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O melanoma cutâneo (MC) é um câncer extremamente agressivo, com baixa sobrevida e alta 

mortalidade. A grande maioria dos pacientes afetados por esta doença apresenta metástases 

e resistência a quimioterápicos, tornando o tratamento ineficaz. Nesse sentido, é 

extremamente importante o desenvolvimento de novos agentes para o tratamento do MC. 

Uma das fontes de grande interesse nessa pesquisa são os compostos de origem natural. 

Entre esses compostos, o ácido cafeico demonstrou um amplo espectro de atividades 

farmacológicas, além de efeitos antitumorais em alguns tipos de câncer. Portanto, o objetivo 

deste trabalho foi avaliar o efeito do ácido cafeico em linhagem celular de melanoma 

cutâneo. As células foram cultivadas em condições ideais e tratadas com 25 µM, 50 µM, 100 

µM, 150 µM e 200 µM de ácido cafeico por 24 horas. Verificamos o efeito do composto sob 

a viabilidade, ciclo celular, capacidade de formar colônias, morte celular, capacidade 

migratória, em parâmetros do sistema purinérgico, estresse oxidativo e moléculas 

antioxidantes. Os resultados mostraram que o ácido cafeico, nas concentrações mais altas, 

modulou o sistema purinérgico, aumentando a hidrólise do ATP e AMP, reduziu a 

viabilidade celular, induziu parada do ciclo celular, inibiu a formação de colônias, induziu 

morte celular por apoptose, aumentou a expressão gênica das caspases 1, 3 e 8, reduziu a 

migração celular, não alterou os níveis de TBARS, dos antioxidantes radical superóxido e 

óxido nítrico e dos antioxidantes NPSH, PSH e vitamina C nas células de melanoma 

cutâneo. Estes resultados sugerem um efeito antitumoral do composto nas células SK-Mel-

28. Mostramos que a modulação do sistema purinérgico e do ciclo celular podem ser alvos 

para controlar o desenvolvimento do tumor e a formação de metástases no MC. Este estudo 

fornece informações originais sobre os efeitos pelos quais o ácido cafeico pode 

desempenhar um papel fundamental na prevenção da progressão do tumor no melanoma 

humano. 

 

Palavras-chave: melanoma, metástase, compostos naturais, ciclo celular, apoptose. 
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Cutaneous melanoma (MC) is an extremely aggressive cancer with low survival and high 
mortality. The vast majority of patients affected by this disease have metastasis and resistance 

to chemotherapy, making treatment ineffective. In this sense, the development of new agents 

for the treatment of MC is extremely important. One of the sources of great interest in this 

research is compounds of natural origin. Among these compounds, caffeic acid has shown a 

broad spectrum of pharmacological activities, as well as antitumor effects on some cancers. 

Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of caffeic acid on cutaneous 

melanoma cell line. Cells were cultured under optimal conditions and treated with 25 µM, 50 

µM, 100 µM, 150 µM and 200 µM caffeic acid for 24 hours. We verified the effect of the 

compound on viability, cell cycle, ability to form colonies, cell death, migratory capacity, on 

parameters of purinergic system, oxidative stress and antioxidant molecules. The results 

showed that caffeic acid, at higher concentrations, modulated the purinergic system, increased 

ATP and AMP hydrolysis, reduced cell viability, induced cell cycle arrest, inhibited colony 

formation, induced apoptosis cell death, increased the gene expression of caspases 1, 3 and 8, 

reduced cell migration, did not alter the levels of TBARS, radical superoxide and nitric oxide 

and did not alter the levels of antioxidant molecules NPSH, PSH and vitamin C in cutaneous 

melanoma cells. These results suggest an antitumor effect of the compound on SK-Mel-28 

cells. We have shown that modulation of the purinergic system and cell cycle can be targets 

for controlling tumor development and metastasis formation in the MC. This study provides 

original information on the effects by which caffeic acid may play a key role in preventing 

tumor progression in human melanoma. 

 

Keywords: melanoma, metastasis, natural compounds, cell cycle, apoptosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
O Melanoma Cutâneo (MC) é o tipo mais agressivo de câncer de pele e sua 

incidência tem aumentado consideravelmente nas últimas décadas (GARBE, LEITER, 

2009). O MC é uma neoplasia de difícil tratamento e forte resistência, devido a sua 

natureza extremamente invasiva com alta capacidade de formar metástases, resultando 

em baixa sobrevida e alta mortalidade (SCHADENDORF et al., 2015; PADDOCK et al., 

2016). 

A terapia atualmente utilizada para o tratamento dos pacientes acometidos com 

essa doença apresenta inúmeros e indesejados efeitos colaterais, além de não se mostrar 

eficiente em evitar a evolução letal da doença. Em estágios iniciais, a taxa de sobrevida 

após 5 anos é de 95%. No entanto, caso o tumor tenha se espalhado para órgãos vizinhos, 

essa taxa cai para 65% (SIEGEL et al., 2013) e, havendo metástase para linfonodos, essa 

taxa cai drasticamente, chegando a menos de 10% (BALCH, 2009). Além disso, quando 

ocorre a disseminação do tumor para o cérebro, a sobrevida é de, em média, 4 meses 

(FONKEM et al., 2012). 

Dessa maneira, vários grupos de pesquisa buscam novas alternativas para auxiliar 

no tratamento do MC, procurando reduzir os efeitos colaterais e a resistência das células 

aos fármacos já utilizados na terapêutica, bem como a busca por novos compostos com 

atividades antitumorais que se mostrem eficazes no combate às células de câncer. 

Uma das fontes de grande interesse são os compostos de origem natural com 

potenciais efeitos antitumorais. Estudos têm demonstrado que muitas plantas possuem 

princípios ativos que são eficientes na redução da viabilidade e proliferação de células 

tumorais. Entre estes, destacamos o ácido cafeico (AC), que vem evidenciando efeitos 

citotóxicos, além de ações antiproliferativas, antimetastáticas e indutoras de morte em 

células de câncer (CHUNG et al, 2004; CHANG et al., 2010; JAGANATHAN & 

MANDAL, 2012). 

Diante do exposto, torna-se relevante investigar possíveis efeitos antitumorais do 

ácido cafeico em células de MC, assim como mecanismos envolvidos na ação deste 

composto, com o intuito de auxiliar no tratamento de pessoas acometidas com essa 

neoplasia. 
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2. OBJETIVOS 

 
 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o efeito do ácido cafeico em linhagem celular de melanoma cutâneo. 

 
 

 
2.2 Objetivos Específicos 

 
 

Investigar em células de melanoma cutâneo tratadas e não tratadas com ácido 

cafeico: 

- A viabilidade celular. 

- As alterações nas fases do ciclo celular. 

- Indução de morte celular. 

- A expressão gênica da caspase-1, caspase-3 e caspase-8. 

- A capacidade de formação de colônias. 

- Parâmetros de migração celular. 

- Atividade das enzimas E-NTPDase, E-5´-nucleotidase e E-ADA. 

- Os danos oxidativos nos lipídios através da peroxidação lipídica (TBARS). 

- Os níveis de radical superóxido e de óxido nítrico (NO). 

- Os níveis de tióis proteicos (PSH) e tióis não proteicos (NPSH). 

- Os níveis de ácido ascórbico (VIT C). 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Epidemiologia e fisiopatologia do melanoma 

 

O câncer de pele é o tipo de câncer mais frequente na população brasileira sendo 

comumente classificado em não melanoma (carcinoma basocelular e carcinoma 

espinocelular) e melanoma. O melanoma é o menos frequente dentre os tumores cutâneos, 

representando menos de 10% das neoplasias dermatológicas, porém é o mais agressivo 

devido à alta propensão para metástases, ocasionando cerca de 80% das mortes relacionadas 

ao câncer de pele (SLINGLUFF, 2011; BERTOLOTTO, 2013; PASTUSHENKO et al., 

2014). Metástase é a implantação de um foco tumoral à distância do tumor original e é 

responsável por até 90% de toda a morbidade e mortalidade relacionadas ao melanoma 

(BALCH, 2009). 

O número de novos casos de melanoma cutâneo tem aumentado de forma muito 

rápida nos últimos anos. No Brasil, similarmente aos outros países, observou-se um 

aumento na incidência deste tumor. A estimativa para 2018/2019, segundo os dados do 

Instituto Nacional do Câncer, será de 6.260 novos casos de câncer de pele melanoma no 

Brasil, número que pode ser ainda maior visto que a minoria dos casos são notificados 

(INCA, 2018). 

As maiores taxas de melanoma no Brasil concentram-se na região sul (INCA, 2018; 

MORENO, BATISTA & BONETTI, 2012). Pertencente a esta região, o estado do Rio 

Grande do Sul está localizado entre os paralelos 26º e 31º, mesma localização de boa parte 

do território australiano, país que apresenta as maiores taxas de incidência de MC do mundo 

(EGGERMONT; SPATZ; ROBERT, 2014; MELANOMA INSTITUTE AUSTRALIA, 

2019). 

Com relação as taxas de recidiva, aproximadamente 3% dos pacientes irão 

desenvolver um segundo tumor em um período de até três anos após o diagnóstico de um 

melanoma. Essa taxa pode chegar a 33% de incidência de um segundo melanoma num 

período de até cinco anos quando há histórico familiar (MANICA et al., 2018). 

A pele é o maior órgão do corpo humano e recobre toda a superfície externa, agindo 

como uma importante barreira contra agentes tóxicos, atritos, lesões e radiações, 

apresentando função protetora essencial. Estruturalmente, a pele consiste em duas camadas, 

a epiderme e a derme. A epiderme, camada mais fina e superficial, é avascular e composta 

de tecido epitelial. A derme, camada mais espessa e profunda, é vascularizada e composta 

por tecido conjuntivo. Logo abaixo da derme encontra-se a hipoderme, que não faz parte da 



14 
 

pele, mas a une a outros órgãos (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J.; ABRAHAMSOHN, 

2017) (Figure 1). A epiderme contém dois tipos principais de células. As células mais 

abundantes são os queratinócitos, representando cerca de 90% das células epidérmicas. 

Aproximadamente 8% das células da epiderme são os melanócitos, responsáveis pela 

produção do pigmento melanina (CAMPOS, 2010; TORTORA; NIELSEN, 2013). 

 
 

Figure 1: Desenho esquemático evidenciando as camadas da pele e  as  células  constituintes.  

Fonte: Adaptado de CAMPOS, 2010. 

 

A melanina, sintetizada em organelas especiais dos melanócitos chamadas de 

melanossomos, atua na coloração da pele e absorção de radiação ultravioleta. Após a síntese 

de melanina, os melanossomos são transferidos até a ponta dos dendritos do melanócito e 

posteriormente aos queratinócitos, os quais fagocitam porções de melanossomos carregados 

desse pigmento. A melanina, nos queratinócitos, forma uma proteção ao redor do núcleo 

contra os raios ultravioletas (BANDARCHI et al., 2010; JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, 

J.; ABRAHAMSOHN, 2017). 

O MC é definido como uma neoplasia que forma-se a partir da transformação 

maligna dos melanócitos, na qual ocorre proliferação descontrolada, atipia morfológica com 

acentuado pleomorfismo dessas células, as quais podem apresentar núcleos grandes, 



15 
 

hipercromáticos, irregulares e múltiplos nucléolos (HICKS; FLAITZ, 2000). O melanoma 

é uma das neoplasias mais agressivas, apresentando elevada capacidade de proliferação, 

diferenciação celular, estímulo da angiogênese e capacidade acentuada de metástase, ou 

seja, possui alta propensão de invasão e desenvolvimento em órgãos distantes ao seu órgão 

de origem (WICK, 2016). 

Em 1976, Fitzpatrick classificou a pele humana  em seis tipos  de acordo com 

o fototipo e etnia, relacionando com a sensibilidade cutânea à radiação ultravioleta 

(UV), variando do tipo I ao tipo VI (GUIRRO; GUIRRO, 2004). Indivíduos com pele, 

cabelos e olhos claros apresentam fototipos baixos, I e II, segundo essa classificação, e se 

queimam facilmente ao invés de se bronzear, tendo maior probabilidade de desenvolver 

melanoma conforme apresentado na Tabela 1 (MENCHÓN, 2014). 

 

 
Tabela 1 – Classificação dos fototipos de pele proposta por Fitzpatrick 

 Fototipo 
I 

Fototipo 
II 

Fototipo 
III 

Fototipo 
IV 

Fototipo 
V 

Fototipo VI 

Fototipo (pele) Branca Branca Morena 
Clara 

Morena 
Moderada 

Morena 
escura 

Negra 

Sensibilidade 
ao sol 

Muito 
sensível 

Sensível Normal Normal Pouco 
sensível 

Insensível 

Características Queima 
com 

facilidade 
e nunca 
bronzeia 

Queima 
com 

facilidade 
e     

bronzeia 
pouco 

Queima e 
bronzeia 

moderada- 
mente 

Queima 
pouco e 
bronzeia 

com 
facilidade 

Queima 
raramente 
e bronzeia 
bastante 

Nunca 
queima. 

Pele 
totalmente 

pigmentada 

Fonte: Adaptado de FITZPATRICK, MOSHER (2000). 

 

 

Os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento do melanoma incluem histórico 

familiar de MC, presença elevada de nevos melanocíticos na pele, indivíduos com 

classificação de fototipos I e II na classificação de Fitzpatrick e exposição intensa à radiação 

UV (BEHRENS et al., 2018). 

Já está bem estabelecido que o principal vilão para o desenvolvimento do MC é 

exposição intensa à radiação UV. A radiação emitida pela luz solar pode ser dividida em 

radiação UVA, UVB e UVC, essa última barrada pela camada de ozônio. UVA e UVB 

chegam à superfície da Terra e a exposição a esses tipos de radiações podem causar lesões 

no DNA celular contribuindo para o desenvolvimento do melanoma. Apesar da UVA ser 

mais abundante (90% da radiação emitida), a UVB é mais propensa em causar queimaduras 

e danos na pele (VOLKOVOVA et al., 2012). A exposição às radiações UV se dá também 
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através de câmaras de bronzeamento artificial (CALLAHAN; FLAHERTY; POSTOW, 

2016; SHAIN et al., 2015), as quais foram banidas no Brasil em 2008 (ANVISA, 2012) 

devido ao fato da exposição ser considerada carcinogênica. Exposição elevada, que 

corresponde a mais de 10 sessões de bronzeamento, eleva em duas vezes o risco de 

desenvolver melanoma de início precoce (abaixo de 40 anos) (CUST et al., 2011; NIELSEN 

et al., 2012). 

 
3.2 Diagnóstico e classificação clínica 

 

Para o diagnóstico do MC, o achado mais significativo é uma lesão pigmentada que 

apresenta mudanças visuais durante um período de meses a anos (D’ISCHIA et al., 2015; 

SAÚDE, 2013). A regra ABCDE está entre os principais critérios de diagnóstico clínico 

do melanoma com o objetivo de identificar e tratar lesões iniciais e potencialmente curáveis 

(VALKO-ROKYTOVSKÁ et al., 2018), que significa: 

A – assimetria; 

B – bordas irregulares; 

C – cor heterogênea; 

D – diâmetro maior que 6 mm; 

E – evolução. 

 

 

Figura 2: Regra ABCDE–critérios de diagnóstico clínico do melanoma. 

Fonte: Adaptado de VALKO-ROKYTOVSKÁ, 2018.
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A regra geral é que qualquer lesão deve ser prontamente avaliada se apresentar 

variação de cor ou dimensão (CALLAHAN; FLAHERTY; POSTOW, 2016). O melanoma 

típico apresenta características como irregularidade de bordas, diâmetro superior a 6 mm e 

alteração de cor da lesão. Já o sangramento, a dor e o prurido podem ser indicativos de 

lesões mais avançadas (CALLAHAN; FLAHERTY; POSTOW, 2016). 

A dermatoscopia auxilia no diagnóstico clínico do melanoma e consiste em um 

método não invasivo de amplificação da imagem da lesão utilizando dermatoscópio que 

possibilita a observação de estruturas e auxilia em achados diagnósticos que não conseguem 

ser visualizados a olho nu (SAÚDE, 2013; VESTERGAARD et al., 2008). 

Na maioria dos casos, o melanoma desenvolve-se como uma proliferação de 

melanócitos neoplásicos confinados na epiderme ou na derme superficial, fase chamada de 

crescimento radial, onde o tumor é quase sempre curável com uma excisão cirúrgica 

adequada (MICHALANY, 2014). Na fase de crescimento vertical, estágio mais avançado, 

a lesão pode infiltrar na derme reticular chegando à hipoderme, adquirindo a capacidade de 

metastatizar, gerando um pior prognóstico (LEONARDI et al., 2018). 

Em 1970, Alexander Breslow determinou padrões de espessura do tumor, que até 

hoje são utilizados como fator prognóstico de sobrevida para o melanoma. O índice de 

Breslow trata-se da medida em milímetros (mm) da espessura do tumor, desde a parte 

superior até sua porção mais profunda e a relação dessa medida com a possibilidade de gerar 

metástases. Tumores mais finos do que 0,76 mm foram designados de baixo risco, pois 

raramente vão gerar metástase. Pacientes de risco intermediário possuem tumor com 

espessura de 0,76 até 1,5 mm e de alto risco a espessura é de 1,5 até 4,0 mm. Para pacientes 

com tumores mais espessos que 4,0 mm, o risco de gerar metástase é altíssimo (MERVIC, 

2012). Esse índice apresenta maior reprodutibilidade e melhor correlação com o 

prognóstico quando comparado com os níveis de Clark (BALCH et al., 2009). 

Já o nível de Clark descreve a invasão neoplásica em relação às camadas anatômicas 

da pele (CLARK et al., 1969): 

 Nível I: tumor confinado a epiderme (melanoma in situ); 

 Nível II: o tumor ultrapassa a epiderme e ocupa parte da derme papilar; 

 Nível III: o tumor preenche a derme papilar sem invadir a derme reticular; 

 Nível IV: o tumor envolve a derme reticular; 

 Nível V: o tumor invade a hipoderme. 
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É difícil saber exatamente onde termina a derme papilar e inicia a reticular, assim, a 

classificação pelo nível de Clark não é tão objetiva e é menos reprodutível do que a 

classificação de Breslow (BARNHILL, 2004). 

 

Figura 3: Desenho esquemático do nível de invasão de Clark referente à localização do tumor em relação às 

diversas camadas histológicas da pele. Fonte: Adaptado de HALE, 2013. 

 

 

O melanoma pode ser subdividido de acordo com suas características 

histopatológicas e clínicas em quatro tipos, Melanoma Extensivo Superficial (MES), 

Melanoma Nodular (MN), Melanoma Lentiginoso Acral (MLA) e Melanoma Lentigo 

Maligno (MLM) (DE VRIES, 2006, SLINGLUFF, 2011). 

O Melanoma Extensivo Superficial, também chamado, expansivo superficial ou 

disseminativo superficial é o subtipo mais frequente, sendo responsável por 

aproximadamente 60-70% dos casos (ALMEIDA; ALMEIDA, 2009). Acomete 

principalmente pessoas entre 30-50 anos de idade, geralmente desenvolve-se de um nevo 

melanocítico preexistente e caracteriza-se por um crescimento radial. A sua etiologia tem 

uma importante relação com exposição solar aguda na infância e exposição intermitente na 

vida adulta. 

O Melanoma Nodular é o segundo subtipo mais comum, responsável por 15-30% 

dos casos. Acomete com mais frequência os homens com faixa etária entre 50 e 60 anos. 

Sua lesão é caracterizada por coloração uniforme marrom/preta/azulada ou amelanótica, 

delimitada, crescimento radial com invasão dérmica, metástases precoces e frequentemente 

aparecem ulceração e sangramento (GARBE; LEITER, 2009; SAÚDE, 2013). 

O Melanoma Lentiginoso Acral é um subtipo de melanoma cutâneo que representa 

cerca de 2-8% dos melanomas, se desenvolve frequentemente nas palmas das mãos, plantas 
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dos pés e regiões subungueais. A lesão é pouco pigmentada com bordas irregulares 

(GARBE et al, 2012; SAÚDE, 2013; CALLAHAN; FLAHERTY; POSTOW, 2016;). 

O tipo de melanoma que acomete a pele de idosos em regiões expostas ao sol, 

principalmente face e pescoço é o Lentigo Maligno, que corresponde a 4-15% dos 

melanomas. Apresenta-se como uma mácula pigmentada lisa, de bordas irregulares, 

tamanho e coloração variada com múltiplos tons de castanho claro a negro. O mesmo possui 

crescimento lento e prognóstico geralmente favorável (DUNCAN, 2009; SMALBERGER; 

SIEGEL; KHACHEMOUNE, 2008). 

Além dessas classificações mais comuns, algumas formas mais raras de melanoma 

podem ser encontradas, como o melanoma ocular, de mucosas, infantil, persistente, nevóide 

e associado ao nevo azul (EGGERMONT; SPATZ; ROBERT, 2014; O’SULLIVAN; 

O’CONNOR, 2018). 

 
 

3.3 Ciclo celular e apoptose 

 
 

Em nosso organismo há sempre um equilíbrio entre proliferação e morte celular a 

fim de garantir a homeostase. O ciclo celular corresponde a uma série de eventos 

coordenados e precisamente controlados pelo qual as células se proliferam. É comumente 

dividido em intérfase (fase G1, S e G2), compreendida como a fase de preparação, e mitose 

(fase M), fase da divisão celular. Existe, ainda, a fase G0, na qual as células encontram-se 

em repouso, ou seja, não estão replicando. Durante a fase S, fase de síntese, ocorre a 

duplicação do DNA e durante a fase M acontece a segregação dos componentes celulares e 

a divisão propriamente dita. As fases G1 e G2 são as fases de intervalo, nas quais a célula 

se prepara para a execução das fases S e M, respectivamente (SEKULIC et al., 2008). 

O controle chave do ciclo celular é manter as células com o mesmo número de 

cromossomos e a mesma funcionalidade. Para que isso aconteça é necessário garantir uma 

duplicação correta do DNA durante a fase S e uma divisão igualitária dos componentes e 

cromossomos entre as células filhas no momento da divisão. A fim de evitar qualquer 

multiplicação de células de forma errônea, existem os pontos de checagem (checkpoints), 

que impedem a célula de passar para a próxima fase se não tiver passado com sucesso pela 

fase anterior. A parada da célula nos checkpoints permitem-na reparar erros para só então 

passar para a próxima fase do ciclo, impedindo a proliferação de células danificadas 

(KHODJAKOV & RIEDER, 2009). 
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Na fase G1, a célula prepara-se para a fase seguinte sintetizando proteínas 

necessárias para a duplicação do DNA, por exemplo. É nessa fase que acontece também um 

importante ponto de checagem que verifica se a célula continua ou não o processo de divisão 

em direção à fase S. Caso a célula estiver danificada, existem proteínas que promovem o 

bloqueio do ciclo e ela permanece na fase G1, onde ocorre reparação de danos ou indução 

de morte celular, correspondendo a um importante mecanismo para evitar a multiplicação 

de células anômalas (BENNET, 2008; MAXIMOV & MAXIMOV, 2008). 

Proteínas como as ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDK) realizam essa 

regulação durante o ciclo celular, mantendo as células em divisão. A atividade dos 

inibidores de CDK (CKIS - Inibidores de Quinase-Ciclina) contrabalanceiam as funções de 

CDK. Dentre esses estão os inibidores universais p21, p27, e p57, atuantes em vários 

períodos do ciclo celular, por meio de sua união a CDKS complexadas com as ciclinas 

(PINTO & FELZENSZWALB, 2003; TAJARA, 2004; SCHWARTZ & SHAH, 2005). 

A proteína p53, um dos principais componentes envolvidos no ponto de checagem 

e no reparo de erros no DNA, é conhecida como guardiã do genoma, uma vez que possui 

habilidade de integrar sinais que controlam sobrevivência e morte celular. Esta proteína 

sinaliza o bloqueio do ciclo celular no ponto de checagem na fase G1/S através da ativação 

da proteína p21, e o recrutamento da maquinaria de reparo, se o dano for reversível. Quando 

ocorrem danos à molécula de DNA, que são irreparáveis, essa proteína leva à indução de 

apoptose, evitando assim que a informação genética incorreta seja transmitida para as 

células-filhas (STIEWE, 2007; PECORINO, 2008). 

Uma das características mais importantes da célula cancerígena é justamente a perda 

do controle celular e a capacidade de proliferação descontrolada. Isso pode acontecer pelo 

fato de a célula não responder aos pontos de controle e reparação na  fase G1/S, 

permanecendo no ciclo celular e se multiplicando de forma errada (WARD, 2002). 

Alterações nos componentes do ciclo celular e nas vias de sinalização dos mecanismos de 

checkpoint ocorrem na maioria dos tumores humanos. A proliferação celular pode se tornar 

descontrolada devido ao fato de um gene que estimula o ciclo estar hiperativo e ou por um 

gene que iniba o ciclo estar inativo (VIDEIRA et al., 2002). 
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Figura 4: Desenho esquemático do ciclo celular. O ciclo celular de uma célula somática divide-se em interfase 

(G1, S e G2) e mitose (M). A fase G0 representa a fase quiescente da célula (Adaptado de Heuvel, 2005). 

 

 

 
Por outro lado, a apoptose é um tipo específico de morte celular programada, 

fenômeno biológico e estratégico para o controle e manutenção da homeostasia celular, 

desempenhando também papel fundamental em uma série de doenças, entre elas o câncer 

Uma característica marcante das células tumorais é a perda da capacidade ou resistência a 

morte celular (MAURILLO et al., 2001). 

Ao sofrer apoptose, a célula apresenta alterações morfológicas específicas como 

retração e perda da aderência com a matriz celular e com outras células, condensação da 

cromatina, colapso do núcleo, formação de prolongamentos citoplasmáticos, formando 

corpos apoteóticos que são rapidamente fagocitados pelos fagócitos sem liberação do 

conteúdo do citoplasma no meio extracelular (CONRADT, 2009). 

São complexas as vias de sinalização que desencadeiam a apoptose e subdividem- 

se em apoptose intrínseca e apoptose extrínseca. A apoptose extrínseca é mediada via 

ligante-receptor, através dos receptores de membrana plasmática da superfamília de 

receptores do Fator de Necrose Tumoral (TNF), como o FAS, também chamados de 

“receptores de morte”. Uma vez unido aos seus ligantes, geralmente específicos, o receptor 

recruta proteínas que vão ativar caspases iniciadoras, como a caspase-8, formando um 

complexo onde as caspases efetoras, como a caspase-3, são ativadas. As caspases efetoras, 

por sua vez, são responsáveis pela ativação de proteases que completam o processo de 

desintegração e morte celular (KROEMER, 2007; VERMEULEN, 2005). 

A via intrínseca envolve as mitocôndrias e por isso também é chamada de via 

mitocondrial de morte celular. Embora a sinalização que desencadeie a apoptose intrínseca, 

bem como seus estímulos iniciadores sejam bastante heterogêneos, o que caracteriza essa 
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via é a liberação de proteínas pró-apoptóticas da intermembrana da mitocôndria. Proteínas 

pró-apoptóticas, como Bax e Bid podem formar poros na membrana mitocondrial, o que 

possibilita a saída de proteínas, entre estas o citocromo c. No citoplasma da célula, o 

citocromo C se liga a apaf-1 e a procaspase-9, formando um complexo chamado 

apoptossomo. A caspase-9 ativa as caspases efetoras 3, 6 e 7, amplificando a cascata de 

ativação, ocasionando morte celular (GALLUZZI et al., 2012; KROEMER, 2007). 

 

 
 

3.4 Sistema purinérgico 

 
 

A sinalização purinérgica tem sido associada a uma variabilidade de desordens 

relacionadas ao desenvolvimento tumoral e é uma importante via de comunicação celular 

mediada por nucleotídeos e nucleosídeos (BURNSTOCK et al., 2012). Há crescentes 

evidências de que a sinalização purinérgica está envolvida em diversos processos 

biológicos, como a proliferação, diferenciação e morte celular (VISOVATTI, 2012; 

ROBSON, 2011). A sinalização purinérgica envolve três principais constituintes: os 

nucleotídeos de adenina e seu nucleosídeo correspondente; os receptores através dos quais 

eles exercem suas funções e as ectoenzimas responsáveis pela hidrólise e controle dos níveis 

extracelulares destas moléculas (ATKINSON et al., 2006). 

Os nucleotídeos extracelulares de adenina, ATP, ADP, AMP e o seu nucleosídeo 

correspondente, a adenosina, representam um importante grupo de moléculas sinalizadoras, 

que modulam diversos processos fisiológicos e patológicos em diversos tecidos através de 

seus receptores localizados na superfície celular (BURNSTOCK et al., 2012). Dentre estes 

efeitos, é importante destacar o controle da dor e inflamação, contração do músculo liso, 

neurotransmissão, secreção endócrina e exócrina, resposta imune, agregação plaquetária e 

modulação da função cardíaca (BURNSTOCK, 2016a). Devido a habilidade que os 

nucleotídeos extracelulares têm em atuar como fatores indutores de crescimento e 

proliferação celular, muitos estudos têm apontado que a sinalização purinérgica pode estar 

envolvida com a progressão tumoral (BURNSTOCK, 2016; DI VIRGILIO; ADINOLFI, 

2017). 

A molécula chave dentre as purinas extracelulares é o ATP, nucleotideo que participa 

de vários processos fisiológicos, como resposta imune, neurotransmissão, tônus vascular, 

proliferação, desenvolvimento, diferenciação e morte celular (BURNSTOCK, 2016; DI 

VIRGILIO; ADINOLFI, 2017). Intrigante é o fato de que o ATP, dependendo das 
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concentrações extracelulares, é capaz de induzir proliferação ou morte celular, dois efeitos 

antagônicos (DI VIRGILIO, 2000; ADINOLFI et al., 2005; DI VIRGILIO, 2012). Estudos 

in vivo demonstraram que o ATP se acumula na periferia dos tumores, podendo modular 

sinalizações que controlam a resposta inflamatória e que estimulam a proliferação tumoral 

(BRAGANHOL, 2010). Em células de melanoma, a inibição farmacológica do receptor 

P2X7, receptor de ligação do ATP, diminuiu o crescimento tumoral (HATTORI et al., 

2012). Em células de glioma, a estimulação desse receptor aumentou a migração celular e 

a liberação de fatores envolvidos com o crescimento tumoral (WEI et al., 2008). 

Em contrapartida ao exposto acima, diversos estudos têm demonstrado que o ATP 

estaria envolvido com atividades anticancerígenas. Em células de melanoma e em células 

de adenocarcinoma de cólon, a ativação do P2X7 através de altas concentrações de ATP 

induziu morte celular (BIAN et al., 2013). Em outro estudo com linhagem de glioma, a 

inibição desse receptor aumentou o crescimento celular tanto in vitro como in vivo (FANG 

et al., 2013). Esses efeitos completamente antagônicos e aparentemente tão contraditórios 

parecem depender muito da concentração do ATP no meio extracelular, bem como as vias 

que são ativadas (ADINOLFI et al., 2005). 

Um dos produtos da hidrólise extracelular do ATP é a adenosina, que também tem 

ações fisiológicas. Uma das principais funções da adenosina é mediar uma resposta 

imunossupressora e anti-inflamatória, atuando como agente protetor dos tecidos saudáveis 

contra os ataques promovidos pelas células de defesa (HASKÓ et al., 2009; GESSI; 

VARANI; MERIGUI, 2007). Todavia existem controvérsias sobre os efeitos benéficos da 

adenosina, sendo bastante estudada por apresentar propriedades pró- carcinogênicas, dentre 

estas, promover o crescimento tumoral e estimular a angiogênese, fatos que podem agravar 

ainda mais o estado de saúde dos pacientes que já apresentam MC (GESSI; VARANI; 

MERIGUI, 2007; ANTONIOLI et al., 2014). Além disso, em células de melanoma humano, 

a mobilidade celular, essencial para progressão e metástase das células cancerígenas, é 

mediado pela adenosina (BURNSTOCK et al., 2012). 

Os níveis extracelulares dessas moléculas são controlados por meio da atividade de 

uma cascata de enzimas que agem sequencialmente denominadas ectoenzimas, tais como a 

Ecto-Nucleotídeo Pirofosfato/Fosfodiesterase (E-NPP, EC 3.6.1.5), Ecto-Nucleosídeo 

Trifosfato Difosfoidrolase (E-NTPDases, CD39, EC 3.6.1.5), E-5’Nucleotidase (ecto-5’- 

nucleotidase; CD73, E.C.3.1.3.5, 5’NT) e Adenosina Desaminase (ADA, E.C.3.5.4.4) 

(ZIMMERMANN et al., 2007). A cadeia enzimática tem início com a ação da enzima 

NTPDase, a qual é responsável pela catálise da hidrólise das moléculas de ATP e ADP 
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resultando em AMP. Em seguida, a enzima 5'-nucleotidase catalisa a hidrólise do AMP 

gerando adenosina, a qual é finalmente desaminada, através da ação da enzima ADA, 

formando inosina (ZIMMERMANN et al., 2007; YEGUTKIN, 2008). 

 

 
 

Figura 5: Cascata de ectoenzimas responsáveis pela hidrólise de nucleotídeos de adenina e adenosina. 

FONTE: Yegutkin (2008), com adaptações. 

 

 
As NTPDases são um grupo de enzimas caracterizadas pela sua capacidade de 

catálise da hidrólise de nucleotídeos tri e difosfatados (ZIMMERMANN et al., 2007). Até 

o momento, já foram identificados oito diferentes membros da família das E-NTPDases, 

NTPDase 1 a 8, as quais diferem entre si quanto à especificidade ao substrato, distribuição 

tecidual e localização celular (SHI et al., 2001; ZIMMERMANN, 2001; BIOGENNESE et 

al., 2004). Quatro destas NTPDases (NTPDases 1, 2, 3 e 8) estão localizadas de forma 

acoplada à membrana plasmática celular, exibindo seu sitio catalítico extracelularmente e 

são as principais responsáveis pela metabolização dos nucleotídeos no meio extracelular. 

Enquanto que as NTPDases 4, 5, 6 e 7 apresentam-se localizadas na face interna da célula 

(ROBSON; SÉVIGNY; ZIMMERMANN, 2006). 
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Figura 6: Membros da família das NTPDases. Fonte: 

ROBSON; SÉVIGNY; ZIMMERMANN (2006), com adaptações. 

 

 
Outra ectoenzima importante é a ecto-5'-nucleotidase, a qual está ancorada à 

membrana plasmática e exibe seu sitio catalítico para o meio extracelular. O nucleotídeo 

mais eficientemente hidrolisado por ela é o AMP, sendo, dessa forma, a principal enzima 

responsável pela formação de adenosina (ANTONIOLI et al., 2013; MONTEIRO et al., 

2018). 

Da mesma forma que as ectonucleotidases, a enzima ADA também faz parte do 

conjunto de enzimas responsáveis pela hidrólise sequencial dos nucleotídeos e nucleosídeos 

de adenina (YEGUTKIN, 2008). A ADA é uma importante enzima da cascata de inativação 

de purinas, a qual catalisa a desaminação irreversível da adenosina e da desoxiadenosina 

em inosina e desoxinosina, respectivamente. Sendo assim objeto de considerável interesse 

devido à sua função na regulação das concentrações extracelulares de adenosina 

(BLACKBURN; KELLEMS, 2005; YEGUTKIN, 2008). 

Apesar de grande parte desta enzima estar presente no meio intracelular, ela também 

está localizada na superfície celular. É encontrada alterada em diversas situações 

patológicas, inclusive na presença de certos tumores (SPYCHALA, 2000). Essa importante 

enzima se divide em duas isoformas: ADA1 e ADA2. A primeira é encontrada 

predominantemente nos tecidos, enquanto a ADA2 é o principal componente do soro. 

Ambas apresentam diferenças estruturais e cinéticas (ANTONIOLI et al., 2012). 

Em conjunto, as ectoenzimas descritas acima são capazes de regular a concentração 

extracelular dos nucleotídeos e nucleosídeo de adenina que são importantes sinalizadores 

dos eventos de proliferação celular DI VIRGILIO, 2000; ADINOLFI et al., 2005; DI 
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VIRGILIO, 2012) os quais apresentam ampla relação com o desenvolvimento do 

melanoma. 

Como já mencionado, uma vez liberados, os nucleotídeos e nucleosídeo de adenina 

interagem com receptores purinérgicos específicos, mediando eventos de resposta imune, 

de inflamação, de agregação plaquetária, entre outros (BURNSTOCK, 2007; BERGAMIN 

et al., 2012; DI VIRGILIO, 2012). Estes podem ser divididos em dois grandes grupos, os 

receptores P1, que são receptores de adenosina e os receptores P2, que reconhecem o ATP 

(BURNSTOCK, 2014). 

Os receptores P1 foram subdivididos em quatro subtipos de acordo com suas 

características: A1, A2A, A2B e A3 (KRÜGEL, 2016; WOODS et al., 2016). Os receptores 

P2 também foram subdivididos em duas subfamílias: aqueles acoplados à proteína G (P2Y) 

e aqueles ligados a canais iônicos (P2X), sendo que, em mamíferos, já foram identificados 

oito tipos de receptores P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14) 

e sete tipos de receptores P2X (P2X1– P2X7) (BURNSTOCK, 2006). A sinalização 

purinérgica é finalizada, então, pela ação de ectoenzimas já descritas acima, que hidrolisam 

os nucleotídeos até os seus respectivos nucleosídeos, no meio extracelular (BONNEFOY et 

al., 2015). 

 

 

3.5 Estresse oxidativo 

 
 

As espécies reativas de oxigênio (ERO) e espécies reativas de nitrogênio (ERN) são 

geradas constantemente no organismo em processos inflamatórios ou por alguma disfunção 

celular. Os radicais do oxigênio, como o ânion superóxido (O2
•-), o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), o radical hidroxila (OH•) são as principais ERO. Já as ERN incluem o peroxinitrito 

(ONOO), o •NO e o radical dióxido de nitrogênio (•NO2) (ZACKS et al., 2005). 

As ERO são derivadas do oxigênio molecular, altamente instáveis e reagem 

rapidamente com outros radicais livres e macromoléculas em reações em cadeia para 

gerarem o aumento de oxidantes nocivos (KIRKINEZOS E MORAES, 2001). O •NO é 

uma espécie ERN e é produzido pela atividade enzimática da óxido nítrico sintase (NOS). 

• NO pode facilmente atravessar membranas e, logo, são capazes de afetar alvos celulares 

distantes (ZACKS et al., 2005). 

O •NO e as ERO são formadas em condições fisiológicas em proporções controladas 

por mecanismos de defesa celular e desempenham papéis críticos em processos normais de 
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desenvolvimento celular. Este mecanismo de defesa é composto por sistemas antioxidantes 

enzimáticos e não-enzimáticos responsáveis pela supressão de radicais livres e 

consequentemente pela proteção do organismo e prevenção de diversas patologias 

(VALKO et al., 2007). O sistema de defesa antioxidante enzimático é representado, 

principalmente, pelas enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa 

peroxidase, enquanto as defesas antioxidantes não enzimáticas incluem a vitaminas C, 

vitamina E e os compostos orgânicos contendo grupos sulfidrila (SH), denominados tióis 

(BONNEFOY et al., 2002; ALMEIDA, 2008; MASELLA et al., 2005; VALKO et al., 2007 

Porém, em condições patológicas, como no processo inflamatório, pode ocorrer um 

desequilíbrio e essa produção de ERO pode aumentar substancialmente e o sistema 

antioxidante torna-se ineficaz em combatê-las (GIACCO & BROWNLEE, 2010). 

Denomina-se estresse oxidativo essa situação em que há um desequilíbrio entre os níveis 

de antioxidantes e pró-oxidantes, com o predomínio destes últimos. As espécies oxidantes 

em excesso apresentam potencial para causar danos irreversíveis em macromoléculas como 

proteínas, lipídios e ácido desoxirribonucléico e que se não forem reparadas, alterarão a 

funcionalidade de células e tecidos (BARBOSA et al., 2010). Esses danos em estruturas 

celulares e mutações no DNA ocorrendo mais facilmente, propiciam a formação de células 

malignas e o desenvolvimento de tumores, entre estes o melanoma (CANNAVÒ et al., 

2019). 

O envolvimento do estresse oxidativo no desenvolvimento do câncer é relatado em 

inúmeros estudos (ZANINI et al, 2013; ZANINI et al, 2014; FARIAS et al., 2011; 

MALDONADO et al., 2006;) que evidenciam a direta relação do estresse oxidativo na 

iniciação, promoção e progressão tumoral (KLAUNIG E KAMENDULIS, 2004). 
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Figura 7: Dano oxidativo às macromoléculas biológicas. 

Fonte: TORRES (2003), com adaptações. 

 

 

 

3.6 Aspectos terapêuticos 

 
 

A terapia atualmente utilizada para o tratamento de pacientes com MC apresenta 

inúmeros efeitos colaterais indesejáveis, além de não ser eficaz em evitar a evolução letal 

da doença (GARBE et al., 2001; CALLAHAN; FLAHERTY; POSTOW, 2016). A cirurgia 

é o tratamento de escolha e a única modalidade potencialmente curativa para o melanoma 

quando não há metástase (FARIES & ARIYAN, 2011). 

Os pacientes com um número limitado de metástases à distância podem ser 

candidatos a ressecção cirúrgica. Contudo a cirurgia raramente é efetiva pois a maioria dos 

pacientes desenvolve doença metastática generalizada (LUI et al., 2007). Os indivíduos com 

metástases a distância têm um prognóstico reservado, com probabilidade de sobrevida em 

cinco anos, de acordo com o sítio de doença, de 5 a 20% (BALCH, 2009). O tratamento 

sistêmico tem cunho eminentemente paliativo, com a quimioterapia baseada em 

dacarbazina (KORN et al., 2008). 

A dacarbazina é um agente que causa danos no DNA, parada do ciclo celular e 

apoptose (LUI et al., 2007). A taxa de resposta ao medicamento varia de 15 a 25%. No 

entanto, a resposta completa acontece em menos de 5% dos casos (BEDIKIAN et al., 2006), 

como evidenciado por um estudo de acompanhamento de pacientes com CM tratados com 

dacarbazina (DAC), no qual menos de 2% dos indivíduos sobreviveram 6 anos após o início 

do tratamento (LEV et al., 2004). A resistência a dacarbazina tem sido associada com a 
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regulação positiva de sinais pró-sobrevivência e moléculas anti-apoptóticas em células 

cancerígenas. Apesar de seus efeitos moderados, a DAC continua a ser o tratamento mais 

utilizado para o melanoma metastático (BEDIKIAN et al., 2006; LEV et al., 2004). 

Além das abordagens de tratamento atualmente utilizadas, a imunoterapia, o uso de 

anticorpos contra alguns alvos imunológicos específicos, como contra o antígeno de 

linfócitos T citotóxicos 4 (CTLA-4) (Ipilimumab) e para o bloqueio da proteína de morte 

celular programada 1 (PD- 1) (nivolumab e pembrolizumab) vem revolucionando o 

tratamento do melanoma maligno avançado. Os dois mais recentemente aprovados 

imunoterapêuticos pembrolizumab e nivolumab mostraram maiores taxas de resposta e 

menor toxicidade quando comparados ao ipilimumabe, sugerindo que o uso de inibidores 

imunológicos pode ser um poderoso aliado no tratamento de pacientes com melanoma 

avançado (SANLORENZO et al., 2014; FRANKLIN et al., 2017). 

Porém, os avanços no tratamento do melanoma nos últimos anos não foram capazes 

de prolongar, de maneira significativa, a sobrevida daqueles acometidos por doença 

metastática (GARBE et al., 2011). Por esta razão, o diagnóstico precoce e o manejo 

adequado da lesão inicial são as melhores e únicas formas de se abordar o portador de 

melanoma, proporcionando qualidade de vida e aumento na sobrevida (BALCH et al., 

2009). 

Nesse sentido, a terapia no melanoma avançado ainda permanece um desafio clínico 

constante. Uma melhor compreensão da fisiologia do melanoma poderá modificar os 

mecanismos de resistência das células tumorais e permitir que indivíduos, atualmente 

considerados incuráveis, passem a ter uma real possibilidade de cura. 

 

 
 

3.7 Produtos naturais e o ácido cafeico 

 
 

Em virtude da forte resistência dos melanomas aos tratamentos convencionais, 

diversas pesquisas direcionadas a novas estratégias de tratamentos mais eficazes vêm sendo 

investigadas. Desde os tempos remotos, as plantas medicinais e seus princípios ativos têm 

sido utilizados para o tratamento de diversas doenças (LI et al., 2004). Neste contexto, a 

utilização de compostos naturais provenientes da alimentação parece contribuir 

positivamente, e os compostos fenólicos são, por certo, as substâncias com maior 

representatividade, atuando através de diferentes mecanismos de ação. 
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Os compostos fenólicos ocorrem universalmente no reino vegetal como metabólitos 

secundários e são parte de um amplo e complexo grupo de substâncias orgânicas. As plantas 

são capazes de sintetizar e acumular uma ampla variedade desses compostos, conferindo 

proteção contra o ataque de radicais livres, advindos de subprodutos do processo da 

fotossíntese e contra danos teciduais (SOARES, 2002; ACOSTA-ESTRADA et al., 2014; 

HELENO et al., 2015). Os compostos fenólicos são caracterizados pela presença de um ou 

mais anéis aromáticos ligados a pelo menos um radical hidroxila e/ou outros substitutos, e 

podem ser divididos de acordo com o número de anéis fenólicos e com as estruturas as quais 

estão ligados (D’ARCHIVIO et al., 2007; OLIVEIRA & BASTOS, 2011). 

Diversos estudos evidenciaram que esses compostos apresentam ação protetora, 

exibindo uma diversidade de efeitos benéficos tais como: antioxidante, hipoglicêmico, 

hipolipidêmico, anti-inflamatório, anticoagulante, ansiolítico, neuroprotetor, entre outros 

(PEREIRA et al., 2006; BOUAYED et al., 2007; BASSOLI et al.; 2007, CHAO et al., 2009, 

JAMALI, et al, 2019, KARABOGA, 2019). Tais compostos são amplamente encontrados 

em diversas frutas, verduras, cereais e legumes, assim como em algumas bebidas tais como 

o vinho, o chá e o café (FARAH & DONANGELO, 2006). 

Dentre os compostos fenólicos, destacamos os ácidos fenólicos, compostos que 

estão presentes em quase todos os alimentos derivados de plantas, representando uma 

parcela significativa da dieta humana. São estruturalmente fenóis simples e sua divisão se 

dá em duas classes: os ácidos hidroxicinâmicos e os ácidos hidroxibenzóicos. Dentre os 

ácidos hidroxibenzóicos podemos citar o ácido gálico, o ácido elágico e o ácido 4- 

hidroxibenzóico. Já dentre os ácidos hidroxicinâmicos, os quais são encontrados em 

maiores concentrações que os ácidos hidroxibenzóicos em plantas no geral, podemos 

destacar os ácidos p-cumarínico, ferrúlico, caféico e sináptico (MANACH, 2004; LAFAY 

& GIL-IZQUIERDO, 2008). Os ácidos hidroxicinâmicos constituem a maior classe dos 

compostos fenólicos e o composto mais representativo desta classe é o ácido cafeico 

(TAPIERO et al., 2002). 

O ácido cafeico, também conhecido como ácido 3,4-diidroxicinâmico, é um 

composto natural encontrado em diversas frutas e vegetais, tais como ameixa, maçã, 

alcachofra, berinjela, uva, pera e tomates, assim como em chás, ervas, no café e no vinho 

(SHI et al., 2003). Esse composto vem se destacando em estudos acerca de seu papel 

biológico e atividades farmacológicas, incluindo ação antioxidante (NAKAJIMA et al., 

2009), neuroprotetora (PINHEIRO FERNANDES et al., 2014), antimicrobiana (SOVA, 

2012), cardioprotetora (CHLOPCIKOVA et al., 2004), antidepressiva (TAKEDA et al., 
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2002), preventiva do câncer de pele (KANG et al., 2009), além de apresentar efeito 

antitumoral (OLTHOF et al., 2001; BOUZAIENE et al., 2015) e antimetastático (CHUNG 

et al, 2004) em diversos tipos de câncer. Contudo, os mecanismos envolvidos nestas 

propriedades benéficas do ácido cafeico ainda não foram totalmente compreendidos. 

 
 

 

Figure 8: Estrutura química do ácido cafeico. 

 

 

Estudos prévios envolvendo o AC já foram desenvolvidos pelo nosso grupo de 

pesquisa. Os estudos evidenciaram alterações na atividade das ectoenzimas em linfócitos e 

plaquetas de ratos após o tratamento com este composto. O AC resultou em redução na 

hidrólise de ATP e AMP e  aumento na hidrólise de ADP em plaquetas, além de um 

aumento nas atividades da E-NTPDase e da E-ADA em linfócitos de ratos. Esses 

resultados revelaram que o AC possui a capacidade de alterar a atividade das ectoenzimas, 

modulando, dessa forma, o sistema purinérgico (ANWAR, 2013). 

Pesquisas têm demonstrado um efeito inibitório do ácido cafeico na invasão e 

migração celular, com potencial ação na redução das metástases em células de câncer 

(WENG & YEN, 2012). Estudos também têm evidenciado um potencial desse composto na 

redução da proliferação, viabilidade e crescimento celular em diversos tipos de cânceres, 

além da capacidade de indução de morte por apoptose (CHANG et al., 2010; 

JAGANATHAN & MANDAL, 2012; WENG & YEN, 2012). 

Jaganathan & Mandal (2009) demonstraram que o AC apresentou um efeito 

inibitório em células de adenocarcinoma de cólon, reduzindo em 61% a viabilidade celular 

comparado com o controle. Da mesma forma, outros estudos demonstraram que o AC 

reduziu, a proliferação de células de adenocarcinoma cervical, em uma concentração dose- 

dependente. O AC foi capaz de induzir a apoptose após 24 h e 48 h de exposição através da 

inibição da atividade da Bcl-2, promovendo a liberação do citocromo-C e, subsequente 

ativação da caspase-3 (CHANG et al., 2010). Pesquisas também evidenciaram uma 

capacidade de reduzir a invasão de células na linhagem AH109A (células de câncer 
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hepático) (WENG & YEN, 2012). No melanoma, estudos utilizando uma molécula derivada 

do ácido cafeico inibiram o crescimento do tamanho do tumor até 57% (KUDUGUNTI et 

al., 2011). Contudo, os mecanismos envolvidos nestas propriedades benéficas do AC ainda 

não foram totalmente elucidados. 

Diante destas evidências, torna-se relevante a realização de pesquisas direcionadas 

ao estudo do AC sobre células de melanoma cutâneo, no intuito de avaliar a implicação 

desse composto na prevenção do desenvolvimento e no tratamento dessa patologia. 
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4 ARTIGO E MANUSCRITO 

 
Os resultados que fazem parte dessa tese estão apresentados sob a forma de um 

artigo e um manuscrito, os quais se encontram aqui organizados. Os itens materiais e 

métodos, resultados e discussão e referências encontram-se nos próprios manuscritos. As 

apresentações estão baseadas no artigo publicado na revista Molecular Biology Reports e 

no manuscrito submetido para publicação na revista Journal of Cellular Biochemistry. 

 
 

4.1 Artigo: Antiproliferative and apoptotic effects os caffeic acid on SK-Mel-28 

human melanoma câncer cells 

 
4.2 Manuscrito: Caffeic acid alters ectonucleotidase activity and reduces 

migration in human cutaneous melanoma cells 
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Abstract 

Cutaneous melanoma (CM) is characterized by rapid progression and high lethality when 

not treated in the earliest stages. The malignancy of this type of cancer is substantially 

attributed to metastasis, the capacity of cancer cells to invade surrounding tissues and to 

migrate to distant parts of the body. This phenomenon is responsible for most deaths related 

to CM. The vast majority of patients affected by this disease show resistance to 

chemotherapeutic drugs, rendering treatment ineffective. In this sense, it is extremely 

important to develop new agents for CM treatment. One of the sources of great interest in 

this search are compounds of natural origin. Among these, are caffeic acid, which has 

demonstrated a broad spectrum of pharmacological activities as well as antitumor effects in 

various types of cancer. Therefore, the objective of this study was to examine the effects of 

caffeic acid on the activity of purinergic enzymes and oxidative stress as well as its effect 

on migration and viability in SK-Mel-28 cells. Cells were cultured in ideal conditions and 

treated with 25 µM, 50 µM, 100 µM, 150 µM and 200 µM of caffeic acid for 24 hours. We 

measured the effects on viability, migration, NTPDase1/CD39, ecto‐5′‐nucleotidase/CD73 

and adenosine deaminase activities, oxidative stress parameters and levels of antioxidant 

molecules. We found that caffeic acid modulated the purinergic system, increasing 

nucleotide hydrolysis at higher concentrations, resulting in reduced viability and cell 

migration in the cutaneous melanoma strain. We showed that modulation of the purinergic 

system could be a new target to control the formation and progression of metastasis in CM. 

This study provides original information regarding effects by which caffeic acid may play 

a key role in preventing tumor progression in human melanoma. 

 
Keywords: cancer, metastasis, natural compounds, migration, nucleotides. 

 

 
1. Introduction 

Cutaneous melanoma (CM) is a neoplasm that arises from the malignant 

transformation of skin melanocytes, cells responsible for melanin production (Milac & 

Negroiu, 2018). Melanoma is the least common among skin tumors, representing 5% of 

dermatological malignancies; however, it is the most aggressive because of its high 

propensity for metastasis, causing about 80% of skin cancer-related deaths (Slingluff, 2011; 



45 
 

Bertolotto, 2013). The number of new cases of CM has been increasing rapidly in recent 

years (Callahan; Flaherty; Postow, 2016). 

CM is characterized by rapid progression, high aggressiveness, and lethality when 

not treated in the earliest stages. The malignancy of this type of cancer is substantially 

attributable to the capacity of cancer cells to invade surrounding tissues and to migrate to 

distant parts of the body (Balch et al., 2009). This process, known as metastasis, accounts 

for the majority of deaths related to CM (Fang; Tian, 2017). 

Studies have shown that purinergic signaling has an important relationship with CM 

and metastasis, playing a role in cell processes such as proliferation, differentiation, 

migration, and cell death (Visovatti, 2012; Robson, 2011). The nucleotides ATP, ADP, 

AMP, and the nucleoside adenosine are molecules that comprise the purinergic system, 

along with the enzymes responsible for the degradation of such molecules and their 

respective receptors (Burnstock et al., 2012). 

Extracellularly, ATP is converted in ADP and then to AMP by enzymes known as 

ectonucleotidases (E-NTPDase or CD39). The enzyme 5’-nucleotidase (CD73) is 

responsible for the hydrolysis of AMP to adenosine; further, this molecule is hidrolyzed to 

inosine by the action of the enzyme adenosine deaminase (ADA). Together, these enzymes 

constitute a signaling regulation system that controls the levels, degradation, and formation 

of nucleotides (Gessi; Varani; Merigui, 2007; Antonioli et al., 2014). 

Considering the strong resistance of CM to conventional chemotherapy, several 

studies have focused on the development of adjuvant therapeutic strategies. In this sense, 

caffeic acid, a naturally occurring phenolic compound found in several foods and beverages 

such as coffee, has gain attention. This compound has a variety of biological effects 

showing remarkably neuroprotective (Pinheiro Fernandes et al., 2014), antimicrobial (Sova, 

2012), cardioprotective (Chlopcikova et al., 2004), and antidepressive activities (Takeda et 

al., 2002). Some evidence also suggested that caffeic acid also presents antitumor effects 

(Weng & Yen, 2012, Jaganathan et al., 2012); however, only a few studies have described 

the effects of this compound on cutaneous melanoma. Prior studies by our research team 

have shown alteration in the activity of ectoenzymes of lymphocytes and platelets after 

treatment with caffeic acid in rats, suggesting the ability of this molecule to modulate the 

purinergic system (Anwar et al., 2013). 

In addition, literature on the inhibitory effects of caffeic acid on cell migration and 

invasion, with the potential reduction in the metastasis rate of cancer cells, are becoming 

more frequent in the scientific literature (Weng & Yen, 2012; Kabała-Dzik, et al, 2018). 

Nevertheless, the mechanisms by which the beneficial effects of caffeic acid are mediated 

are not fully understood. 

Therefore, the objective of this study was to elucidate the effects of caffeic acid on 

the activity of purinergic enzymes in cutaneous melanoma cells. We hypothesized that 

caffeic acid would influence the purinergic system, affecting tumor cell migration and 

viability. 
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2. Materials and methods 

2.1 Chemicals, reagents, and equipment 

All chemicals and reagents were of high analytical grade, purchased from Sigma- 

Aldrich (St. Louis, MO, US) or Merck (Darmstadt, Germany). 

All spectrophotometric assays were performed on a SpectraMax® i3 Multimode 

plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

 
2.2 Cell culture protocols and experimental design 

Human cutaneous melanoma cells (SK-Mel-28 cell line) were purchased from the 

Rio de Janeiro Cell Bank (BCRJ, RJ, Brazil) and were grown in culture flasks containing 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (high glucose and L-glutamine), 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), antibiotics (penicillin/streptomycin) and 

antifungals (amphotericin B). Cells were maintained under controlled conditions of CO2 

(5%), humidity (95%), and temperature (37 ºC). Culture medium was changed at least once 

every two days and cell were checked every day for cell morphology and for the presence 

of contaminants. 

 
2.3 Treatment with caffeic acid 

SK-Mel-28 melanoma cells were treated for 24 h with various concentrations of caffeic acid 

(25, 50, 100, 150 and 200 µM) for later experimental protocols. Caffeic acid was first 

diluted in 0.4 % ethanol and then DMEM culture medium was added to obtain different 

solutions. 

 
2.4 Cell viability assays 

Cell viability was evaluated using the MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide] assay. MTT reagent was added to 96-well plates and was 

incubated for 1 h at 37° C. After the incubation period, the supernatants were removed and 

the cells were resuspended in 200 µL dimethyl sulfoxide (DMSO). The absorbance was 

read spectrophotometrically at 570 nm (Mosmann, 1983). 

 
2.5 Cell migration 

The analysis on the effect of caffeic acid on cell migration was performed following 

the wound healing method. Cells were grown in 12-well plates at 105 cells/well confluence. 

Subsequently, a lesion in the cell layer was induced using a pipette tip to form a small slit. 

Then, cells were treated with caffeic acid at 25, 50, 100, 150 and 200 µM, monitored and 

photographed under an inverted microscope at the beginning of the experiment (time 0) and 

after 24 h to measure the size of the slits (Burk, 1973). 

 
2.6 Lipid peroxidation 

Lipid peroxidation was determined by the quantification of thiobarbituric acid 

reactive substances (TBARS), using malondialdehyde to generate the standard curve, 

following the modified method of Jentzsch et al. (1996). TBARS levels were expressed as 

nmol of malondialdehyde/mg of protein. 
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2.7 Superoxide radical 

Superoxide radical (O2-) was measured using a colorimetric protocol according to 

Rauen et al. (2000). Absorbance was determined at 540 nm. 

 
2.8 Levels of protein thiols 

Levels of protein thiols (PSH) were determined according Boyne and Elmann with 

adaptations. The levels were expressed as percentage in relation to the control. 

 
2.9 Levels of non-protein thiols 

Levels of non-protein thiols (NPSH) were determined according Elmann (1959) 

with adaptations. The levels were expressed as percentage in relation to the control. 

 
2.10 Levels of ascorbic acid 

The levels of ascorbic acid were determined according to Jacques-Silva et al. (2001) 

and were expressed as milligrams ascorbic acid per mg of protein. 

 
2.11 Levels of nitric oxide 

Nitric oxide (NO) acts as an important signaling molecule in physiological 

conditions; however, under stress conditions, it can act as a pro-oxidant molecule. Total 

levels of NO were determined by the indirect detection method of organic nitrate following 

the method described by Choi et al. (2012). The absorbance was measured at 540 nm. 

 
2.12 E-NTPDase and E-5′-nucleotidase assays 

A total volume of cell preparation (0.4–0.6 mg/mL protein) was added to the 

reaction mixture of E-NTPDase or E-5′nucleotidase and preincubated for 10 min at 37 °C, 

to a final volume of 200 μL. E-NTPDase activity was determined according to Lunkes et 

al. (2003) The reaction was started by the addition of ATP or ADP as substrate at a final 

concentration of 1.0 mM. E-5′-nucleotidase was determined according to Heyman et al. 

(1984). Phosphate released by ATP, ADP, and AMP hydrolysis was measured using 

KH2PO4 as the standard. Controls were prepared to correct for nonenzymatic hydrolysis 

and all samples were analyzed in triplicate. Enzyme specific activities were expressed as 

nmol Pi released/min/mg of protein. 

 
2.13 Adenosine deaminase (ADA) determination 

ADA activity from platelets and lymphocytes was determined according to Giusti 

and Galanti (1984) based on the direct measurement of ammonia produced when adenosine 

deaminase acts in excess of adenosine. Briefly, 50 µL of cells reacted with 21 mmol/L of 

adenosine, pH 6.5 and incubated at 37 °C for 60 min. Subsequently, the reaction was 

stopped by adding a solution of 106.2 mM phenol and 167.8 mM sodium nitroprusside and 

a hypochlorite solution. The amount of ammonia produced was measured at 620 nm and 

the results were expressed as units per liter (U/L). 
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2.14 Statistical analysis 

All measurements were analyzed using analysis of variance followed by the 

appropriate post hoc test using GraphPad Prism 6 Software. All data were expressed as 

mean ± standard deviation. Differences in the probability of rejection of the null hypothesis 

were considered statistically significant (p < 0.05). 

 

 
3. Results 

We cultured SK-Mel-28 melanoma skin cells with culture medium and maintained 

them in appropriate conditions. Five concentrations of caffeic acid (25, 50, 100, 150 and 

200 μM) were used to treat cells for 24 hours for further testing and evaluation. 

We found that there was a reduction in cell viability when cells were treated with 

100, 150 and 200 µM of CA for 24 hours when compared to untreated melanoma cells 

(control) using MTT assays (Figure 1). There was no difference in the percentage of viable 

cells when cells were treated with the vehicle compared to those not treated (results not 

shown). 

To determine whether caffeic acid interfered with melanoma cell migration, we 

performed a wound healing assay. As can be observed in Figure 2, the wound healing assay 

revealed less cell migration after incubation with CA at 150 and 200 µM after 24 hours 

compared to control cells. 

To evaluate alterations in purinergic enzymes in melanoma, we measured hydrolysis 

of nucleotides ATP, ADP and AMP in SK-Mel-28 cells. We found modulation of purinergic 

system enzymes by CA at various concentrations. Figure 3 shows the hydrolysis of ATP 

(A), ADP (B), and AMP (C). 

The hydrolysis of ATP, ADP and AMP was significantly lower at 50 µM of CA 

than in control cells. By contrast, we observed greater ATP and AMP hydrolysis when the 

cells were treated with 100 and 200 µM of CA and greater ATP, ADP and AMP hydrolysis 

at 150 µM of CA than in control cells. 

We evaluated ADA activity and no differences were observed between cells treated 

with CA and control cells at all concentrations tested (figure 4). 

When evaluating oxidative stress parameters, we did not observe significant 

differences in TBARS (Figure 5), superoxide radical (Figure 6 A) or nitric oxide (Figure 6 

B) in melanoma cells with or without CA. 

To assess whether CA would alter antioxidant levels, we analyzed levels of non- 

protein thiols (figure 7 A), protein thiols (figure 7 B) and vitamin C (figure 7 C). No 

significant differences were observed. 

 

 
4. Discussion 

CM is the most aggressive type of skin cancer and its incidence has increased 

considerably in recent decades (Garbe, Leiter, 2009). Malignant cells have a high capacity 

to diffuse, invading and spreading to adjacent tissues other than their original tissue, a 

process called metastasis (Oppenheimer, 2006). Metastatic tumors are extremely 
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aggressive, and are directly related to poor prognosis, difficulty of treatment, low survival 

and high mortality (Siegel et al., 2013; Schadendorf et al., 2015). 

Studies have shown that purinergic signaling, an important nucleotide and 

nucleoside-mediated cellular communication pathway, has an important relationship with 

CM and metastasis, playing a role in various cellular processes, including proliferation, 

differentiation, migration and cell death (Burnstock, 2015; Burnstock, 2016; Bergamin, 

2016) ATP in particular has recently been associated with cell invasion and metastasis 

(Fang; Tian, 2017). 

Studies have shown an ability of CA to modulate the purinergic system by altering 

enzyme activity and nucleotide hydrolysis in normal cells (Anwar et al., 2013). Other 

studies suggest an inhibitory effect of CA on cell invasion and migration with potential 

action in reducing cancer cell metastasis (Weng & Yen, 2012, Kabała-Dzik, et al., 2018). 

Based on these findings, we investigated whether this compound would have the 

same effect on CM cells and whether this effect could be related to modulation of the 

purinergic system. We found that CA did indeed modulate the purinergic system in various 

ways depending on the concentration used. When using 50 µM CA, we observed lower 

hydrolysis of the ATP, ADP and AMP nucleotides; however, this was not accompanied by 

changes in viability and cell migration parameters. 

By contrast, concentrations of 150 and 200 µM of CA, in addition to modulating 

nucleotide hydrolysis, also caused a reduction in the number of viable cells and a reduction 

in cell migration. At these concentrations, the compound increased nucleotide hydrolysis, 

leading to further degradation of ATP and a reduction in its extracellular levels. Recent 

research shows that, in the tumor microenvironment, there is accumulation of extracellular 

ATP that triggers immunosuppressive and inflammatory effects on the cells of patients with 

cutaneous melanoma (Manica et al., 2019). The development of metastases is favored by 

an immunosuppressive environment that can greatly worsen condition of CM (Callahan; 

Flaherty; Postow, 2016). In vitro tests have shown that ATP enhance migration cell and 

stimulated invasion in various strains of human cancers, including melanoma, revealing that 

this nucleotide is a potential proinvasive factor in the tumor microenvironment and that its 

reduction may be a therapeutic target (Fang; Tian, 2017). Corroborating these studies, we 

found that the highest nucleotide hydrolysis stimulated by CA may reduce extracellular 

ATP levels, consequently reducing its stimulatory effects on cell migration (Figure 2). 

We also observed that this higher nucleotide hydrolysis was also reflected in a 

reduction in cell viability. Recent in vivo studies have shown that accumulated ATP on the 

periphery of tumors can modulate a series of signals that control the inflammatory response 

and stimulate tumor proliferation (Braganhol, 2010). This reduction in cell viability caused 

by CA may be related to the increase of ATP hydrolysis, reducing its extracellular levels 

and consequently, reducing the stimulatory effects on melanoma cell proliferation. 

In our previous study, we demonstrated the ability of CA at these same 

concentrations to disrupt cell cycle progression and induce apoptosis in SK-Mel-28 cells. 

Importantly, in our previous study, caffeic acid at these same concentrations showed 

selective cytotoxicity, reducing the viability of tumor cells but not that of healthy cells 

(Pelinson et al., 2019); this is essential for an antitumor agent (Huang et al., 2014; Mulder 

et al., 2013). Other studies also demonstrated protective effects of CA on non-tumor cells, 
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providing us with greater safety by proposing its action on the CM lineage (Prasad et al., 

2009; Liang et al., 2015; Chaiprasongsuk et al., 2016). 

Increased hydrolysis of AMP when cells were treated with the highest 

concentrations of CA may lead to an accumulation of extracellular adenosine. Adenosine 

mediates immunosuppressive and anti-inflammatory responses, acting as a protective agent 

of healthy tissues against attacks promoted by defense cells, promoting inhibition of the 

release of proinflammatory cytokines (Spychala, 2000). Nevertheless, there are 

controversies, with reports in the literature to the effect that this molecule has 

procarcinogenic properties, among them, promotion of tumor growth and stimulation of 

angiogenesis; both these effects would further aggravate the health status of patients with 

CM (Gessi; Varani; Merigui, 2007; Antonioli et al., 2014). 

Taken together, our data suggest that CA treatment is effective in modulating the 

purinergic system, increasing ATP hydrolysis at higher concentrations, possibly reducing 

its extracellular levels, resulting in reduced viability and cell migration in cutaneous 

melanoma cells. We also demonstrated that these concentrations increase AMP hydrolysis 

and do not interfere with ADA activity, possibly causing an accumulation of extracellular 

adenosine. Although it was not observed in this study, this accumulation of adenosine can 

worsen the condition of CM, because this molecule is known to have pro-carcinogenic 

effects. 

Therefore, caution should be exercised when proposing the use of CA in CM and 

further studies should be conducted to better clarify these effects. Although we have only 

performed an in vitro investigation to evaluate the activity of caffeic acid on the purinergic 

system in melanoma cells, our results point to its use as a new therapeutic target. 

Nevertheless, future studies are needed to further clarify the mechanisms of CA and to 

verify if in vitro results can be translated to in vivo conditions. 

 

 
5. Conclusion 

Modulation of the purinergic system could be a new target to control the formation 

and progression of metastasis in CM. Our study contributes new concepts for the treatment 

of CM as well as investigations of future therapeutic approaches based on natural 

compounds such as caffeic acid for the treatment of patients with CM. 
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LEGENDS 

 
FIGURE 1: Effect of caffeic acid (CA) treatment after 24 h on cell viability of SK-Mel-28 

cells. Values are expressed as a percentage of the control. Each bar represents the mean ± 

standard deviation of tests performed in triplicate, representative of three independent 

assays. *Denotes significant difference versus the control group (n=3 independent 

experiments). One‐way ANOVA, followed by Bonferroni's Multiple Comparison Test 

(P<0.05). 

 
FIGURE 2: Potential inhibition of cell migration by caffeic acid through wound healing 

assay. Cell migration in the SK-Mel-28 line treated with 25, 50, 100, 150 and 200 µM of 

caffeic acid immediately after injury (0 h) and 24 hours after injury (24 h). The graph shows 

migration after 24 hours. Values are expressed as a percentage and represent mean ± 

standard deviation of three independent triplicate assays. *Denotes significant difference 

versus the control group (n=3 independent experiments). One‐way ANOVA, followed by 

Bonferroni's Multiple Comparison Test (P<0.05). 

 
FIGURE 3: Effects of caffeic acid on NTPDase‐1/CD39 and ecto‐5′‐nucleotidase/CD73 

activity in SK‐Mel‐28 cells, using ATP (A) ADP (B) and AMP (C) as substrates in samples 

untreated (control) or treated with CA (25, 50, 100, 150 and 200 µM) after 24 hours. Bars 

represent mean values±SEM. *Denotes significant difference versus the control group (n=3 

independent experiments). One‐way ANOVA, followed by Bonferroni's Multiple 

Comparison Test (P<0.05). 

 
FIGURE 4: Adenosine deaminase activity in SK‐Mel‐28 cells untreated (control) or treated 

with CA (25, 50, 100, 150 and 200 µM) after 24 hours. Bars represent mean values±SEM. 

*Denotes significant difference versus the control group (n=3 independent experiments). 

One‐way ANOVA, followed by Bonferroni's Multiple Comparison Test (P<0.05). 

 
FIGURE 5: Levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in SK‐Mel‐28 cells 

untreated (control) or treated with CA (25, 50, 100, 150 and 200 µM). Bars represent mean 

values±SEM. *Denotes significant difference versus the control group (n=3 independent 

experiments). One‐way ANOVA, followed by Bonferroni's Multiple Comparison Test 

(P<0.05). 

 
FIGURE 6: Effect of caffeic acid (CA) treatment after 24 h on superoxide radical (A) and 

nitric oxide (B) in SK-Mel-28 cells. Values are expressed as a percentage of the control. 

Each bar represents the mean ± standard deviation of tests performed in triplicates 

representative of three independent assays.*Denotes significant difference versus the 

control group (n=3 independent experiments). One‐way ANOVA, followed by Bonferroni's 

Multiple Comparison Test (P<0.05). 

 
FIGURE 7: Effects of caffeic acid on levels of non-protein thiols (A), protein thiols (B) and 

ascorbic acid (C) in SK‐Mel‐28 cells untreated (control) or treated with CA (25, 50, 100, 
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150 and 200 µM) after 24 hours. Bars represent mean values±SEM. *Denotes significant 

difference versus the control group (n=3 independent experiments). One‐way ANOVA, 

followed by Bonferroni's Multiple Comparison Test (P<0.05). 
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5. DISCUSSÃO 

 
 

Os resultados demonstraram que o AC foi citotóxico para as células de MC, 

apresentando capacidade de reduzir a viabilidade celular em comparação com o controle 

negativo (apenas meio de cultura) após 24h de tratamento. A dacarbazina, medicamento 

antineoplásico bastante utilizado para o tratamento do melanoma foi utilizada como 

controle positivo. 

Corroborando com nossos resultados, pesquisas têm demonstrado que o AC 

apresentou a capacidade de reduzir a viabilidade em linhagens celulares de glioblastoma, 

de carcinoma de mama, de rim (LOPES, 2012), cervical (CHANG et al, 2010), de cólon 

(JAGANATHAN, 2012), de pulmão (TAKAHASHI et al., 2017), entre outros. E agora 

demonstramos que esse efeito também é visualizado em linhagem celular de melanoma 

cutâneo. 

Deve salientar-se que para que um composto tenha um potencial antitumoral ideal 

é necessário que ele possua efeitos citotóxicos contra as células cancerígenas, mas que 

não apresente esse mesmo efeito em células normais, ou que esse efeito seja muito 

reduzido, possuindo assim um efeito contra as células do câncer e baixa toxicidade ao 

organismo (MULDER et al., 2013; HUANG, et al., 2014).  

Além de possuir um efeito redutor da viabilidade das células de melanoma, o AC 

demonstrou um efeito contrário em cultura de células de polimorfonucleares. 

Corroborando com nossos resultados, pesquisas demonstram que diferente do efeito 

citotóxico evidenciado em células tumorais (JAGANATHAN, 2012; TAKAHASHI et 

al., 2017; SILVA et al., 2017), o AC apresenta efeitos protetores em células não 

tumorais (CHLOPCIKOVA et al., 2004; PRASAD et al., 2009; LIANG et al., 2015; 

CHAIPRASONGSUK et al., 2016). Por apresentar uma toxicidade em células de 

melanoma, mas não apresentar esse mesmo efeito em células normais, podemos 

observar uma certa citotoxicidade seletiva do AC na linhagem SK-Mel-28, o que nos 

propicia uma maior segurança ao propor sua ação antitumoral na linhagem de MC. 

A proliferação descontrolada é uma característica comum de todas as células 

tumorais (GRABSCH et al., 2003; PINTO et al., 2008; BURUM-AUENSEN et al., 

2008; 

KATO et al., 2011) e é de fundamental importância identificar compostos que reduzam a 

taxa de proliferação nessas células (JAIN, R.; JAIN, S., 2011). Nesse sentido, utilizamos 
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o ensaio clonogênico para testar a capacidade das células de formarem colônias e nossos 

resultados demonstraram que todas as concentrações de AC testadas levaram a uma 

diminuição drástica na formação de colônias. 

 

Sabe-se que as células cancerosas perdem a capacidade de regular seu ciclo 

celular e, assim, controlar a sua taxa de proliferação. Um passo limitante no ciclo 

celular, que muitas vezes não é regulada no câncer, é a progressão de células na primeira 

fase (G1) do ciclo para a fase S, o que leva a uma maior proliferação das células 

cancerosas (PALOZZA et al., 2009). 

Complementarmente, há um grande corpo de evidências mostrando que o 

bloqueio do ciclo celular em algum estágio é um efeito comum de muitos compostos 

naturais, como os compostos fenólicos. Foi demonstrado que o AC induz a parada do 

ciclo celular em muitos tipos de câncer, como câncer de pulmão (MIN et al., 2018), 

carcinoma escamoso de cabeça e pescoço (DZIEDZIC et al., 2017) e o câncer de mama 

(KABAŁA-DZIK et al., 2017). Murad et al. já relataram que o AC induz parada do ciclo 

celular na fase G1 em células de adenocarcinoma do cólon humano. Da mesma forma, 

em nosso estudo, esse composto também promoveu parada do ciclo celular na fase 

G0/G1 nas células SK-Mel-28 (PELINSON et al., 2019). Sabe-se que a apoptose e a 

desregulação do ciclo celular são eventos intimamente relacionados e que uma 

interrupção na progressão celular pode culminar na morte celular (HE et al., 2012). 

A deficiência ou bloqueio da apoptose é uma característica comum de muitas células 

tumorais, o que é considerado uma causa importante da resistência de tumores a terapia, 

uma vez que muitos tratamentos atuam através da indução da apoptose 

(JAGANATHAN, 2012). Os resultados também mostraram que houve indução de 

apoptose, na linhagem SK- MEL-28 após 24 horas de tratamento com o AC (150 e 200 

µM). De fato já era esperada indução de apoptose, uma vez que observamos parada no 

ciclo celular após 24 horas de tratamento com estas mesmas concentrações de AC, e 

esta costuma preceder o processo de morte por apoptose, como já demonstrado por outros 

estudos (D’AGNILLO & ALAYASH, 2001; ZANOTTO-FILHO et al., 2012). 

No processo da apoptose, as caspases são capazes de clivar determinadas 

proteínas celulares e catalisar a ativação de outros membros dessa família, resultando em 

amplificação da cascata proteolítica. Em geral, a expressão gênica das caspases 1, 3 e 8 

aumentou após o tratamento com AC em comparação com as células que não receberam 
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tratamento indicando mais uma vez que a morte celular induzida por esse composto 

acontece pelo processo de apoptose e é dependente de caspases. Esta suposição é 

apoiada por dados da literatura que sugerem que o AC tem o potencial de aumentar os 

níveis de caspases nas células tumorais, levando à morte celular apoptótica (SILVA et 

al., 2017; KAMPA et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2017; CHANG et al., 2010). 

Estudos evidenciaram a mesma ação do AC em linhagens de células de câncer de 

intestino (MURAD et al., 2015), câncer de laringe (SILVA et al., 2017), câncer de mama 

(KAMPA et al., 2004). Além disso, é provável que a apoptose induzida pelo composto 

nas células SK-Mel-28 aconteça pela via extrínseca, evidenciado pelo aumento da 

caspase-8, caspase iniciadora ativada na via extrínseca da apoptose, a qual ativa outras 

caspases efetoras, como a caspase-3 (KROEMER, 2007; VERMEULEN, 2005). 

Pesquisadores também evidenciaram indução de morte pelo processo de apoptose em 

células de melanoma provocado pela dacarbazina (CHEN, 2017; BAHARARA et al., 

2016). 

A migração das células tumorais é um processo crítico de invasão permitindo a 

adaptação dos tumores primários para a metástase (HE, et al., 2014). Tumores 

metastáticos são extremamente agressivos, e estão envolvidos diretamente ao mau 

prognóstico do paciente (ROBERTS et al, 2002). A descoberta de novos produtos 

naturais que possam bloquear o crescimento do câncer bem como inibir o processo de 

migração está entre os objetivos principais dos pesquisadores desta área para evitar o 

avanço tumoral (WENG & YEN, 2012, KABAŁA-DZIK, et al, 2018). 

Nesse sentido, estudos demonstraram que a sinalização purinérgica tem uma importante 

relação com CM e metástase, desempenhando um papel em vários processos celulares, 

como proliferação, diferenciação, migração e morte celular (VISOVATTI, 2012; 

ROBSON, 2011). Várias pesquisas já foram desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa 

evidenciando alterações na atividade das enzimas do sistema purinérgico em diversas 

patologias, entre elas o câncer e, inclusive, o melanoma cutâneo (BAGATINI et al., 

2018; BALDISSARELLI et al., 2018; BATTISTI et al., 2013; CARDOSO et al., 2015; 

SCHETINGER et al., 2007; ZANINI et al., 2012; MANICA et al., 2017). 

Ademais, estudos têm demonstrado uma capacidade do AC em modular o 

sistema purinérgico, alterando a atividade de enzimas e a hidrólise dos nucleotídeos em 

células normais. (ANWAR et al., 2013) Outras pesquisas também evidenciam um efeito 

inibitório do AC na invasão e migração celular com ação potencial na redução da 



64 
 

metástase de células cancerígenas (WENG & YEN, 2012, KABAŁA-DZIK, et al, 2018). 

Em nossos resultados, o AC apresentou uma capacidade de modular o sistema 

purinérgico de formas diferentes de acordo com a concentração utilizada. Quando 

utilizamos 50 µM de AC, observamos uma menor hidrólise dos nucleotídeos ATP, ADP 

e AMP, porém isso não foi acompanhado por alterações nos parâmetros de viabilidade e 

migração celular. 

Por outro lado, as concentrações de 150 e 200 µM de AC, além de modularem a 

hidrólise dos nucleotídeos, também ocasionaram uma redução no número de células 

viáveis e na migração celular. Esse composto aumentou a hidrólise dos nucleotídeos, 

levando a uma maior degradação de ATP, o que leva a uma redução nos seus níveis 

extracelulares. Estudos recentes demonstram que linhagens de melanoma apresentam 

uma hidrólise de ATP, ADP e AMP diminuída (BAGATINI et al., 2018; MANICA et 

al., 2019). Manica et al. (2019) demonstraram que essas células malignas hidrolisam de 

forma muito baixa esses nucleotídeos. Essa menor hidrolise pode levar a um acúmulo de 

ATP e a indução da proliferação celular (MANICA et al., 2019). 

Pesquisas demonstram que este acúmulo de ATP extracelular no microambiente 

tumoral desencadeia um efeito imunossupressor e inflamatório nas células dos pacientes 

com melanoma, além de estimular a proliferação celular (BRAGANHOL, 2010; 

MANICA et al., 2019). Sabe-se que o desenvolvimento de metástases é favorecido por 

um ambiente imunossupressor, o que pode agravar muito o quadro do MC 

(CALLAHAN; FLAHERTY; POSTOW, 2016). Ademais, células de diversos tipos de 

cancer, incluindo melanoma, apresentaram capacidade de aumentar a migração e 

estimular a invasão em testes in vitro quando estimuladas com o ATP, revelando que 

esse nucleotideo é um fator pró-invasivo em potencial no microambiente tumoral e que 

sua redução pode ser um alvo terapêutico (FANG; TIAN, 2017). Essa redução na 

viabilidade e migração ocasionada pelo AC em nosso estudo pode estar relacionada à 

maior hidrólise do ATP e consequente redução dos seus efeitos estimulatórios sobre 

esses parâmetros. 

No entanto, a hidrólise aumentada de AMP observado quando as células foram 

tratadas com as maiores concentrações de AC pode levar a um acúmulo de adenosina 

extracelular. Sabe-se que a adenosina medeia uma resposta imunossupressora e anti- 

inflamatória, atuando como agente protetor dos tecidos saudáveis contra os ataques 

promovidos pelas células de defesa, promovendo a inibição da liberação de citocinas 
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pró- inflamatórias (HASKÓ et al., 2009). Todavia, há controvérsias, possuindo relatos 

na literatura de que essa molécula apresenta propriedades pró-carcinogênicas, dentre 

estas, promover o crescimento tumoral e estímulo da angiogênese, fatos que podem 

agravar ainda mais o estado de saúde dos pacientes que já apresentam MC (GESSI; 

VARANI; MERIGUI, 2007; ANTONIOLI et al., 2014). 

Em resumo, mostramos pela primeira vez que o ácido cafeico tem um forte efeito 

antitumoral na linhagem de melanoma SK-Mel-28, principalmente por exercer um efeito 

antiproliferativo e apoptótico, além de inibir a migração celular e, portanto, pode ser um 

agente natural promissor para tratamento de CM. Os dados sugerem uma parada de ciclo 

celular na fase G0/G1, onde as células ficam impossibilitadas de chegarem à etapa de 

mitose e, se multiplicarem, o que leva a uma redução na proliferaçao e induz morte 

celular por apoptose nas células de MC. Além disso, o AC foi eficaz em modular o sistema 

purinérgico, aumentando a hidrólise do ATP quando utilizadas as maiores 

concentrações, o que pode levar a uma redução nos níveis desse nucleotídeo e 

consequentemente reduzir a proliferação e migração celular nas células de MC. 

Além disso, observamos que as menores concentrações de AC não apresentaram 

qualquer efeito sobre a indução de morte celular ou inibição do processo de migração 

celular, mas apresentaram forte efeito na inibição de formação de colônias, evidenciado 

no teste clonogênico. Esses resultados podem sugerir que as menores concentrações, 

apesar de não apresentarem efeito antitumoral após a consolidação do tumor, podem ser 

eficazes na prevenção da formação do MC. No entanto, esse efeito deve ser melhor 

investigado. 

Finalmente, este estudo pode ajudar a fornecer novas idéias para o tratamento do 

MC no sentido de investigar novos alvos terapêuticos baseados no efeito de compostos 

naturais, como o ácido cafeico e que possam auxiliar os pacientes acometidos por essa 

patologia. Utilizando mais ensaios biológicos poderão ser melhor elucidados os 

mecanismos pelos quais esse composto ocasiona os efeitos observados na linhagem SK- 

Mel-28. Posteriormente, estudos adicionais devem ser realizados para evidenciar se 

esses resultados se reproduzem in vivo e também para determinar níveis seguros de 

utilização e eficácia terapêutica do composto em pacientes acometidos por essa 

patologia. 
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6. CONCLUSÕES 

 
Neste trabalho podemos concluir que existe potencial antitumoral do ácido cafeico 

na linhagem de melanoma cutâneo SK-Mel-28, onde nos ensaios biológicos: 

 
 Induziu parada do ciclo celular na fase G0/G1, resultando em redução do número 

de células viáveis e diminuição no processo de formação de novas colônias; 

 Induziu morte através processo de apoptose dependente de caspases; 

 Modulou o sistema purinérgico, evidenciado por aumento na hidrólise do ATP e 

AMP, o que resultou em capacidade migratória celular reduzida. 

 
Indicando que o composto possui efeitos importantes no sentido de inibir a 

proliferação celular descontrolada, induzir morte celular e reduzir a capacidade migratória 

nessas células, sugerindo potencial ação no controle das metástases e da progressão do 

melanoma cutâneo. Esse trabalho pode ser útil para auxiliar o desenvolvimento de novos 

alvos e coadjuvantes terapêuticos com objetivo de reduzir a progressão tumoral em 

pacientes acometidos pelo melanoma cutâneo. 
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ANEXO: APROVAÇÃO COMITE DE ÉTICA 
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