antiproliferativo do hidroxitirosol em Caco-2:  

 

Como mencionado anteriormente, as células Caco-2 têm a capacidade de se diferenciar em células 

semelhantes a enterócitos. Quando diferenciadas, desenvolvem características epiteliais mais maduras 

o que pode torná-las menos proliferativas, mais semelhantes às células epiteliais saudáveis e menos 

suscetíveis a compostos citotóxicos. Como descrito na literatura e de acordo com os resultados obtidos 

(IC50 ≥ 400µM), o hidroxitirosol não apresenta citotoxicidade em células Caco-2 até à concentração de 

500 µM, logo é um composto promissor [251].  
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Efeito do tirosol em células de CCR:  

 

O hidroxitirosol e o tirosol podem exercer mecanismos de ação semelhantes na diminuição da 

viabilidade celular em células HT29 devido às estruturas químicas semelhantes [252]. Contudo, 

geralmente o tirosol é menos eficaz que o hidroxitirosol, o que justifica a diferença dos valores de EC50 

apresentados nas figuras 3.3A e 3.3B. A principal diferença entre os dois compostos é a presença do 

grupo -OH adicional na posição orto-difenólica e do grupo catecol no hidroxitirosol o que lhe confere 

uma maior eficiência e maior atividade antioxidante e antiproliferativa do que o tirosol [242,253]. 

Embora o tirosol possa desempenhar funções semelhantes ao hidroxitirosol nos processos 

acima mencionados, a sua eficácia é consideravelmente menor. Para superar esta limitação, poderá 

ser necessário utilizar concentrações mais altas de tirosol, o que pode causar efeitos colaterais ou 

toxicidade em células normais [254].  

 

Efeito antiproliferativo do álcool 3-hidroxibenzilo em células de CCR:  

 

O álcool 3-hidroxibenzilo e a sua relação com o cancro não está amplamente documentado na 

literatura científica em comparação com outros fenóis. Contudo, podemos ver alguns possíveis 

mecanismos baseados nas propriedades gerais dos fenóis e na estrutura química deste composto.  

 

i. Através da sua estrutura química, o álcool 3-hidroxibenzilo poderá ter um efeito 

antioxidante através do grupo -OH que permite neutralizar ROS e reduzir o stress oxidativo, 

inibindo a proliferação celular de células de CCR.  

 

ii. Por ser um fenol, o álcool 3-hidroxibenzilo, pode ativar vias apoptóticas e atuar de forma 

semelhante aos outros fenóis.  

 

iii. Pode atuar de forma extracelular, ligando-se a recetores da superfície celular 

desencadeando uma cascata de sinalização intracelular sem que seja necessário o 

composto entrar na célula.  

 

Existem poucos estudos que reportem o efeito antiproliferativo do 4-metilcatecol nas células do 

CCR. No entanto, a estrutura química deste composto fenólico suporta as atividades antioxidante e 

antiproliferativa, bem como a participação em vias de sinalização para apoptose [255]. Pode interagir 

com componentes da ECM ativando vias de sinalização pró-apoptóticas [256]. Na literatura é 

demonstrado que este composto tem efeito anticancerígeno noutros tipos de cancro, como o 

melanoma, induzindo apoptose [257].  
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3.2.3.2. Flavonóides  

 

Os flavonóides estão presentes nos metabolitos secundários das plantas. Quimicamente os 

flavonóides são caracterizados por 15 átomos de carbono e constituídos por 2 anéis de benzeno (A e 

B) ligados por meio de um anel de pirano heterocíclico (C). Podem ser divididos em flavonóis 

(quercetina), flavonas (luteolina, apigenina e diosmetina), entre outros. Estas classes diferem ao nível 

da oxidação e no padrão de substituição do anel C, enquanto os compostos individuais dentro de uma 

classe diferem nos anéis A e B [258].  

Os flavonóides apresentam atividade anticancerígena, antiviral, anti-inflamatória e antioxidante. 

As propriedades antioxidantes destes compostos são particularmente importantes para a regulação da 

proliferação celular e para a modulação de diversas vias de sinalização celular [259]. A eficácia dos 

flavonóides é influenciada pela sua estrutura química, que pode variar devido a substituições incluindo 

hidrogenação, hidroxilações, metilações e glicosilações [260]. Relativamente à atividade 

anticancerígena, os flavonóides podem atuar através de mecanismos como a regulação negativa de 

p53 e paragem do ciclo celular. A luteolina, a apigenina e a diosmetina são compostos que pertencem 

à mesma classe dos flavonóides e apresentam atividades importantes para a saúde [261]. Tal como 

outros flavonóides, a luteolina é encontrada na forma de glicosídeos, que são metabolizados por 

bactérias intestinais e clivados durante o processo de digestão [262,263]. Tem 2 grupos -OH na sua 

estrutura química. A apigenina é um flavonóide com propriedades anticancerígenas em células de CCR 

e apresenta apenas um grupo -OH. A diosmetina é um flavonoide metoxilado, o que significa que possui 

grupos metoxi (-OCH3) na sua estrutura (figura 3.5). 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 3.5. Estruturas químicas da luteolina, apigenina e diosmetina, respetivamente (PubChem). 

 

 

Na tabela 3.4 estão representados os resultados obtidos após 72h de incubação dos 

metabolitos luteolina, apigenina e diosmetina, em células HT29 e Caco-2 (figuras 3.3A e 3.3B).  
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Tabela 3.4. Representação dos valores de EC50 e de IC50 dos flavonóides luteolina, apigenina e diosmetina nas 
linhas celulares HT29 e Caco-2, respetivamente. 

 

Metabolito Luteolina Apigenina Diosmetina 

Valor de EC50 (µM) 

em HT29 
88 ± 31 481 ± 113 884 ± 563 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
123 ± 14 ≥ 1000 ≥ 1000 

 

Estes resultados demonstram que a luteolina tem maior efeito antiproliferativo (menor valor de 

EC50) em células HT29 do que a apigenina e a diosmetina. No entanto, a apigenina e a diosmetina têm 

menor efeito citotóxico em células Caco-2 (maior valor de IC50), comparativamente à luteolina.  

Os valores de EC50 e IC50 da luteolina foram comparados estatisticamente utilizando um teste 

t de Student, indicando que as diferenças entre os valores não são estatisticamente significativas. Este 

resultado sugere que, apesar da diferença aparente entre os valores médios, não há evidência 

suficiente para concluir que os efeitos da luteolina nestas duas linhas celulares são diferentes. 

O valor de EC50 da diosmetina em células HT29 foi de 884 ± 563 µM, apresentando um desvio 

padrão bastante elevado (64%). O valor de EC50 foi estimado utilizando o software GraphPad Prism 10, 

com base na curva dose resposta gerada a partir dos resultados obtidos para determinadas 

concentrações de compostos. Este valor de EC50 sugere uma significativa variabilidade entre os 

ensaios realizados, que pode ser atribuída a diferentes fatores, tais como, heterogeneidade das 

respostas celulares, condições experimentais e possível degradação do composto. Adicionalmente, 

esta variação pode estar associada ao intervalo de concentrações utilizado, uma vez que não foram 

testadas concentrações intermédias que poderiam permitir uma determinação mais precisa da curva 

dose-resposta. No entanto, dado que este composto não foi selecionado para estudos subsequentes, 

a necessidade de uma avaliação mais detalhada torna-se dispensável neste contexto. 

 

Hipóteses para o efeito antiproliferativo da luteolina em células HT29: 

 

i. A luteolina tem um grupo -OH a mais do que a apigenina, logo, pode apresentar uma maior 

capacidade antioxidante neutralizando ROS de forma mais eficaz [89], o que está de 

acordo com os valores de EC50 obtidos. A configuração, substituição e número total de 

grupos -OH influencia a atividade antioxidante. 

 

ii. Estudos in vitro demonstram que a luteolina inibe a apoptose e a proliferação de células 

HT29 a concentrações entre 20 e 60 µM nas fases G1/S e G2/M do ciclo celular [264,265].  

 



 
 
 
 
 

71 
 

iii. A luteolina pode suprimir a expressão de proteínas anti-apoptóticas e diminui a produção 

de ciclina B1, uma proteína importante na progressão do ciclo celular. Níveis reduzidos 

desta proteína dificultam a divisão celular e, consequentemente, a proliferação [264]. 

 

iv. Estudos anteriores demonstraram que a luteolina produziu uma redução de 50% de 

viabilidade celular à concentração de 175 µM nas células HT29 após 72h de incubação. 

Outro estudo reportado indicou uma diminuição da viabilidade celular das células HT29 na 

concentração de 30 µM [266]. Estes estudos divergem dos resultados obtidos neste estudo 

(EC50= 88 ± 31 µM). Esta diferença pode ser justificada por diferenças no método de 

deteção da viabilidade celular (MTT vs. PrestoBlue™) e no meio de cultura celular (DMEM 

vs. RPMI).  

 

Hipóteses para o efeito antiproliferativo da apigenina em células HT29: 

 

i. A apigenina pode inibir a proteína cinase II (CK2). Esta proteína adiciona grupos fosfato a 

outras proteínas (fosforilação) modificando a sua função. Desempenha um papel 

fundamental na regulação de várias funções celulares tais como: proliferação celular, 

sobrevivência celular e resposta ao stress. A apigenina, ao inibir a CK2, vai interromper o 

ciclo celular levando a uma redução da proliferação das células cancerígenas, promovendo 

a apoptose [267].  

 

ii. A inativação da proteína Akt e a desfosforilação da proteína pro-apoptótica BAD através 

da apigenina, promove a diminuição da sobrevivência celular [267]. A Akt é uma proteína 

cinase B que desempenha um papel fundamental na sobrevivência celular, logo ao inibir 

esta proteína, a viabilidade celular diminui. A BAD é uma proteína pró-apoptótica da família 

da BCL-2 que regula a membrana mitocondrial, importante na indução da apoptose em 

células cancerígenas HT29 [268]. 

 

iii. As proteínas LST1 e MST2 estão envolvidas na via de sinalização Hippo que é importante 

na regulação do crescimento celular. Se a apigenina atuar sobre estas duas proteínas, 

impede que células HT29 proliferem de forma descontrolada promovendo a apoptose [269].  

 

iv. Conforme evidenciado na literatura, a apigenina obteve uma redução da viabilidade celular 

em células HT29 a uma concentração de 45.9 µM, o que é bastante discrepante tendo por 

comparação os resultados obtidos (EC50= 481 ± 113 µM). Isto poderá ser devido ao ensaio 

de deteção de viabilidade utilizado (MTT vs. PrestoBlue™).  

 

A baixa citotoxicidade do flavonóide apigenina em células Caco-2 pode ser explicada através da 

glicoproteína P (P-gp). A P-gp é uma proteína de membrana que funciona como transportador de efluxo 
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que transporta as substâncias citotóxicas para fora das células. Estudos indicam que a apigenina pode 

aumentar a expressão de P-gp em células Caco-2 resultando numa maior capacidade de efluxo de 

substâncias xenobióticas, e reduzindo a sua acumulação intracelular. Este mecanismo pode ser 

benéfico para proteger as células intestinais [270]. Relativamente à diosmetina, esta em comparação a 

outros flavonóides não apresenta um efeito antiproliferativo significativo, devido ao seu valor de EC50 

elevado (EC50 = 884 ± 563 µM). No entanto, a diosmetina não é citotóxica em células Caco-2 que 

mimetizam o epitélio intestinal.  

 

Hipóteses para o efeito antiproliferativo da diosmetina em células HT29: 

 

i. Os grupos metoxi- podem influenciar a atividade antiproliferativa e antioxidante devido à 

sua interação com radicais livres [271]. Os grupos metoxi ao neutralizar radicais livres 

podem diminuir o stress oxidativo provocando danos nas células. 

 

ii. Estudos científicos demonstraram que a diosmetina reduziu 50% da viabilidade celular em 

células HT29, a uma concentração de 13.8 µM, o que não coincide com os resultados 

obtidos (EC50 = 884 ± 563 µM). Esta diferença poderá ser devido ao meio de cultura 

utilizado (DMEM vs. RPMI) e ao método da viabilidade celular (MTT vs. PrestoBlue™) 

[272].  

 

3.2.3.3. Ácidos triterpénicos 

 

Os ácidos triterpénicos são compostos fitoquímicos encontrados em várias frutas e vegetais, 

com diversas atividades biológicas (anti-inflamatórias, antioxidantes e anticancerígenas) e têm sido 

utilizados em estudos in vitro e in vivo. Uma das grandes vantagens é que são utilizados como agentes 

citotóxicos para células cancerígenas mantendo as células saudáveis ilesas. Contrariamente, os 

fármacos sintéticos provocam efeitos colaterais e agem indiferenciadamente em células normais ou 

cancerígenas [273]. Os triterpenos pentacíclicos podem ser divididos em 3 classes: lupano (betulina), 

oleanano (ácido maslínico) e ursano (ácido ursólico) [274]. O ácido maslínico é o principal triterpeno 

encontrado em folhas e azeitonas de Olea europaea L. e possui dois grupos -OH e um grupo carboxilato 

(-COOH). O ácido ursólico possui apenas um grupo -OH e um grupo carboxilato [275] (figura 3.6). 

Ambos contém na sua estrutura química 5 anéis de carbono que promovem uma rigidez molecular e 

uma superfície hidrofóbica o que pode influenciar a sua interação com proteínas e o seu efeito [276].  
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Figura 3.6. Estruturas químicas do ácido maslínico e ácido ursólico, respetivamente (PubChem). 

 

Na tabela 3.5 estão representados os resultados obtidos após 72h de incubação dos ácidos 

triterpénicos (ácido maslínico e ácido ursólico) em células HT29 e Caco-2 (figuras 3.3A e 3.3B).  

 

Tabela 3.5. Representação dos valores de EC50 e de IC50 do ácido maslínico e do ácido ursólico nas linhas 
celulares HT29 e Caco-2, respetivamente. 

 

Metabolito Ácido maslínico Ácido ursólico 

Valor de EC50 (µM) 

em HT29 
20 ± 10 10 ± 0.8 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
44 ± 9 ≥ 100 

 

Os resultados indicam que ambos os metabolitos são promissores devido ao seu efeito 

antiproliferativo significativo em células HT29. No entanto, o ácido ursólico demonstra um valor de EC50 

menor (10 ± 0.8 µM) e menos efeito citotóxico em células Caco-2, quando comparado com o ácido 

maslínico.  

Estruturalmente, estes compostos são semelhantes, mas as diferenças podem influenciar as 

suas propriedades biológicas. O ácido maslínico possui um grupo -OH adicional em comparação com 

o ácido ursólico (figura 3.6), o que pode sugerir uma maior eficácia na inibição da proliferação celular. 

No entanto, os resultados obtidos não corroboram esta afirmação indicando que o efeito antiproliferativo 

não depende só da estrutura química. O ácido ursólico apresentou maior efeito antiproliferativo do que 

o ácido maslínico pois pode ser mais eficiente em termos de biodisponibilidade e penetração celular, 

provocando maior efeito antiproliferativo [277].  

Os valores de EC50 (20 ± 10 µM) em células HT29 e de IC50 (44 ± 9 µM) em células Caco-2, 

obtidos para o ácido maslínico apresentaram erros relativos de 49% e 21%, respetivamente. O erro 

relativamente elevado de 49% no primeiro caso sugere uma maior variabilidade entre as réplicas 

experimentais, o que pode indicar a necessidade de otimização das condições experimentais ou testar 

concentrações intermédias que poderiam permitir uma determinação mais precisa da curva dose-

resposta. No entanto, o erro de 21% observado no segundo caso é mais aceitável, indicando que, 

embora haja uma variabilidade moderada, os resultados podem ser considerados razoavelmente 

consistentes. 
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O ácido ursólico exerce efeitos antiproliferativos em células HT29 através de diferentes fatores, 

nomeadamente:  

 

i. Em células HT29, Caco-2 e HCT116, o ácido ursólico poderá diminuir o fator de transcrição 

NF-kB reduzindo a expressão de oncogenes, proteínas anti-apoptóticas (BCL-xL e BCL-2) 

e promover a apoptose em células cancerígenas [278].  

 

ii. A estrutura pentacíclica permite que o ácido ursólico interaja com a bicamada lipídica das 

membranas celulares de forma eficaz, potencialmente alterando a fluidez da membrana ou 

interferindo com proteínas de membrana importantes para a sobrevivência celular. Em 

células HT29 este fator pode levar à perturbação da homeostase celular e à indução de 

morte celular [279].  

 

iii. Os grupos -OH e o carboxilato poderão permitir que o ácido ursólico atue como um agente 

antioxidante, neutralizando os radicais livres reduzindo o stress oxidativo. No entanto, nas 

células HT29, o ácido ursólico pode induzir stress oxidativo em excesso, levando à morte 

celular por piroptose e apoptose [280]. A presença de átomos de O2 também poderá 

permitir que o ácido ursólico consiga interagir com iões metálicos influenciando as vias de 

sinalização importantes para as células, como por exemplo, a via PI3K/Akt/mTOR, inibindo 

a proliferação e sobrevivência das células HT29 [281]. 

 

iv. Foi relatado na literatura que as células de CCR- HCT116 e HT29 incubadas com ácido 

ursólico apresentaram aumento da apoptose. O ácido ursólico em concentrações de 2.5-

40 µM inibiu o crescimento e viabilidade celular das células HT29 [282], o que vai de acordo 

com os resultados obtidos (EC50 = 10 ± 0.8 µM). Outros estudos indicaram um valor de 

EC50 (45 µM) para o ácido ursólico em células em HT29, valor este que foi superior ao do 

nosso estudo, no entanto as células foram incubadas menos tempo (24h de exposição vs. 

72h)  [283], logo o tempo de exposição pode ser um fator importante.  

 

As células cancerígenas HT29 exibem um metabolismo energético alterado, conhecido como o  

efeito de Warburg, onde existe aumento na glicólise. Esse metabolismo acelerado pode tornar as 

células HT29 mais suscetíveis a compostos que induzem stress oxidativo, como o ácido ursólico [284]. 

As Caco-2 apresentam um metabolismo normal, logo são menos afetadas por este composto.  

 

O ácido maslínico exerce efeitos antiproliferativos em células HT29 e Caco-2 através de diferentes 

fatores, nomeadamente:  
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i. Estudos demonstraram que a concentração de ácido maslínico necessária para diminuir 

50% da viabilidade celular em células Caco-2 após 72h de incubação foi de 40.7 µM [285] 

[286], o que está de acordo com os resultados obtidos (EC50= 44 ± 9 µM).  

 

ii. O ácido maslínico pode desencadear a apoptose através da ativação de vias de sinalização 

relacionadas com o stress em células HT29. 

 

iii. Estudos demostraram que o ácido maslínico teve efeito antiproliferativo após 72h de 

incubação em linhas celulares HT29, HCT116 e SW480. O valor de EC50 das HT29 foi de 

50 ± 1.3 µM, valor que está acima do obtido (EC50= 20 ± 10 µM). Esta diferença pode advir 

do método utilizado para a deteção da viabilidade celular (MTT vs. PrestoBlue™) ou da 

marca do produto [287].  

 

O ácido maslínico é um triterpeno com atividade anticancerígena e com efeito antiproliferativo 

significativo como demonstrado na tabela 3.5. Contudo, este composto também apresenta 

citotoxicidade em algumas concentrações [288] em células Caco-2, o que o torna menos promissor 

para terapias anticancerígenas.  

 

3.2.3.4. Secoiridóides  

 

Os Secoiridóides são uma classe de compostos fenólicos encontrados em todas as espécies 

de plantas Oleaceae, incluindo a oliveira europeia (olea europaea L.). Têm efeitos benéficos para a 

saúde como atividade antioxidante, anti-inflamatória, neuroprotetora e anticancerígena in vivo e in vitro. 

O oleocantal e a oleaceína são secoiridóides presentes no extrato de azeite. O oleocantal é um 

composto fenólico do extrato responsável pelo sabor picante e ardor na garganta e tem propriedades 

anti-inflamatórias que se assemelham ao efeito do ibuprofeno. Tem na sua estrutura química um anel 

de benzeno com um grupo aldeído que pode induzir stress oxidativo. A oleaceína, também presente 

no extrato de azeite, resulta da hidrólise da oleuropeína e atua como agente antioxidante e anti-

inflamatório. É constituída por um anel aromático e um grupo éster (figura 3.7) [289].  

 

  

 

 

 

 

 

Figura 3.7. Estruturas químicas da oleocantal e oleaceína, respetivamente (PubChem). 
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Na tabela 3.6 estão representados os valores de EC50 e IC50 dos secoiridoides oleaceína e 

oleocantal, em células HT29 e Caco-2.   

 

Tabela 3.6. Representação dos valores de EC50 e de IC50 dos secoiridoides oleocantal e oleaceína nas linhas 
celulares HT29 e Caco-2, respetivamente. 

 

Metabolito Oleocantal Oleaceína 

Valor de EC50 (µM) 

em HT29 
99 ± 3 189 ± 19 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
375 ± 56 857 ± 75 

 

 

Estes resultados demonstram que o oleocantal em comparação com a oleaceína, é o composto 

que tem maior efeito antiproliferativo na linha celular HT29, mas em contrapartida é o mais citotóxico 

em células Caco-2. A oleaceína também apresenta efeito antiproliferativo em células cancerígenas e é 

menos citotóxica em células Caco-2, indicando assim uma maior seletividade para as células-alvo. A 

diferença de resultados entre as duas linhas de CCR pode advir da incorporação dos compostos. 

Os valores de EC50 e de IC50 para o oleocantal e a oleaceína, apresentam erros relativos baixos, 

indicando boa consistência e precisão nos ensaios. Para o oleocantal em HT29, o valor de EC50 (99 ± 

3 µM) apresenta um erro muito pequeno (3%), sugerindo elevada reprodutibilidade dos resultados. O 

valor de IC50 para o oleocantal em Caco-2 (375 ± 55.7 µM) apresenta um erro relativo relativamente 

mais elevado (14.9%), mas ainda dentro de uma gama aceitável (20-30%). Tendo em conta a 

oleaceína, os valores de EC50 em HT29 (190 ± 19 µM) e de IC50 em Caco-2 (857 ± 75 µM) têm erros 

relativos de 10% e 8.8%, respetivamente, o que é considerado razoável e indica uma boa precisão nos 

resultados experimentais. 

 

Hipóteses para a atividade antiproliferativa do oleocantal:  

 

i. O oleocantal pode atuar como um inibidor do gene COX-2, como composto anti-

inflamatório e anticancerígeno, tanto em estudos in vivo como in vitro. Em células de CCR- 

HT29 e SW480, o oleocantal induz a apoptose aumentando a produção de ROS que causa 

danos no DNA e morte celular [290].  

 

ii. O oleocantal pode provocar efeito anti-inflamatório através da inibição da 5-lipoxigenase 

(5-LOX). O 5-LOX é uma enzima envolvida na biossíntese de leucotrienos que são 

mediadores inflamatórios que promovem inflamações agudas e crónicas. Ao inibir esta 
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enzima em HT29, o oleocantal demonstra ser um agente anti-inflamatório potente 

importante para doenças como o cancro [291].  

 

iii. A inibição da PARP e a ativação da caspase-3 estão relacionadas com a apoptose celular 

em células HT29 pelo oleocantal. A PARP é uma enzima envolvida na reparação do DNA, 

logo a sua inibição impede essa reparação nas células cancerígenas levando à 

acumulação de danos. A caspase-3 é uma enzima importante na via da apoptose, logo a 

sua ativação pelo oleocantal poderá ser um alvo terapêutico adequado [290,292].  

 

iv. Estudos demonstraram que o oleocantal induziu a apoptose resultando em danos no DNA 

e morte celular em células HT29 e SW480 a concentrações 25-50 µM [290]. Este resultado 

está próximo do valor obtido nos nossos resultados (EC50= 99 ± 3 µM).  

 

Pesquisadores sugerem que a resistência das células Caco-2 ao oleocantal é devido à sinalização 

de mTOR (alvo da rapamicina nos mamíferos). O mTOR é uma proteína cinase com um papel 

fundamental na regulação do crescimento celular, proliferação e sobrevivência. Em células Caco-2 a 

via do mTOR é ativada, o que contribui para a proliferação e sobrevivência das células [293].  

 

Hipóteses para a atividade antiproliferativa da oleaceína:  

 

A oleaceína é derivada da oleuropeína e é posteriormente convertida em ácido eleonólico e 

hidroxitirosol. Ainda existe pouca informação do efeito deste metabolito no CCR, mas está a ser cada 

vez mais explorado.  

 

i. A oleaceína pode inibir a proliferação celular e pode aumentar a expressão de proteínas 

pró-apoptoticas (BAX e p53) e diminuir a expressão da proteína BCL-2 [217] em células de 

CCR. 

 

ii. Este composto poderá inibir a via P13K/Akt que é ativada por células cancerígenas, 

levando à diminuição da sobrevivência celular e a um aumento da apoptose [294]. A 

diminuição da atividade da COX-2 pelo efeito da oleaceína também poderá reduzir a 

inflamação.   

 

O facto destes dois compostos divergirem na sua estrutura química, em que o oleocantal é 

constituído por um grupo aldeído e a oleaceína por um grupo éster pode fazer com que apresentem 

propriedades bioativas distintas. O grupo aldeído normalmente é muito reativo e pode favorecer os 

mecanismos da apoptose e pirotose [289]. Contudo, os ésteres podem ser hidrolisados em ambientes 

biológicos, libertando grupos -OH e alterando a atividade biológica do composto. 
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3.2.3.5. Ácido dicarboxílico 

 

Os ácidos dicarboxílicos são compostos orgânicos encontrados na natureza, com diversas 

aplicações biológicas como intermediários em vias metabólicas. Têm dois grupos carboxilato na sua 

estrutura química, e de acordo com a distância entre estes podem ser classificados em ácidos alifáticos 

ou aromáticos. O ácido metilmalónico é alifático (figura 3.8) e é produzido no organismo como um 

intermediário na metabolização de aminoácidos e ácidos gordos. É um subproduto do metabolismo do 

propionato ligado à deficiência de vitamina B12, altera o metabolismo celular e atua como uma molécula 

de sinalização. Normalmente, o ácido metilmalónico está presente em níveis baixos no corpo, contudo, 

níveis aumentados podem advir da falta de vitamina B12 ou de doenças [295]. A concentração normal 

de ácido metilmalónico no corpo humano é de 0 a 40 µM, sendo que nos idosos pode chegar aos 80 

µM devido à deficiência de vitamina B12 e é por isso um biomarcador promissor para diagnósticos de 

cancro [296].  

 

 

 

 

 

 

Figura 3.8. Estrutura química do ácido metilmalónico (PubChem). 

 

Na tabela 3.7 estão representados os valores de EC50 e IC50 do ácido metilmalónico em células 

HT29 e Caco-2 (figuras 3.3A e 3.3B).  

 

Tabela 3.7. Representação dos valores de EC50 e de IC50 do ácido metilmalónico nas linhas celulares HT29 e 
Caco-2, respetivamente. 

 

Metabolito Ácido metilmalónico 

Valor de EC50 (µM) 

em HT29 
≥ 1000 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
660 ± 41 

 

Os resultados obtidos demonstram que o ácido metilmalónico não causa efeito antiproliferativo 

em células HT29, logo não existe diminuição da viabilidade celular. Em Caco-2, o ácido metilmalónico 

foi mais citotóxico com redução de 50% da viabilidade celular a uma concentração de 660.3 µM.  

Apesar de estar relatado que o ácido metilmalónico promove a progressão do CCR através da 

proliferação celular, migração e invasão em células de CCR- HCT116 e SW480 [297], nos resultados 
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obtidos o ácido metilmalónico não obteve esse efeito, ou seja, não diminuiu a viabilidade celular, mas 

também não proporcionou um aumento da proliferação.  

 

Hipóteses para o efeito antiproliferativo do ácido metilmalónico em células de CCR:  

 

i. O ácido metilmalónico pode promover resistência à apoptose em células de CCR ao induzir 

o gene SOX4 que tem um papel importante na sobrevivência e proliferação das células 

cancerígenas. Este gene está envolvido na EMT e metastização [298]. Ao promover EMT, 

o ácido metilmalónico, pode facilitar a invasão das células cancerígenas colorretais para 

outros tecidos, aumentando o carácter metastático do tumor [298].  

 

ii. O ácido metilmalónico está envolvido em processos metabólicos, logo pode influenciar o 

metabolismo celular das células de CCR, alterando a forma como estas consomem 

nutrientes e energia. Esta alteração pode ajudar ao crescimento rápido das células 

cancerígenas [298].  

 

3.2.3.6. Ácidos gordos 

 

Os AGCCs, como o ácido oleico, são os principais metabolitos produzidos pela fermentação 

bacteriana e são importantes na saúde intestinal [299]. O ácido oleico (figura 3.9) é o MUFA mais 

abundante na dieta humana, influencia a fluidez da membrana e as vias de sinalização e tem efeito 

anti-inflamatório, antioxidante e anticancerígeno devido à indução da apoptose e inibição da expressão 

de oncogenes [300].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.9. Estrutura química do ácido oleico (PubChem). 

 

 

Na tabela 3.8 estão representados os valores de EC50 e IC50 do composto ácido oleico, em 

células HT29 e Caco-2 (figuras 3.3A e 3.3B).  
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Tabela 3.8. Representação dos valores de EC50 e de IC50 do ácido oleico nas linhas celulares HT29 e Caco-2, 
respetivamente. 

 

Metabolito Ácido oleico 

Valor de EC50 (µM) 

em HT29 
2 ± 0.7 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
≥ 5 

 

 

Estes resultados indicam que o ácido oleico tem efeito antiproliferativo significativo sobre as 

células cancerígenas HT29 a concentrações baixas, e não demonstra citotoxicidade nas células Caco-

2. Estes resultados tornam este metabolito bastante promissor, do ponto de vista fisiológico, para o 

tratamento contra o CCR. Este efeito antiproliferativo do ácido oleico foi relatado na literatura [301].  

O valor de EC50 do ácido oleico nas células HT29 foi de 2 ± 0.7 µM, o que indica um erro relativo 

de cerca de 35%. Este valor sugere que os resultados têm uma variabilidade considerável, logo, seria 

útil otimizar as condições experimentais, aumentar o número de réplicas para melhorar a precisão dos 

ensaios ou testar concentrações intermédias. Relativamente ao valor de IC50, este foi superior a 5 µM, 

o que significa que o ácido oleico não demonstrou uma inibição significativa da viabilidade celular dentro 

da faixa de concentrações testada. Para obter um valor de IC50 mais preciso seria necessário testar 

concentrações superiores a 5 µM e, assim, avaliar de forma mais detalhada a resposta do composto. 

 

Hipóteses para o efeito antiproliferativo do ácido oleico em células de CCR: 

 

i. O ácido oleico tem propriedades anfipáticas o que significa que é constituído por uma parte 

hidrofílica e outra hidrofóbica. Devido a esta característica, o ácido oleico poderá integrar-

se nas membranas celulares das células de CCR, afetando a fluidez e a função dos 

recetores de membrana [302], podendo levar à inibição da proliferação. 

 

ii. As células cancerígenas perdem a capacidade de se diferenciar de forma correta quando 

expostas ao ácido oleico. A diferenciação pelo aumento das enzimas sucrase-isomaltase 

e dipeptidilpeptidase (DPP-IV) pode ser um sinal de que as células estão menos propensas 

à proliferação [301].   

 

iii. Estudos anteriores demonstraram que o ácido oleico obteve um valor de EC50 de (9.9 µM) 

em células HT29 após 48h [303]. Este valor é discrepante com o obtido neste trabalho 

(EC50 = 2 ± 0.7 µM), mas que pode ser justificado pelo tempo reduzido de incubação deste 

composto nas células (48h vs. 72h).  
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3.2.3.7. Ácido biliar 

 

Os ácidos biliares primários (BAs) são sintetizados a partir do colesterol no fígado e são 

biotransformados no cólon em BAs secundários pela microbiota intestinal. Os BAs no intestino regulam 

a digestão e absorção do colesterol e desempenham funções na sinalização e modulação da 

proliferação de células epiteliais [304]. O ácido desoxicólico (figura 3.10) é um ácido biliar secundário 

derivado do ácido cólico que é um ácido biliar primário produzido pelo fígado. Níveis aumentados de 

ácidos biliares pode estar associado a um maior risco de CCR [305].  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.10. Estrutura química do ácido desoxicólico (PubChem). 

 

Na tabela 3.9 estão representados os valores de EC50 e IC50 do composto ácido desoxicólico, 

em células HT29 e Caco-2 (figuras 3.3A e 3.3B).  

 

Tabela 3.9. Representação dos valores de EC50 e de IC50 do ácido desoxicólico nas linhas celulares HT29 e Caco-
2, respetivamente. 

 

Metabolito Ácido desoxicólico 

Valor de EC50 (µM) 

em HT29 
128 ± 84 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
221 ± 38 

 

O ácido desoxicólico apresentou efeito antiproliferativo, pois reduziu 50% da viabilidade celular 

a uma concentração de 128 µM em células cancerígenas HT29. Relativamente às células Caco-2, a 

viabilidade celular diminui a concentrações mais altas, e é relativamente citotóxico.  

Estudos já existentes na literatura demonstraram que o efeito do ácido desoxicólico em células 

cancerígenas é contraditório, pois em alguns casos pode contribuir para diminuição da viabilidade 

celular em células cancerígenas e noutros pode contribuir para a progressão do tumor. Estas diferenças 

podem advir da linha celular de CCR utilizada e a sua capacidade de metastização.  

O valor de EC50 do ácido desoxicólico em células HT29 foi de 128 ± 84 µM, com um erro relativo 

de 65.6%, o que indica uma elevada variabilidade nos resultados. Este resultado elevado sugere que 

os ensaios podem necessitar de otimização para melhorar a precisão e consistência dos dados obtidos 
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ou necessitar de testar mais concentrações. Contrariamente, o valor de IC50 em células Caco-2 foi de 

221 ± 38 µM, com um erro relativo de 17.2%, o que demonstra uma maior consistência e confiabilidade 

dos resultados. A diferença nos erros relativos sugere que a resposta ao ácido desoxicólico pode ser 

mais reprodutível nas células Caco-2.  

 

Hipóteses para o efeito antiproliferativo do ácido desoxicólico em células CCR:   

 

i. O uPAR é um recetor da superfície celular que em linhas de CCR está sobrexpresso 

contribuindo para a invasão tumoral. O bloqueio da ativação de uPAR pelo ácido 

desoxicólico diminuiu a viabilidade de células de CCR – LoVo e SW480 [306].  

 

ii. Os grupos -OH influenciam a hidrofobicidade dos ácidos biliares. O ácido desoxicólico é 

hidrofóbico, possui dois grupos -OH e é pouco polar (figura 3.10). Esta estrutura aumenta 

a sua capacidade de interagir fortemente com as membranas celulares, o que pode 

danificar a integridade da membrana. Estudam demostraram que esta hidrofobicidade dos 

ácidos biliares pode estar relacionada com a sua capacidade de induzir a apoptose em 

células colorretais HT29 [305].  

 

Hipótese para o efeito cancerígeno do ácido desoxicólico em células CCR:  

 

i. A E-caderina é uma proteína responsável pela adesão celular em tecidos epiteliais, através 

da ajuda das cateninas. Se o ácido desoxicólico afetar a ligação entre a E-caderina e as 

cateninas, isso pode enfraquecer a coesão entre células facilitando a invasão das células 

cancerígenas o que pode levar a características de tumores invasivos [306].  

 

3.2.3.8. Ácidos monohidroxibenzóicos 

 

Os ácidos monohidroxibenzóicos são um grupo de compostos orgânicos com um grupo -OH e 

um grupo carboxilato no anel de benzeno (figura 3.11). Têm diversas funções na indústria farmacêutica 

e cosmética. Existe uma relação entre o ácido benzóico (BA) e os ácidos monohidroxibenzóicos pois 

partilham de uma estrutura básica semelhante: contêm um anel de benzeno. Os derivados BA são 

compostos químicos com um anel de benzeno, mas com modificações na sua molécula, normalmente 

pela substituição de átomos de hidrogénio e grupos funcionais. Alguns exemplos são: ácido 

hidroxibenzóico (HBA), ácido di-hidroxibenzóico (DHBA), ácido dimetoxibenzóico (DMBA) e ácido 

mono-hidroxi-dimetoxi-benzóico (MHDMBA) [307]. 

O ácido 4-hidroxibenzoico e o ácido salicílico fazem parte da classe de HBA e contêm o grupo 

-OH na posição 4 do anel de benzeno e um grupo -OH na posição 2 do anel de benzeno, 

respetivamente [308]. O ácido acetilsalicílico (aspirina) é um derivado do ácido salicílico, e ambos têm 
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propriedades anti-inflamatórias. A eficácia do ácido acetilsalicílico em reduzir o risco de CCR é relatada 

entre 20-40% e estudos demonstraram que a sua ingestão por 5 ou mais anos reduz o risco associado 

a adenomas e carcinomas colorretais. Embora a aspirina seja recomendada para prevenção primária 

do CCR o seu papel na prevenção secundária e terciária ainda não está esclarecido [309]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.11. Estrutura química do ácido 4-hidroxibenzóico e do ácido salicílico, respetivamente (PubChem). 

 

Na tabela 3.10 estão representados os valores de EC50 e IC50 dos metabolitos ácido 4-

hidroxibenzoico e ácido salicílico, em células HT29 e Caco-2 (figuras 3.3A e 3.3B).  

 

Tabela 3.10. Representação dos valores de EC50 e de IC50 dos ácidos monohidroxibenzóicos 4-hidroxibenzóico e 
ácido salicílico nas linhas celulares HT29 e Caco-2, respetivamente. 

 

 

Metabolito 
Ácido 4-

hidroxibenzoico 

Ácido 

salicílico 

Valor de EC50 (µM) 

em HT29 
562 ± 74 854 ± 441 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
522 ± 72 476 ± 117 

 

Tendo em conta os resultados obtidos, o ácido 4-hidroxibenzóico tem um valor de EC50 menor 

comparado ao ácido salicílico, indicando que é mais eficaz na redução da viabilidade celular nas células 

HT29. Ambos os compostos apresentam alguma citotoxicidade, no entanto, o ácido salicílico tem 

menos efeito citotóxico em células Caco-2 (menor IC50). Em comparação com outros compostos acima 

relatados, estes não são os mais promissores, tendo em conta os seus valores de EC50 e IC50.  

O ácido 4-hidroxibenzoico apresentou valores de EC50 em HT29 de 562 ± 74 µM e de IC50 em 

Caco-2 de 522 ± 72 µM, com erros relativos semelhantes de cerca de 13% para ambos. Estes valores 

sugerem uma resposta relativamente consistente nas duas linhagens celulares, indicando que o ácido 

4-hidroxibenzoico pode ter um efeito semelhante em ambas. Já o ácido salicílico apresentou valores 

de EC50 em HT29 de 854 ± 441 µM e de IC50 em Caco-2 de 476 ± 117 µM. A maior diferença entre os 

valores de EC50 e IC50 (cerca de 378 µM) e o elevado erro relativo do EC50 para HT29 (51.7%) indicam 
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uma maior variabilidade e sugerem que o comportamento do ácido salicílico nas células HT29 pode ser 

menos previsível. A diferença observada entre as duas linhagens celulares pode ser estatisticamente 

significativa.  

  

Não existem muitos estudos na literatura acerca da relação entre o efeito antiproliferativo dos HBAs e 

o CCR. Contudo existem algumas hipóteses, tais como:   

 

i. O ácido 4-hidroxibenzóico pode inibir as enzimas COX-1 e COX-2 e as vias de sinalização 

mTOR, Wnt e NF-kB que estão envolvidas na sobrevivência e proliferação celular [309].  

 

ii. Um estudo realizado com o ácido salicílico, indicou que até à concentração de 1000 µM 

este composto não afeta a viabilidade celular, ou seja, não há diminuição da proliferação 

de células cancerígenas. Contudo, nos resultados obtidos, pode-se ver uma diminuição da 

viabilidade celular a uma concentração de 850 µM em células HT29. Esta diferença de 

resultados pode advir do meio de cultura diferente (McCoy's 5ª vs. RPMI) e tempo de 

incubação [310]. 

 

iii. Um estudo anterior demonstrou que as células HT29 e Caco-2 foram incubadas com BA 

durante 72h e a viabilidade celular foi avaliada utilizando o teste MTT. Os resultados obtidos 

indicam 50% da redução da viabilidade celular deste composto em células HT29 e Caco-

2, nas concentrações 5491 µM e 2710 µM, respetivamente [311]. Os valores de EC50 

observados foram significativamente superiores aos obtidos (tabela 3.10). Esta 

discrepância pode ser atribuída ao facto de o composto utilizado neste estudo ser diferente 

(ácido 4-hidroxibenzóico), apesar de ambos pertencerem à mesma classe.  

 

A explicação na literatura acerca do efeito anticancerígeno dos HBAs no CCR é limitada, contudo, 

existem estudos destes compostos noutras linhas de cancro, como o cancro de mama e do pulmão que 

demonstram efeito anticancerígeno [312].  

 

3.2.3.9. Ácido hidroxicinâmico  

 

Os ácidos hidroxicinâmicos (HCAs), ácido cafeico, p-cumárico e ferúlico, são compostos 

fenólicos com propriedades antioxidantes encontrados em plantas, ajudam a combater o stress 

oxidativo e reduzem o risco de doenças crónicas [313]. As características estruturais dos HCAs foram 

relatadas como importantes para a atividade antioxidante: grupo -OH, anel de benzeno e grupo 

carboxilato (figura 3.12). A maioria das investigações concluiu que a presença do grupo orto-di-

hidroxifenil (catecol) é importante para a atividade antioxidante [314].  
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Figura 3.12. Estrutura química do ácido p-cumárico (PubChem). 

 

Na tabela 3.11 estão representados os valores de EC50 e IC50 do ácido p-cumárico, em células 

HT29 e Caco-2 (figuras 3.3A e 3.3B).  

 

Tabela 3.11. Representação dos valores de EC50 e de IC50 do ácido hidroxicinâmico p-cumárico nas linhas 

celulares HT29 e Caco-2, respetivamente. 

 

Metabolito Ácido p-cumárico 

Valor de EC50 (µM) 

em HT29 
≥ 1000 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
≥ 1000 

 

Estes resultados sugerem que o ácido p-cumárico é pouco promissor, pois apesar de não ser 

citotóxico em células de Caco-2, também não teve efeito antiproliferativo em células cancerígenas, logo 

tem baixa eficácia. Embora o ácido p-cumárico seja descrito na literatura como um agente 

anticancerígeno, os resultados obtidos neste estudo não corroboraram essa atividade. Não foi 

observada uma redução da viabilidade celular na linha de CCR testada [315].  

 

Hipóteses para o ácido p-cumárico não causar efeito antiproliferativo:  

 

i. Apesar de o ácido p-cumárico ter um grupo -OH e este ter propriedades antioxidantes, o 

efeito anticancerígeno de um composto não depende só dos grupos funcionais, mas 

também da sua estrutura global e da concentração, o que pode justificar a falta de efeito 

deste composto.   

 

ii. Estudos anteriores demonstraram que o ácido p-cumárico induziu a apoptose em linhas de 

CCR, incluindo HT29, DLD-1, SW480 e Caco-2 e interrompeu o ciclo celular em HT29 e 

Caco-2 nas fases G1 e G2, em concentrações de 1400 µM e 1500 µM, respetivamente. No 
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entanto, nos resultados obtidos neste estudo não foi observado efeito antiproliferativo com 

a concentração máxima testada de 1000 µM. Isto sugere que, para observar um efeito 

significativo, seria necessário testar concentrações mais altas conforme relatado [315,316].  

 

iii. Outro estudo demonstrou efeito antiproliferativo do ácido p-cumárico com um valor de EC50 

= 1600 µM para células HT29. A discrepância entre esse resultado e o obtido nos nossos 

resultados (≥ 1000 µM) deve-se a vários fatores: a concentração do composto testado 

(1600 vs. 1000 µM), o meio de cultura utilizado (DMEM vs. RPMI) e o método de avaliação 

da viabilidade celular (MTT vs. PrestoBlue™). Estas variáveis podem influenciar os 

resultados e a capacidade deste composto em induzir efeito antiproliferativo em células 

HT29 [317].  

 

Em suma, as classes de compostos mais promissoras foram os fenóis simples, ácidos triterpénicos, 

secoiridóides, ácidos gordos e ácidos biliares, pois os compostos presentes nestas classes foram os 

que apresentaram menor valor de EC50, logo, obtiveram maior efeito antiproliferativo. De modo a 

perceber o efeito destes metabolitos noutra linha celular de CCR, utilizou-se a linha celular LoVo que 

apresenta características mais metastáticas.  
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3.3. Efeito antiproliferativo do extrato de azeite e dos metabolitos em 

modelos 2D e 3D na linha celular LoVo  

 

3.3.1. Efeito antiproliferativo do extrato de azeite no modelo 2D na linha celular 

LoVo 

 

De forma a testar o efeito antiproliferativo do extrato de azeite e dos metabolitos utilizou-se 

outra linha celular cancerígena com características metastáticas (LoVo), originária de uma metástase 

de adenocarcinoma do cólon. A metastização é responsável pela maioria das mortes associadas ao 

cancro, logo, testar compostos em células metastáticas é crucial para avaliar se esses compostos 

podem ser capazes de inibir a formação de metástases e, consequentemente, contribuir para identificar 

novas terapias mais eficientes para o CCR. No entanto, as células metastáticas são mais agressivas e 

resistentes a tratamentos, logo, se um composto tiver efeito pode tornar-se promissor para o 

desenvolvimento de terapias [318,319].  

Esta linha celular ainda não foi amplamente investigada, resultando numa quantidade limitada 

de dados disponíveis na literatura científica. Devido à sua menor utilização em pesquisas, comparada 

a outras linhas celulares, ainda há algumas lacunas no conhecimento sobre as suas características e 

comportamento biológico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A figura 3.13 demonstra a comparação entre as curvas dose-resposta após 72h de incubação 

do extrato de azeite nas 3 linhas celulares, LoVo, HT29 e Caco-2 de modo a verificar os potenciais 

efeitos antiproliferativo e de citotoxicidade, respetivamente.  

Figura 3.13. Curva dose-resposta após 72h de incubação do extrato de azeite em HT29, LoVo e Caco-2 
em modelos 2D (resultados: média ± SD (n=3)). 

Extrato de azeite  
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Comparando as duas linhas de CCR, o extrato apresentou menor valor de EC50 (0.05 ± 0.03 

mg/mL) na linha celular LoVo do que em HT29 (EC50= 0.07 ± 0.01 mg/mL) indicando que os compostos 

presentes no azeite apresentam maior efeito antiproliferativo numa linha celular com características 

metastáticas. No entanto, a diferença entre os valores de EC50 não é significativa.  

Não existe muita informação acerca desta linha celular. Contudo, estudos demonstram que o 

extrato de azeite exerce efeitos antiproliferativos em outras linhas de CCR como na linha celular HT29, 

como visto anteriormente (secção 3.2.1).  

 

Hipotéses para que o extrato de azeite tenha mais efeito na linha celular LoVo:  

 

i. As células LoVo podem apresentar uma regulação diferente das vias NF-kB ou MAPK, 

associadas à inflamação e sobrevivência celular. A inibição destas vias por compostos 

presentes no extrato de azeite pode ser uma razão para explicar a maior sensibilidade por parte 

destas células [320].   

 

ii. As células LoVo normalmente apresentam uma mutação no gene APC o que desencadeia a 

ativação da via Wnt/β-catenina responsável pela proliferação celular. Se os compostos 

presentes no extrato de azeite atuarem nesta via, podem inibir a proliferação celular e diminuir 

a viabilidade e sobrevivência das células LoVo [244].  

 

A literatura indica que os compostos do extrato de azeite têm ação antiproliferativa em várias linhas 

de CCR, como descrito anteriormente em HT29 (secção 3.2.1). Estudos anteriores em outra linha 

celular HT115, indicaram que o azeite virgem regulou de forma negativa a subunidade alfa-2 da 

integrina, o que promoveu a diminuição da disseminação do tumor e do número de metástases em 

modelos in vitro. Em células SW620, o azeite virgem inibiu as enzimas responsáveis pela síntese de 

ácidos gordos (FAZ), levando à redução da proliferação celular e à indução da apoptose. Esses 

mecanismos observados em diferentes linhas celulares oferecem hipóteses sobre como o azeite virgem 

pode atuar também em células LoVo [225].  
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3.3.2. Efeito antiproliferativo dos metabolitos no modelo 2D da linha celular LoVo  
 

Nas figuras 3.14A e 3.14B está apresentada a viabilidade celular dos vários metabolitos (72h 

de incubação) no ensaio antiproliferativo em células LoVo e no ensaio de citotoxicidade em células 

Caco-2 no modelo 2D.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.14A. Curva dose-resposta após 72h de incubação dos metabolitos álcool 3-hidroxibenzilo, 
apigenina, 4-metilcatecol, ácido ursólico, luteolina, hidroxitirosol, ácido maslínico e ácido oleico em 

células LoVo e Caco-2 em modelos 2D (resultados: média ± SD (n=3)). 

Caco-2 

IC50 ≥ 1000 µM 

LoVo 

EC50 = 682 ± 192 µM 

LoVo 

EC50 = 28 ± 1.3 µM 

Caco-2 

IC50 ≥ 1000 µM 

Caco-2 

IC50 = 249 ± 18 µM 

LoVo 

EC50 = 64 ± 26 µM 

Caco-2 

IC50 ≥ 100 µM 

LoVo 

EC50 = 10 ± 0.7 µM 

Caco-2 

IC50 = 123 ± 14 µM 

LoVo 

EC50 = 42 ± 15 µM 

Caco-2 

IC50 ≥ 400 µM 

LoVo 

EC50 = 290 ± 109 µM 

Caco-2 

IC50 = 44 ± 9 µM 

LoVo 

EC50 = 29 ± 15 µM 

Caco-2 

IC50 ≥ 5 µM 

LoVo 

EC50 = 0.2 ± 0.1 µM 



 
 
 
 
 

90 
 

 

0 

Figura 3.14B. Curva dose-resposta após 72h de incubação dos metabolitos ácido desoxicólico, ácido 4-
hidroxibenzoico, ácido p-cumárico, tirosol, ácido salicílico, diosmetina, oleocantal, oleaceína e ácido 

metilmalónico, em células LoVo e Caco-2 em modelos 2D (resultados: média ± SD (n=3)). 

Caco-2 

IC50 = 221 ± 38 µM 

LoVo 

EC50 = 117 ± 14 µM 

Caco-2 

IC50 = 522 ± 72 µM 

LoVo 

EC50 = 791 ± 170 µM 

Caco-2 

IC50 ≥ 1000 µM 

LoVo 

EC50 = 527 ± 116 µM 

Caco-2 

IC50 = 449 ± 62 µM 

LoVo 

EC50 = 738 ± 434 µM 

Caco-2 

IC50 = 476 ± 117 µM 

LoVo 

EC50 = 764 ± 401 µM 

Caco-2 

IC50 ≥ 1000 µM 

LoVo 

EC50 = 512 ± 198 µM 

Caco-2 

IC50 = 857 ± 75 µM 

LoVo 

EC50 = 124 ± 13 µM 

Caco-2 

IC50 = 375 ± 56 µM 

LoVo 

EC50 = 44 ± 4 µM 

Caco-2 

IC50 = 660 ± 41 µM 

LoVo 

EC50 ≥ 1000 µM 
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3.3.2.1. Fenóis simples  

 

Como mencionado anteriormente, os fenóis simples são o hidroxitirosol, tirosol, álcool 3-

hidroxibenzilo e o 4-metilcatecol, e possuem efeito antiproliferativo em células de CCR. Na tabela 3.12 

estão representados os valores de EC50 para as células LoVo e o valor de IC50 para a linha celular 

Caco-2 (figuras 3.14A e 3.14B).  

 

Tabela 3.12.  Representação dos valores de EC50 e IC50 dos fenóis simples nas linhas celulares LoVo e Caco-2, 

respetivamente. 

 

Metabolito Hidroxitirosol Tirosol 
Álcool 3-

hidroxibenzilo 
4-metilcatecol 

Valor de EC50 (µM) 

em LoVo  
290 ± 109  738 ± 434  682 ± 192  64 ± 26  

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
≥ 400  449 ± 62 ≥ 1000  249 ± 18  

 

Através destes resultados obtidos, pode-se verificar que nas células LoVo, o 4-metilcatecol e o 

hidroxitirosol são os metabolitos com maior efeito antiproliferativo (menor valor de EC50) e o 

hidroxitirosol é o menos citotóxico (menor valor de IC50: IC50 ≥ 400 µM). O tirosol é o que apresenta 

menor efeito antiproliferativo nas células LoVo (maior valor de EC50: EC50 = 738 ± 434 µM). Comparando 

as duas linhas de CCR- LoVo e HT29, todos os compostos, à exceção do 4-metilcatecol, obtiveram 

mais efeito antiproliferativo nas células HT29, ou seja, reduziram 50% da viabilidade celular a 

concentrações mais baixas do que nas células LoVo. Estes resultados eram expectáveis, pois as LoVo 

são uma linha celular mais resistente e metastática [162] e por isso, têm maior resistência a agentes 

terapêuticos, incluindo os compostos fenólicos. Para além disso, as células metastáticas podem ter 

perfis de expressão génica que conferem resistência à apoptose induzida por agentes citotóxicos [319].  

O tirosol apresentou um valor de EC50 em LoVo de 738 ± 434 µM, com um erro relativo elevado 

de 58.7%, indicando uma considerável variabilidade nos resultados sugerindo que a resposta ao tirosol 

nas células LoVo é menos previsível e que pode ser necessária uma otimização das condições 

experimentais para melhorar a precisão e reduzir a variabilidade. Em Caco-2, o valor de IC50 foi de 449 

± 62 µM, com um erro relativo de 13.8%, o que mostra uma resposta mais consistente e confiável do 

tirosol nesta linhagem celular.  

 

Hipóteses para o efeito antiproliferativo dos fenóis simples em células LoVo:  

 

i. Estudos anteriores demonstraram que o hidroxitirosol e o Tirosol exibiram atividade 

anticancerígena em células HCT116, através da paragem do ciclo celular e da indução da 

apoptose [321].  
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ii. Estudos demonstraram que após 72h de incubação com hidroxitirosol, obteve-se um valor de 

EC50 (140.8 µM) em células LoVo e um valor de EC50 (92.8 µM) na linha celular HCT116. A 

diferença entre os resultados obtidos neste trabalho (EC50= 290 ± 109 µM) e a literatura poderá 

ter a ver com a diferença no método de viabilidade celular, meio de cultura utilizado ou inóculo 

utilizado [201].  

 

O hidroxitirosol é um composto muito promissor e tem atividade anticancerígena em diferentes 

linhas de cancro (colorretal, mama, entre outros) devido à sua capacidade de induzir a apoptose e ROS. 

As hipóteses mencionadas acima acerca do efeito antiproliferativo do hidroxitirosol, tirosol, do álcool 3-

hidroxibenzilo e do 4-metilcatecol na linha celular HT29 podem adequar-se a esta linha de CCR.  

 

3.3.2.2. Flavonóides  

 

A apigenina, a luteolina e a diosmetina pertencem à classe dos flavonóides e têm efeitos 

biológicos relevantes. Na tabela 3.13 estão representados os valores de EC50 e IC50 destes metabolitos, 

em células LoVo e Caco-2 (figuras 3.14A e 3.14B), respetivamente.   

 

Tabela 3.13. Representação dos valores de EC50 e de IC50 dos flavonoides apigenina, luteolina e a diosmetina nas 
linhas celulares LoVo e Caco-2, respetivamente. 

 

Metabolito Apigenina Luteolina Diosmetina  

Valor de EC50 (µM) 

em LoVo 
28 ± 1.3 42 ± 15 512 ± 198 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
≥ 1000 123 ± 14 ≥ 1000 

 

 

Nas células LoVo, a apigenina tem maior efeito antiproliferativo (menor valor de EC50) o que 

indica que é mais eficaz na redução da proliferação celular do que a luteolina. A apigenina e a 

diosmetina não apresentaram citotoxicidade em células Caco-2 para as concentrações testadas. A 

luteolina apresenta um efeito antiproliferativo a concentrações baixas, contudo, é mais citotóxico.  

Relativamente às duas linhas de CCR- HT29 e LoVo, a apigenina demonstrou maior efeito 

antiproliferativo em células LoVo do que em HT29, pois teve uma redução de 50% da viabilidade celular 

a concentrações mais inferiores do que nas HT29 (EC50= 481 ± 113 µM). A luteolina e a diosmetina 

também demonstraram ter mais efeito antiproliferativo na linha celular LoVo, contudo, a diferença foi 

menos acentuada em comparação com a apigenina. Estes resultados são muito promissores, pois 

estes compostos produziram um maior efeito antiproliferativo numa linha celular mais resistente e 

metastática. Este facto pode acontecer pois as células metastáticas costumam ter níveis elevados de 
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stress oxidativo; logo, se os compostos aumentarem o stress oxidativo as células podem ficar 

comprometidas e diminuir a sua viabilidade [318].  

A diosmetina é o flavonóide menos eficaz, pois é o composto que apresentou maior valor de 

EC50 quando comparada com outros metabolitos. Logo, não demonstrou um efeito antiproliferativo 

significativo em nenhuma linha celular.  

 

Efeito antiproliferativo da apigenina, luteolina e diosmetina em linhas de CCR:  

 

Como existe pouca informação acerca desta linha celular, seria importante comparar estes 

compostos com outra linha celular de CCR também metastática, a SW620.  

 

i. Após 72h, apigenina reduziu 50% da viabilidade celular na linha celular SW620 a uma 

concentração de 30.6 µM [249]. Este resultado é semelhante ao obtido nas células LoVo 

(EC50= 28 ± 1.3 µM) o que indica que este composto tem efeito sobre as células de CCR 

metastáticas. 

 

ii. Outro estudo demonstrou que a apigenina inibiu a proliferação celular nas células LoVo 

após 24h (EC50 = 34.5 µM) [250]. O valor de EC50 obtido nestes resultados (EC50 = 28 ± 

1.3 µM) é idêntico ao descrito na literatura. Contudo, as diferenças podem advir do meio 

de cultura utilizado, do tempo de incubação dos compostos na linha celular e do método 

de deteção da viabilidade celular. Estes resultados podem ser justificados pela diminuição 

do marcador vimentina e pelo aumento da E-caderina, provocando uma diminuição das 

características invasivas das células [250]. 

 

iii. Em estudos anteriores observou-se que a luteolina diminuiu 50% da viabilidade celular das 

células LoVo a uma concentração de 25.1 µM [322], inferior ao obtido no presente trabalho 

(EC50= 42 ± 15 µM). Esta diferença, apesar de não ser significativa, pode ser devido ao 

tempo de incubação utilizado na literatura (48h vs. 72h) e ao método da deteção da 

viabilidade celular (sulforodamina B vs. PrestoBlue™).  

 

iv. Em estudos publicados na literatura, a diosmetina obteve um valor de EC50 (15 ± 2 µM) na 

linha celular LoVo após 72h de incubação. Este valor é bastante inferior ao obtido no 

presente estudo (EC50= 512 ± 198 µM), o que sugere que outros fatores possam estar a 

ter impacto nesta diferença de resultados, tais como, o meio de cultura utilizado na literatura 

(RPMI 1640 e Opti-MEM vs. F12K)) e o ensaio de MTT (vs. PrestoBlue™) para a deteção 

da viabilidade celular [323].  
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A apigenina, a luteolina e a diosmetina são flavonas, logo a sua estrutura plana e a presença de 

uma ligação dupla entre os átomos de carbono C2 e C3 é importante para uma maior atividade 

antiproliferativa relativamente a outros compostos fenólicos em diferentes linhas de CCR. A inibição da 

P-gp nas células LoVo por estas flavonas pode ser benéfica para o tratamento do CCR [322] 

 

3.3.2.3. Ácidos Triterpénicos   

 

Relativamente aos ácidos triterpénicos, na tabela 3.14 estão representados os valores de EC50 

e IC50 dos metabolitos ácido maslínico e ácido ursólico, em células LoVo e Caco-2 (figuras 3.14A e 

3.14B), respetivamente.   

 

Tabela 3.14. Representação dos valores de EC50 e de IC50 dos ácidos triterpénicos ácido maslínico e ácido ursólico 
nas linhas celulares LoVo e Caco-2, respetivamente. 

 

Metabolito Ácido maslínico Ácido ursólico 

Valor de EC50 (µM) 

em LoVo 
29 ± 15 10 ± 0.7 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
44 ± 9 ≥ 100 

 

 

 O ácido ursólico apresenta maior efeito antiproliferativo na linha celular LoVo e menor efeito 

citotóxico em Caco-2, em comparação com o ácido maslínico. O ácido maslínico também apresenta 

redução da viabilidade celular a concentrações baixas em células LoVo, mas possui citotoxicidade. 

Comparando as duas linhas de CCR- HT29 e LoVo, o ácido maslínico apresentou maior efeito 

antiproliferativo nas células HT29 (EC50= 20 ± 9 µM) e o ácido ursólico demonstrou uma maior atividade 

antiproliferativa nas células LoVo.  

 

Ensaios antiproliferativos do ácido maslínico e do ácido ursólico em células LoVo: 

 

i. Estudos anteriores demonstraram que o ácido ursólico teve efeito nas células LoVo após 

72h de incubação, a uma concentração de 16.8 µM. Esta concentração é ligeiramente 

superior, mas semelhante à obtida (10 ± 0.7 µM) [324]. Contrariamente, outro estudo 

demonstrou que, após 48h de incubação das células LoVo, o ácido ursólico apresentou um 

valor de EC50 de 60 µM, que difere do obtido nos nossos resultados. As discrepâncias 

podem ser devido ao menor tempo de incubação utilizado na literatura (48h vs. 72h). Um 

período de incubação mais prolongado poderia ter mostrado um efeito antiproliferativo 

superior [325].  
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ii. Há poucos estudos acerca do efeito do ácido maslínico em células LoVo, mas 

considerando que LoVo é uma linha de CCR, é normal supor que os mecanismos pelos 

quais o ácido maslínico exerce o seu efeito antiproliferativo (ex: indução da apoptose) 

noutras linhas de CCR possam ser semelhantes para as células LoVo [286].  

 

3.3.2.4. Secoiridóides    

 

Como já visto anteriormente, o oleocantal e a oleaceína pertencem à classe dos secoiridóides. 

Na tabela 3.15 estão representados os valores de EC50 e IC50 dos metabolitos oleocantal e oleaceína, 

em células LoVo e Caco-2 (figuras 3.14A e 3.14B), respetivamente.   

 

Tabela 3.15. Representação dos valores de EC50 e de IC50 dos secoiridoides oleocantal e oleaceína nas linhas 
celulares LoVo e Caco-2, respetivamente. 

 

Metabolito Oleocantal Oleaceína 

Valor de EC50 (µM) 

em LoVo 
44 ± 4 124 ± 13 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
375 ± 56 857 ± 75 

 

O oleocantal apresentou maior efeito antiproliferativo em células LoVo do que a oleaceína, pois 

obteve um menor valor de EC50. No entanto, o oleocantal apresentou maior citotoxicidade em células 

Caco-2 do que a oleaceína. Estes dois metabolitos apresentaram ambos maior efeito antiproliferativo 

em células LoVo do que nas células HT29.  

Poucos estudos existem na literatura sobre o efeito do oleocantal e oleaceína na linha celular 

LoVo; em baixo, sugerem-se algumas hipóteses para os resultados obtidos.  

 

Hipóteses do efeito antiproliferativo do oleocantal e da oleaceína em células LoVo:  

 

i. O oleocantal pode atuar nas células LoVo como um inibidor da COX-2, tal como em outras 

linhas de CCR (ex: HT29 e SW480) [326].  

 

ii. O oleocantal pode induzir a apoptose aumentando a produção de ROS que causa danos 

no DNA e morte celular nas células LoVo [326].  

 

iii. O oleocantal pode ativar a AMPK que está envolvido na inibição da proliferação celular e 

na apoptose de células cancerígenas [217].  

 

 

 



 
 
 
 
 

96 
 

3.3.2.5. Ácido dicarboxílico  

 

Na tabela 3.16 estão representados os valores de EC50 e IC50 do ácido metilmalónico, em 

células LoVo e Caco-2 (figuras 3.14A e 3.14B), respetivamente.   

 

Tabela 3.16. Representação dos valores de EC50 e de IC50 do ácido metilmalónico nas linhas celulares LoVo e 
Caco-2, respetivamente. 

 

 

Metabolito Ácido metilmalónico 

Valor de EC50 (µM) 

em LoVo 
≥ 1000 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
660 ± 41 

 

Está relatado que o ácido metilmalónico promove a progressão do CCR através da proliferação 

celular, migração e invasão em células de CCR: HCT116 e SW480 [297]. Nos resultados obtidos, o 

ácido metilmalónico não provocou qualquer diminuição na viabilidade de células de CCR- HT29 e LoVo 

após 72h de incubação.  

 

3.3.2.6. Ácidos gordos 

 

Na tabela 3.17 estão representados os valores de EC50 e IC50 do ácido oleico, em células LoVo 

e Caco-2 (figuras 3.14A e 3.14B), respetivamente.   

 

Tabela 3.17. Representação dos valores de EC50 e de IC50 do ácido gordo nas linhas celulares LoVo e Caco-2, 
respetivamente. 

 

Metabolito Ácido oleico 

Valor de EC50 (µM) 

em LoVo 
0.2 ± 0.1 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
≥ 5 

 

 

Com base nos resultados obtidos, é possível concluir que o ácido oleico teve maior efeito 

antiproliferativo em células LoVo do que em células HT29 (EC50= 2 ± 0.7 µM), uma vez que diminui 

50% da viabilidade celular a concentrações mais baixas nas células LoVo. No entanto, o erro relativo 

de 50% no valor de EC50 indica uma certa variabilidade nos resultados, o que pode sugerir que a 

reprodutibilidade pode ser melhorada. Por outro lado, o valor de IC50 em Caco-2 foi determinado como 
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sendo superior a 5 µM, indicando que o ácido oleico não exerce efeito significativo nas células Caco-2 

nas concentrações testadas. Essa diferença de resposta entre as duas linhagens celulares sugere que 

o ácido oleico pode ter uma ação seletiva, sendo mais eficaz nas células LoVo do que nas Caco-2.  

 Embora a relação entre o ácido oleico e as células LoVo ainda esteja pouco explorada na 

literatura, os efeitos observados indicam que este composto pode atuar de forma semelhante ao que 

foi descrito para outras linhas de CCR.  

 

3.3.2.7. Ácido biliar 

 

Na tabela 3.18 estão representados os valores de EC50 e IC50 do ácido desoxicólico, em células 

LoVo e Caco-2 (figuras 3.14A e 3.14B), respetivamente.  

 

Tabela 3.18. Representação dos valores de EC50 e de IC50 do ácido desoxicólico nas linhas celulares LoVo e Caco-
2, respetivamente. 

 

Metabolito Ácido desoxicólico 

Valor de EC50 (µM) 

em LoVo 
117 ± 14 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
221 ± 38 

 

O efeito do ácido desoxicólico nas linhas de CCR utilizados nos ensaios antiproliferativos foi 

muito semelhante, no entanto, teve mais efeito antiproliferativo em células LoVo. O efeito deste 

composto é muito controverso, pois na literatura está relatado como promotor e inibidor do cancro. 

Alguns estudos demonstram que o ácido desoxicólico pode promover a progressão do cancro ao 

aumentar a expressão da ciclina D1, a fosforilação da β-catenina e a expressão de uPA e uPAR em 

células LoVo e SW480 [305].  

Na literatura, associam o ácido desoxicólico a efeitos positivos em cancro do fígado [327], 

contudo, poucos estudos existem entre o efeito antiproliferativo deste composto e o CCR.  

 

3.3.2.8. Ácidos monohidroxibenzoicos 

 

Na tabela 3.19 estão representados os valores de EC50 e IC50 dos metabolitos ácido 4-

hidroxibenzóico e ácido salicílico, em células LoVo e Caco-2 (figuras 3.14A e 3.14B), respetivamente.   
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Tabela 3.19. Representação dos valores de EC50 e de IC50 dos compostos ácido 4-hidroxibenzóico e ácido salicílico 
nas linhas celulares LoVo e Caco-2, respetivamente. 

 

Metabolito 
Ácido 4-

hidroxibenzóico 
Ácido salicílico 

Valor de EC50 (µM) 

em LoVo 
791 ± 170 764 ± 401 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
522 ± 72 476 ± 117 

 

Estes resultados indicam que o efeito antiproliferativo destes dois metabolitos nas células LoVo 

é bastante semelhante, com valores de EC50 elevados indicando que nenhum dos compostos se 

destaca como particularmente promissor para um efeito antiproliferativo acentuado. Para além disto, 

estes compostos têm um valor de IC50 inferior ao valor de EC50, logo, a sua ação antiproliferativa não é 

relevante. Relativamente às duas linhas de CCR, utilizadas no ensaio antiproliferativo, o ácido 4-

hidroxibenzóico teve maior efeito antiproliferativo em HT29, ao contrário do ácido salicílico que teve 

maior efeito em células LoVo. Este resultado pode ser justificado pela forma como cada metabolito 

interage com alvos moleculares, pois o ácido 4-hidroxibenzoico pode ser mais eficaz em HT29 devido 

à sua capacidade de interagir com vias de sinalização que afetem o crescimento dessas células. Já o 

ácido salicílico pode ter mais efeito em linhas metastáticas, como as LoVo devido à sua possível 

capacidade de influenciar vias inflamatórias e proliferativas [328]. 

 

3.3.2.9. Ácido hidroxicinâmico  

 

Na tabela 3.20 estão representados os valores de EC50 e IC50 do ácido p-cumárico, em células 

LoVo e Caco-2 (figuras 3.14A e 3.14B), respetivamente.   

 

Tabela 3.20. Representação dos valores de EC50 e de IC50 do ácido p-cumárico nas linhas celulares LoVo e 

Caco-2, respetivamente. 

 

Metabolito Ácido p-cumárico 

Valor de EC50 (µM) 

em LoVo 
527 ± 116 

Valor de IC50 (µM) 

em Caco-2 
≥ 1000 

 

Estes resultados sugerem que o ácido p-cumárico teve algum efeito antiproliferativo em LoVo, 

contudo, é menos eficaz comparado a outros compostos.  
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Em células HT29, este metabolito não demonstrou capacidade de inibir a proliferação celular, 

indicando assim uma baixa atividade antiproliferativa nessas células (secção 3.2.3). Isso pode sugerir 

que as concentrações utilizadas não foram suficientemente altas para observar um efeito 

antiproliferativo significativo, como descrito anteriormente. No entanto, do ponto de vista fisiológico, 

aumentar excessivamente as concentrações não seria viável. Por outro lado, o facto deste metabolito 

não ter citoxicidade em Caco-2 é um aspeto positivo, pois é vantajoso a nível terapêutico.  

Os ácidos hidroxicinâmicos ainda não foram muito explorados ao nível do seu efeito 

antiproliferativo em CCR.  

 

Em suma, de entre estas classes de compostos, as mais promissoras em células LoVo foram 

os fenóis simples, flavonóides, ácidos triterpénicos e os ácidos gordos. Assim, alguns dos compostos 

destas classes foram selecionados (álcool 3-hidroxibenzilo, 4-metilcatecol, ácido maslínico, ácido 

oleico, apigenina, ácido ursólico, luteolina e hidroxitirosol) com base no seu valor de EC50 (menor valor 

de EC50 - maior efeito antiproliferativo) para serem testados em modelos 3D, em esferóides LoVo. 
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3.3.3. Efeito antiproliferativo dos metabolitos no modelo 3D da linha celular 

LoVo  

 

Entre os metabolitos testados em modelos 2D, oito foram selecionados para serem estudados 

em modelos 3D em esferóides LoVo (figura 3.15). A escolha dos metabolitos foi baseada tendo em 

conta os seguintes fatores: valor de EC50 (menor valor de EC50 em LoVo 2D representa maior efeito 

antiproliferativo); classe dos compostos; identificação nas frações do intestino delgado e cólon. Para 

cada composto foram obtidas curvas dose-resposta para os ensaios antiproliferativos em 3D e os 

resultados foram comparados com as respetivas curvas em células LoVo 2D e em Caco-2 confluentes 

(modelo de ensaio de citotoxicidade).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.15. Curva dose-resposta após 72h de incubação dos metabolitos em LoVo e Caco-2 em 
modelos 3D (resultados: média ± SD (n=6)). 

Caco-2 

IC50 = 11943 ± 1376 µM 

LoVo 2D 

EC50 = 682 ± 192 µM 

LoVo 3D 

EC50 = 11403 ± 13 µM 

Caco-2 

IC50 = 249 ± 18 µM 

LoVo 2D 

EC50 = 64 ± 26 µM 

LoVo 3D 

EC50 = 614 ± 45 µM 

Caco-2 

IC50 = 44 ± 9 µM 

LoVo 2D 

EC50 = 29 ± 15 µM 

LoVo 3D 

EC50 = 37 ± 2 µM 

Caco-2 

IC50 ≥ 10 µM 

LoVo 2D 

EC50 = 0.2 ± 0.1 µM 

LoVo 3D 

EC50 = 5 ± 2 µM 

Caco-2 

IC50 ≥ 1000 µM 

LoVo 2D 

EC50 = 28 ± 1.3 µM 

LoVo 3D 

EC50 ≥ 1000 µM 

Caco-2 

IC50 ≥ 1000 µM 

LoVo 2D 

EC50 = 10 ± 0.7 µM 

LoVo 3D 

EC50 = 969 ± 80 µM 

Caco-2 

IC50 = 123 ± 14 µM 

LoVo 2D 

EC50 = 42 ± 15 µM 

LoVo 3D 

EC50 = 154 ± 14 µM 

Caco-2 

IC50 = 1117 ± 74 µM 

LoVo 2D 

EC50 = 290 ± 109 µM 

LoVo 3D 

EC50 = 1936 ± 949 µM 
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A cultura das células numa estrutura tridimensional favorece o aumento das interações célula-

célula e simula de forma mais realista o microambiente tumoral in vivo [199]. Os esferóides LoVo 

apresentam regiões de hipoxia [329], núcleo necrótico e possivelmente, maior número de células 

estaminais cancerígenas que estão associadas à resistência quimioterápica [199].  

Considerando que as células LoVo são uma linha celular de CCR mais metastática e menos 

estudada em comparação às HT29, optou-se por utilizá-la para os ensaios antiproliferativos em 

modelos 3D com os metabolitos mais promissores identificados em modelos 2D. Os metabolitos 

selecionados foram: álcool 3-hidroxibenzilo, 4-metilcatecol, ácido maslínico, ácido oleico, apigenina, 

ácido ursólico, luteolina e hidroxitirosol, com base no seu valor de EC50 (tabela 3.1) em células LoVo 

nos modelos 2D, com base na sua localização ao longo do TGI e na sua classe. A formação e o 

crescimento dos esferóides foram efetuados utilizando spinner vessels. Este recipiente com capacidade 

de 125 mL garante a agitação adequada para a suspensão de esferóides durante 7 dias. A utilização 

deste sistema de cultura permite a produção de um grande número de esferóides homogéneos de CCR, 

que podem ser inoculados em microplacas para bioensaios direcionados para a avaliação do efeito 

anticancerígeno de compostos.  

Nos modelos 3D observa-se que é necessário utilizar concentrações mais elevadas nos 

metabolitos para alcançar efeitos significativos nas células LoVo, pois as células cultivadas demonstram 

mais resistência aos tratamentos em comparação com as células cultivadas em modelos 2D. De uma 

forma geral, o efeito antiproliferativo dos metabolitos em modelos 2D é superior aos modelos 3D devido 

a diferentes fatores, tais como: fenótipo quimio-resistente do modelo 3D [199] e as células estão 

organizadas numa estrutura que simulam melhor o ambiente tumoral in vivo, com interações célula-

célula ou célula-ECM mais complexas [330]. Estas interações resultam em diversos efeitos, 

nomeadamente: 

 

i. Maior resistência aos compostos;  

ii. A penetração do metabolito é mais difícil em esferóides pois as camadas externas das 

células 3D podem bloquear a difusão dos compostos, diminuindo a sua eficácia; 

iii. O metabolismo das células 3D pode estar alterado, comparativamente às células em 

2D, o que pode influenciar a forma como os compostos são absorvidos;  

iv. Algumas células também podem entrar em estados de quinescência ou adquirir 

características semelhantes a células estaminais cancerígenas, que são normalmente 

mais resistentes aos tratamentos [329].  

 

Os resultados obtidos indicam que o ácido oleico e o ácido maslínico mostraram eficácia 

semelhante nos modelos 2D e 3D das LoVo (valores de EC50 idênticos), o que sugere que estes 

metabolitos possuem características que lhes permitem contornar as barreiras impostas pelo ambiente 

3D. O ácido oleico, como visto anteriormente, é um ácido gordo com propriedades anfipáticas, o que 
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significa que se integra facilmente nas membranas celulares, alterando a sua composição lipídica, 

afetando a fluidez [331]. Isto pode permitir a sua entrada nas células. O ácido maslínico pode induzir a 

apoptose nas células mais periféricas do esferóide pois têm alta taxa de proliferação e exposição direta 

do composto, contrariamente às células que estão mais próximas do centro necrótico [199], com pouca 

quantidade de O2, menos ativas metabolicamente, havendo menor eficácia do composto.  

Ao comparar os oito compostos testados, o ácido maslínico (EC50 = 37 ± 2 µM), a luteolina 

(EC50 = 154 ± 14 µM), e o ácido oleico (EC50 = 5 ± 2 µM) apresentaram maior efeito antiproliferativo em 

modelos 3D (menor valor de EC50), o que indica que reduziram 50% da viabilidade celular em 

concentrações mais baixas, relativamente aos outros metabolitos. O efeito destes metabolitos poderá 

ser devido aos mecanismos acima descritos. O álcool 3-hidroxibenzilo, é um composto pouco 

promissor, pois tem efeito antiproliferativo a concentrações muito elevadas, pouco relevantes a nível 

fisiológico.  

 Os compostos fenólicos podem atuar diretamente na ECM, que é responsável pelo suporte ao 

crescimento tumoral e na disseminação de metástases [332]. Como as células LoVo são células 

metastáticas, é possível que a diminuição da viabilidade celular observada esteja relacionada com a 

interferência dos compostos fenólicos na ECM. Um exemplo é a apigenina que inibe as 

metaloproteinases de matriz que são enzimas que facilitam a formação das metástases [333]. Ao inibir 

essas enzimas, a apigenina pode dificultar a progressão metastática e invasão das LoVo. Como se 

pode observar na figura 3.3 a apigenina diminuiu a viabilidade celular em 50% a uma concentração 

baixa (28.1 µM), em modelos 2D. Contrariamente, em modelos 3D não teve efeito antiproliferativo para 

as concentrações testadas (até 1000 µM).  

Essa diferença de efeito pode ser atribuída às variações na interação da apigenina com a ECM em 2D 

e 3D. Em modelos 2D, a ECM é mais simples e menos representativa do ambiente natural 

tridimensional das células, o que pode explicar a eficácia da apigenina. Em 3D a ECM é mais complexa 

e a apigenina pode não ter o mesmo impacto na viabilidade celular [334].  

  Os restantes metabolitos (hidroxitirosol, 4-metilcatecol, ácido ursólico) apresentaram efeito 

antiproliferativo, mas menos significativo, o que pode estar relacionado com a fraca penetração e 

difusão dos metabolitos no esferóide. Todos os metabolitos apresentaram maior citotoxicidade em 

Caco-2 quando expostos a concentrações mais altas, com exceção do ácido ursólico, ácido oleico e 

apigenina (IC50 > 1000 µM), o que indica que estas células são sensíveis a estes compostos a 

concentrações superiores.   

   

 

A tabela 3.21 mostra os valores de EC50 e IC50 obtidos nas linhas celulares HT29, LoVo e Caco-

2, em modelos 2D e 3D, do extrato de azeite e dos metabolitos.  
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Tabela 3.21. Representação dos valores de IC50 e EC50 em diferentes metabolitos nas linhas celulares Caco-2, 
HT29 e LoVo em 2D e 3D.  

 

Metabolito 
IC50 em Caco-2 

2D (µM) 

EC50 em 
HT29 2D 

(µM) 

EC50 em 
LoVo 2D 

(µM) 

EC50 em 
LoVo 3D 

(µM) 

IC50 em Caco-2 
(µM)* 

Extrato de azeite 0.13 ± 0.03 0.07 ± 0.01 0.05 ± 0.03 - - 

Ácido 

metilmalónico 
660 ± 41 > 1000 > 1000 - - 

Álcool 3-

Hidroxibenzilo** 
≥ 1000 505 ± 72 682 ± 192 11403 ± 1352 11943 ± 1376 

Hidroxitirosol** ≥ 400 226 ± 57 290 ± 109 1936 ± 949 1117 ± 74 

Tirosol 449 ± 62 504 ± 57 738 ± 434 - - 

Ácido maslínico** 44 ± 9 20 ± 10 29 ± 15 37 ± 2 44 ± 9 

Ácido ursólico** ≥ 100 10 ± 0.8 10 ± 0.7 969 ± 80 ≥ 1000 

Luteolina** 123 ± 14 88 ± 31 42 ± 15 154 ± 14 123 ± 14 

Ácido 4-

hidroxibenzoico 
522 ± 72 562 ± 74 791 ± 170 - - 

4-metilcatecol** 249 ± 18 150 ± 67 64 ± 26 614 ± 45 249 ± 18 

Apigenina** ≥ 1000 481 ± 113 28 ± 1.3  ≥ 1000 ≥ 1000 

Ácido oleico** ≥ 5 1.6 ± 0.7 0.2 ± 0.1 5 ± 2 ≥ 10 

Oleaceína 857 ± 75 189 ±19 124 ± 13 - - 

Oleocantal 375 ± 55 99 ± 3 44 ± 4 - - 

Ácido salicílico 476 ± 118 854 ± 441 764 ± 401 - - 

Ácido 

desoxicólico 
221 ± 37 128 ± 84 117 ± 14 - - 

Diosmetina ≥ 1000 884 ± 563 512 ± 198 - - 

Ácido p-cumárico ≥ 1000 ≥ 1000 527 ± 116 - - 

 

*As células Caco-2 foram testadas apenas em modelos 2D, mas as concentrações foram acertadas de acordo com 

as concentrações utilizadas em células LoVo em modelos 3D. 

 **Os metabolitos marcados a laranja foram testados em modelos 2D e 3D.  

 

Na figura 3.16 são comparados os valores de EC50 dos metabolitos utilizados nos ensaios 

antiproliferativos em modelos 2D e 3D. A apigenina não aparece no gráfico pois não foi possível calcular 

o seu valor de EC50 (≥ 1000 µM).  
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Todos os metabolitos obtiveram maior efeito antiproliferativo em modelos 2D do que em 3D, o 

que era expectável pois são modelos mais simples, com exceção do ácido maslínico que teve efeito 

semelhante em ambos os modelos. Através dos valores de EC50 obtidos nos ensaios de atividade 

antiproliferativa em modelos 2D e 3D para a linha celular LoVo (tabela 3.3), foi realizada uma análise 

estatística para comparar a atividade antiproliferativa dos metabolitos nos dois modelos e comparar 

todos os metabolitos dentro de cada modelo (tabela 3.22). A análise revelou que, em geral, os efeitos 

observados nos modelos 2D foram mais pronunciados do que nos modelos 3D, exceto para o ácido 

maslínico, onde os efeitos foram semelhantes nos dois modelos. 

 

Tabela 3.22. Comparação dos valores de EC50 obtidos nos ensaios de atividade antiproliferativa em modelos 2D 
e 3D. Realizou-se a análise estatística One-way ANOVA usando o software GraphPad Prism 10.  

Os resultados identificados com letras diferentes (A-F) na mesma coluna são estatisticamente diferentes (p< 0.05). 
Os resultados identificados com letras diferentes (a-b) na mesma linha são estatisticamente diferentes (p<0.05).   

 

Metabolitos LoVo 2D (µM) LoVo 3D (µM) 

Álcool 3-Hidroxibenzilo 682 ± 192 Aa 11403 ± 1352 Ab 

Hidroxitirosol 290 ± 109 Ba 1936 ± 949 Bb 

Ácido Maslínico 29 ± 15 Ca 37 ± 2 Ca 

Ácido Ursólico 10 ± 0.7 Ca 968 ± 80 Bb 

Luteolina 42 ± 15 Ca 153 ± 14 Ca 

4-Metilcatecol 64 ± 26 Ca 614 ± 45 ECBa 

Apigenina 28 ± 1.3 Ca ≥ 1000 * 

Ácido Oleico 0.2 ± 0.1 Ca 5 ± 2 FCa 

 

 

*A apigenina não foi classificada na estatística para o grupo LoVo 3D pois apresenta um valor de EC50 ≥ 1000 

µM.  

Figura 3.16. Gráfico de barras dos valores de EC50 dos 8 metabolitos mais promissores na linha celular 

LoVo em modelos 2D e 3D. 
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Comparando cada metabolito entre os modelos 2D e 3D, o álcool 3-hidroxibenzilo destacou-se 

por apresentar diferença significativa (valor de EC50 superior) em relação aos restantes metabolitos 

testados. Contrariamente, para o ácido maslínico e ácido oleico, os valores de EC50 não apresentaram 

diferença significativa entre os dois modelos. 

No modelo 3D, o álcool 3-hidroxibenzilo destacou-se pelo valor de EC50 mais elevado, cerca 

de 1600 vezes superior ao ácido oleico que tem um valor de EC50 de 5 µM, sendo significativamente 

diferente dos restantes metabolitos. Com base no valor de EC50 este composto demonstrou um 

potencial efeito antiproliferativo superior.  

 

Os metabolitos que apresentaram maior efeito antiproliferativo em modelos 3D na linha celular 

LoVo foram o hidroxitirosol, ácido maslínico, ácido oleico e luteolina. Por este motivo foram 

selecionados para verificar se têm efeito na subpopulação de CECs na linha celular LoVo.  
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3.4. Efeito dos metabolitos em reduzir a subpopulação de células 

estaminais cancerígenas presentes no modelo 3D da linha celular 

LoVo  

 

Aldeído desidrogenases (ALDHs) fazem parte da família de enzimas dependentes de NAD que 

catalisam a oxidação de aldeídos em ácidos carboxílicos. Estão localizadas no citoplasma, mitocôndrias 

ou núcleo [335]. Existem 19 isoformas conhecidas de ALDH que estão relacionadas com diferentes 

tipos de cancro. A expressão da isoforma depende do tipo de célula e tecido [336]. A enzima aldeído 

desidrogenase 1 (ALDH1) é uma enzima desintoxicante, presente em células colorretais normais e 

malignas, conferindo resistência ao stress oxidativo. É usada como um marcador essencial para 

identificar e isolar as CECs do CCR, sendo essencial para o desenvolvimento de novas estratégias 

terapêuticas contra o cancro [337]. O ensaio ALDEFLUOR™ é utilizado para detetar a atividade da 

enzima ALDH em CECs. Neste ensaio, as células com atividade da enzima ALDH convertem o 

substrato fluorescente, o aldeído BAAA no seu ácido carboxílico BAA, que se acumula dentro da célula. 

Esta acumulação pode ser detetada por citometria de fluxo, permitindo a identificação e isolamento 

dessas células [336]. As células que apresentam maior fluorescência são classificadas como ALDH+, o 

que indica uma elevada atividade da enzima, associada a propriedades estaminais (teste). Durante o 

ensaio, é realizado um controlo negativo onde uma amostra de células é incubada com o inibidor DEAB, 

que inibe a atividade da ALDH, impedindo a conversão do substrato para produto fluorescente (amostra 

DEAB). Este passo serve como controlo negativo, permitindo distinguir entre a fluorescência devida à 

atividade da ALDH e qualquer outra fluorescência. Ao comparar a fluorescência das células incubadas 

com e sem DEAB, a identificação das células ALDH+ é mais precisa [338].   

Os metabolitos com maior efeito antiproliferativo (menor valor de EC50) no modelo 3D na linha 

celular LoVo foram testados através da citometria de fluxo pelo kit ALDEFLUOR™ para a deteção, 

identificação e avaliação de CECs baseadas na atividade da enzima ALDH1. Assim, o objetivo foi 

determinar se os metabolitos hidroxitirosol, luteolina, ácido oleico e ácido maslínico eram capazes de 

afetar o fenótipo das CE e evitar a quimioresistência e reincidência das células através da modulação 

da atividade de ALDH1. As concentrações selecionadas foram as que não apresentavam citotoxicidade 

em células Caco-2 e que tinham efeito antiproliferativo em células LoVo (figura 3.15). Para o 

hidroxitirosol testou-se as concentrações: 125 µM, 250 µM e 500 µM, para a luteolina: 50 µM e 100 µM, 

para o ácido oleico: 1.5 µM e 3 µM e para o ácido maslínico: 12.5 µM e 25 µM, com o objetivo de avaliar 

o efeito dose-resposta destes metabolitos na redução de células com características estaminais.  

Na figura 3.17 é apresentada a percentagem da subpopulação ALDH+ em células LoVo nos 

modelos 2D e 3D onde se observa que o modelo 3D apresentou uma percentagem de células ALDH+ 

significativamente maior (p<0.001) (2D= 10.72% e 3D=29.36%) (figuras 3.18). Esta diferença sugere 

que o modelo 3D utilizado tem maior percentagem de células com características estaminais e por isso 
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foi selecionado para testar o efeito do hidroxitirosol, ácido ursólico, ácido maslínico e luteolina nesta 

subpopulação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.17. Percentagem da subpopulação ALDH+ em células LoVo. *** significa que os dois grupos 

são estatisticamente diferentes a p<0.001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.18. Atividade da ALDH1 em células LoVo em modelos 2D e 3D, após 72h de incubação. A 
subpopulação de células ALDH+ estão identificadas a verde (n=3). 
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A falta de eficácia de algumas terapias deve-se ao facto de alguns fármacos que são usados 

não serem capazes de atuar sobre a subpopulação de CECs, responsáveis pela reincidência do cancro. 

Assim, a identificação de compostos bioativos naturais que sejam capazes de reduzir esta 

subpopulação é uma estratégia relevante para (co)terapia de CCR. Os compostos bioativos podem 

atuar sobre a subpopulação de CECs por meio da regulação de processos como diferenciação, ciclo 

celular e vias de sinalização [337].  

Para avaliar essa capacidade, os esferóides incubados com os metabolitos foram analisados 

pela presença desta subpopulação ALDH+ utilizando o kit ALDEFLUOR™ e recorrendo à citometria de 

fluxo. Nas figuras 3.19 e 3.20 é apresentado o efeito do hidroxitirosol sobre a subpopulação ALDH+.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.19. Efeito do hidroxitirosol, a diferentes concentrações, na subpopulação de ALDH+. **** 

indicam diferenças estatisticamente significativas em relação ao controlo solvente (água), com p<0,0001.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Hidroxitirosol 125 µM 

DEAB Teste 

ALDH+: 20.22% ALDH
+ 

Controlo solvente: H2O  

DEAB Teste 

ALDH
+ 

ALDH+: 

37.72% 



 
 
 
 
 

109 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 3.20. Atividade da ALDH1 em esferóides LoVo, após 72h de exposição com hidroxitirosol, a diferentes 
concentrações, avaliada pelo ensaio ALDEFLUOR™. O efeito dos metabolitos na atividade da ALDH1 foi 

normalizado relativamente ao CS (n=3). 
 

 

Como se pode observar na figura 3.19, a subpopulação ALDH+ diminui à medida que a 

concentração de hidroxitirosol aumenta (125 µM: 20.22%; 250 µM: 16.14% e 500 µM: 14.30%), o que 

sugere uma relação dependente da concentração (figura 3.19) e que este composto pode ser eficaz na 

redução da subpopulação de CECs (figura 3.20), contribuindo para a diminuição da capacidade de 

regeneração tumoral.   

Num estudo efetuado com linhas celulares de cancro da mama (SUM159PT e BT549), 

observou-se que o hidroxitirosol também diminuiu a percentagem de células ALDH+ nas concentrações 

de 25 e 50 µM após 4 dias de incubação. Esse efeito foi descrito por estar relacionado ao bloqueio da 

via de sinalização do TGFβ pelo hidroxitirosol. O TGFβ desempenha um papel fundamental na 

progressão do cancro, incluindo a regulação da autorrenovação de CECs e a resistência a tratamento. 

O hidroxitirosol, ao bloquear esta via, diminui a atividade das CECs [339]. Além disto, o hidroxitirosol 
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pode inibir a via de sinalização Wnt/β-catenina pela diminuição do coreceptor p-LRP6 e do marcador 

vimentina associado à agressividade do tumor, como referido por outros autores em linhas de cancro 

da mama [340].  

Nas figuras 3.21 e 3.22 está representado o efeito do flavonóide luteolina na subpopulação 

ALDH+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.21. Efeito da luteolina, a diferentes concentrações na subpopulação de ALDH+. 
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Figura 3.22. Atividade da ALDH1 em esferóides LoVo, após 72h de exposição à luteolina, a diferentes 
concentrações, avaliada pelo ensaio ALDEFLUOR™. O efeito dos metabolitos foi na atividade da ALDH1 foi 

normalizada relativamente ao CS (n=2). 

 

Os flavonóides, como a luteolina, podem ter como alvo as CECs através de diversos 

mecanismos, como a modulação de vias de sinalização de autorrenovação como a via Wnt/β-catenina, 

Hedgehog e Notch [341]. 

Tendo em conta os resultados obtidos, a luteolina não apresenta diferenças estatisticamente 

significativas entre as três barras do gráfico (p>0.05), indicando que o composto não parece ter efeito 

sobre a subpopulação de células ALDH+ (figura 3.21 e 3.22). Este resultado sugere que a luteolina 

poderá estar a atuar de forma seletiva em diferentes populações celulares que não as células com 

características estaminais. Especificamente, este aumento poderá indicar que a luteolina está a exercer 

um efeito mais pronunciado sobre células mais proliferativas.  

 Num estudo publicado na literatura, foi indicado que a luteolina diminuiu a percentagem da 

subpopulação das células ALDH+ no cancro do ovário [342]. Esta capacidade está intrinsecamente 

ligada à capacidade deste composto de modular vias que atuam na proliferação e sobrevivência celular.  

Adicionalmente, em outro estudo com linhas de células do cancro da mama (T47-D e BT-474), a 

luteolina mostrou diminuir a subpopulação de células ALDH+ nas concentrações de 10 e 25 µM, 

induzindo stress oxidativo, apoptose e regulação de forma negativa da via de sinalização NF-kB que 

são essenciais para manter as subpopulações de CECs. Para além disso, a luteolina reduziu a 

secreção do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que pode afetar a subpopulação de CECs 

[343]. Os resultados obtidos no presente estudo diferem dos dados publicados, uma vez que, em 

células LoVo, a subpopulação de células ALDH+ tende a aumentar com o aumento da concentração da 

luteolina. Este composto pode ter efeitos variados em diferentes tipos de células ao atuar em diferentes 

vias de sinalização.  

 Outro estudo publicado demonstrou que o ALDH1A3, uma isoforma do ALDH1, parece 

promover a proliferação e invasão de células tumorais, incluindo as CECs. Se a luteolina ativar esta 

isoforma, é possível que a concentrações mais altas ela aumente a subpopulação de células ALDH+, 

Luteolina 100 µM 

ALDH+: 28.54% ALDH+ 

DEAB Teste 



 
 
 
 
 

112 
 

ou seja, a luteolina estaria a promover a sobrevivência das células e não a inibir a sua proliferação 

[344].  

Nas figuras 3.23 e 3.24 é apresentado o efeito do ácido maslínico na subpopulação das células 

ALDH+.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.23. Efeito do ácido maslínico, a diferentes concentrações na subpopulação de ALDH+. ** 

indicam diferenças estatisticamente significativas em relação ao controlo solvente (DMSO), com p<0.01. 
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Figura 3.24. Atividade da ALDH1 em esferóides LoVo, após 72h de exposição ao ácido maslínico, a diferentes 
concentrações, avaliada pelo ensaio ALDEFLUOR™. O efeito dos metabolitos foi na atividade da ALDH1 foi 

normalizada relativamente ao CS (n=2). 
 
 

O ácido maslínico demonstrou um efeito promissor na redução da subpopulação de células 

ALDH+. À medida que a sua concentração aumenta, observa-se uma diminuição na percentagem dessa 

subpopulação (figura 3.23 e 3.24). Este resultado sugere que este composto é capaz de reduzir a 

subpopulação de CECs, possivelmente induzindo a apoptose.  

Não existem referências na literatura científica acerca do efeito do ácido maslínico em células 

estaminais cancerígenas. Contudo, o ácido ursólico que pertence à mesma classe de compostos do 

ácido maslínico (triterpenos) exibindo propriedades funcionais e estruturais semelhantes, já 

demonstrou capacidade para reduzir esta subpopulação. Foi demonstrado que o ácido ursólico reduziu 

a viabilidade celular da subpopulação ALDH+ em células HT29 e HCT116 a concentrações de 25 e 50 

µM [345].  

Nas figuras 3.25 e 3.26 é apresentado o efeito do ácido oleico na subpopulação das células 

ALDH+.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.25. Efeito do ácido oleico, a diferentes concentrações na subpopulação de ALDH+. 
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Figura 3.26. Atividade da ALDH1 em esferóides LoVo, após 72h de exposição ao ácido oleico, a diferentes 
concentrações, avaliada pelo ensaio ALDEFLUOR™. O efeito dos metabolitos foi na atividade da ALDH1 foi 

normalizada relativamente ao CS (n=1). 
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O efeito do ácido oleico revela uma tendência em que, à medida que a concentração deste 

composto aumenta, também se verifica um aumento na subpopulação de células ALDH+ (figuras 3.25 

e 2.26). Este resultado sugere que o ácido oleico poderá estar a exercer o seu efeito noutra população 

de células que não as células com características estaminais.  

Na literatura, existe um estudo realizado em células de cancro da mama (MCF-7/SLC e MDA-

MB-231/SLC), que demonstra que o ácido oleico inibiu a percentagem de células ALDH+ à medida que 

a concentração aumentava (0, 25, 50, 100, 200 e 400 µM) durante 24 e 48h [346]. Os resultados obtidos 

na presente tese foram distintos, o que sugere que a ação destes compostos nas CECs pode ser 

dependente da linha celular.  

Além disso, observa-se uma escassez de estudos na literatura científica sobre o efeito de 

compostos como o ácido oleico na subpopulação de células ALDH+ na linha celular LoVo e outras linhas 

de CCR.   

 

Em suma, os compostos mais promissores que apresentaram redução na subpopulação de 

células ALDH+ foram o hidroxitirosol e o ácido maslínico. Contrariamente, a luteolina e o ácido oleico 

aumentaram esta subpopulação, o que indica que estes compostos poderão ser seletivos em diferentes 

populações celulares, que não as células com características estaminais. 
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4. Conclusão  

 
Este trabalho teve como principal objetivo estudar o efeito antiproliferativo de metabolitos 

intestinais derivados do azeite virgem extra em células de CCR na tentativa de identificar compostos 

que possam estar relacionados com o benefício deste alimento no CCR. Como a maioria dos estudos 

publicados até à data são referentes ao hidroxitirosol, este trabalho permitiu não só estudar o impacto 

deste composto fenólico, mas também outros metabolitos que podem ser formados ao longo do 

processo de digestão e identificados no intestino e no cólon após a ingestão do azeite. 

Neste trabalho, optou-se por estudar um extrato rico em fenólicos derivado do azeite, por ser 

uma amostra representativa do teor compostos em bioativos derivados de diferentes azeites virgem. 

Esta amostra foi previamente submetida a um processo de digestão in vitro dinâmico, o SHIME®, que 

tem como objetivo representar todo o TGI, obtendo amostras de digestão do intestino delgado e cólon.  

Apesar de o extrato de azeite ter demonstrado efeito antiproliferativo relevante nas 2 linhas de 

CCR (EC50= 0.07 ± 0.01 em HT29 e EC50= 0.05 ± 0.03 em LoVo), os ensaios preliminares realizados 

com as frações obtidas no processo SHIME® não demostraram atividade: ao comparar com o controlo 

do processo não se verificaram diferenças positivas na atividade das frações derivadas do extrato na 

linha celular HT29, que é o modelo mais usado em estudos de atividade anticancerígena. De forma a 

contornar o problema da baixa eficácia antiproliferativa do extrato de azeite nas frações, provavelmente 

devido à degradação durante a digestão, poder-se-ia utilizar nanocápsulas de extrato de azeite, de 

forma a aumentar o seu efeito terapêutico. Estas nanocápsulas poderiam ser projetadas para libertar o 

extrato azeite apenas nos locais desejados, por exemplo no cólon, ao serem expostas a um pH mais 

elevado. As nanocápsulas lipídicas sólidas (SNLs) são a escolha mais promissora, pois são 

lipossolúveis e oferecem proteção eficaz ao extrato de azeite durante a passagem pelo TGI, garantindo 

libertação no local desejado [76,347].  

Com o objetivo de identificar se os metabolitos do azeite gerados ao longo do processo de 

digestão tinham potencial ação anticancerígena, os estudos seguintes foram realizados com os 17 

metabolitos mais relevantes identificados nas frações do intestino delgado e do cólon. De forma a 

verificar o efeito antiproliferativo, os 17 metabolitos foram testados em linhas de CCR- HT29, LoVo em 

modelos 2D. Paralelamente foram realizados testes de citotoxicidade no modelo 2D na linha celular 

Caco-2 que mimetiza o epitélio intestinal. Os metabolitos hidroxitirosol, tirosol, álcool 3-hidroxibenzilo, 

ácido maslínico e ácido 4-hidroxibenzóico obtiveram maior efeito antiproliferativo na linha celular HT29. 

Contrariamente, os metabolitos 4-meticatecol, apigenina, luteolina, diosmetina, ácido ursólico, 

oleocantal, oleaceína, ácido oleico, ácido desoxicólico, ácido salicílico e ácido p-cumárico obtiveram 

maior efeito antiproliferativo em células LoVo.  

Nesta tese, foi ainda aplicado um modelo 3D de CCR para avaliar o efeito antiproliferativo dos 

metabolitos mais promissores em modelos 2D (álcool 3-hidroxibenzilo, hidroxitirosol, ácido maslínico, 

ácido ursólico, luteolina, 4-metilcatecol, apigenina e ácido oleico). Estes modelos representam melhor 
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o microambiente tumoral. Optou-se por utilizar o modelo de esferóides de LoVo, não só pelo facto da 

maioria dos compostos demonstrar mais efeito antiproliferativo nesta linha celular, como também pela 

razão de LoVo derivar de uma metástase, e por isso ser importante identificar compostos que tenham 

ação em células com estas características mais invasivas. De entre os vários compostos testados, o 

hidroxitirosol, o ácido maslínico, a luteolina e o ácido oleico foram os que obtiveram maior efeito 

antiproliferativo em modelos 3D por isso foram selecionados para verificar o seu efeito na redução da 

subpopulação de CECs em esferóides LoVo. O hidroxitirosol e o ácido maslínico foram os compostos 

mais promissores pois reduziram a subpopulação de ALDH+ associada às CECs que promovem a 

reincidência do CCR. Este estudo contribui para o avanço do conhecimento desta área do impacto 

benéfico do azeite no CCR e pode alavancar o desenho de alimentos funcionais ou nutracêuticos 

direcionados para a prevenção e terapia de CCR.  

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 

119 
 

5. Trabalho futuro  

 
Com base nos resultados obtidos ao longo deste trabalho, torna-se necessário explorar novas 

abordagens para aumentar o conhecimento do efeito dos metabolitos testados.  

As frações obtidas ao longo do TGI (intestino delgado e cólon) pelo SHIME® deviam ser purificadas de 

forma a remover potenciais compostos interferentes e deviam ser testadas em células LoVo. Os 

metabolitos mais promissores que foram testados apenas na linha celular LoVo em modelos 3D 

também deverão ser estudados em esferóides já desenvolvidos no laboratório da linha celular HT29.  

Estes esferóides são de maiores dimensões (400-800 µm), apresentam um centro necrótico e maior 

percentagem de CECs [44] e desta forma podem ser um modelo complementar ao estudo desta tese.  

A análise do efeito destes metabolitos em esferóides, nas duas linhas celulares, permite uma análise 

comparativa mais abrangente. Relativamente aos ensaios de citometria de fluxo realizados com o kit 

ALDEFLUOR™, é necessário repeti-los de modo a obter triplicados e fiabilidade nos resultados, para 

garantir tanto a robustez como a reprodutibilidade dos mesmos. Estudos futuros in vitro devem ser 

realizados de forma a identificar os principais mecanismos de ação de forma a alavancar a utilização 

destes compostos em co-terapia de cancro colorretal. 

Estes estudos adicionais são importantes para explorar com mais detalhe o potencial terapêutico 

destes metabolitos, de modo a desenvolver novas abordagens terapêuticas.  
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7. Anexo(s) 
 

As concentrações de hidroxitirosol presentes na tabela 7.1 foram utilizadas para os gráficos de 

curva-dose resposta das amostras de digestão. As unidades foram convertidas para molaridade.  

As concentrações de hidroxitirosol foram divididas pelas respetivas diluições de modo a 

determinar a quantidade de hidroxitirosol presente em cada diluição.  

 

Ex. 
33.93

16∗
= 2.1 µ𝑀 de hidroxitirosol presente na diluição 1:16  * primeira diluição efetuada  

 
Tabela 7.1. Análise de HPLC para identificação e quantificação do hidroxitirosol e Tirosol. 

 

 
Intestino Delgado – 

Lúmen  
Intestino Delgado - 

Dialisado 
Cólon 

Amostra 1.5h 3h 4.5h 1.5h 3h 4.5h 0h 6h 24h 48h 

Hidroxitirosol 
(mg/L) 

5.23 
(33.93 
µM) 

2.85 
(18.48 
µM)  

1.53 
(9.92 
µM)  

3.50 
(22.7 
µM) 

1.55 
(10.05 
µM) 

0.88 
(5.70 
µM 

0.60 
(3.89 
µM) 

0.23 
(1.49 
µM) 

2.34 
(15.18 
µM) 

2.19 
(14.21 
µM) 

Tirosol 
(mg/L) 

6.64 3.25 2.04 3.60 1.63 1.01 - - - - 

*O que está selecionado a laranja são as concentrações importantes para o presente estudo  
 
 

 

Figura 7.1. Perfil cromatográfico do extrato de azeite, a 280 nm. Os compostos hidroxitirosol e tirosol foram 
identificados por comparação com o tempo de retenção e espetro de absorção UV-visivel (A e B) dos respetivos 

padrões analisados nas mesmas condições. 
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Ácido Ursólico 

Lúmen 1.5h, 3h e 4.5h Dialisado 1.5h, 3h e 4.5h Cólon 0h, 6h, 24h e 48h 

Cólon 0h, 6h, 24h e 48h Lúmen 1.5h, 3h e 4.5h Dialisado 1.5h, 3h e 4.5h 

Ácido Maslínico 
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Figura 7.2. Gráficos de bigodes que representam a variação dos metabolitos identificados por comparação com 
padrões (ácido maslínico, ácido ursólico, apigenina e hidroxitirosol) ao longo do tempo nas diferentes fases do 

TGI. 

 

Apigenina 

Lúmen 1.5h, 3h e 4.5h Dialisado 1.5h, 3h e 4.5h Cólon 0h, 6h, 24h e 48h 

Hidroxitirosol 

Lúmen 1.5h, 3h e 4.5h Dialisado 1.5h, 3h e 4.5h Cólon 0h, 6h, 24h e 48h 
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