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Abstract

Bioactive compounds from natural sources have been extensively studied as potential therapeutic agents, due to their
chemical, structural, and biological properties. Among them, hydroxycinnamic acids emerge with a very interesting
pharmacological potential to prevent and treat several diseases, including cancer. However, while some studies support
their anticancer activity, other reports indicate otherwise. Since the impact of these compounds on renal cancer is not well
established, further studies are needed to better understand their biological effects and their potential therapeutic uses in
this cancer.

In this work, the cytotoxicity of three hydroxycinnamic acids: ferulic, caffeic and p-coumaric acids, was evaluated on
786-0O human renal cancer cells by MTT and CV assays. At concentrations up to 250 uM, none of the studied natural
compounds showed cytotoxic effects to 786-O cell line. At higher concentrations (500 and 1000 uM), while ferulic acid
also did not significantly influence the cell viability of 786-O cells, p-coumaric and caffeic acids decreased the renal cancer
cells viability. Nevertheless, further studies on the biological activity of these compounds, using other methodologies, as
well as using other cancer cell models, should be performed.
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Resumo

Os compostos bioativos provenientes de produtos naturais tém sido amplamente estudados como potenciais agentes
terapéuticos, devido as suas propriedades quimicas, estruturais, ¢ biologicas. De entre estes, os acidos hidroxicinamicos
emergem com um potencial farmacolégico muito interessante para prevenir e tratar varias doengas, incluindo o cancro. No
entanto, enquanto alguns estudos demonstram a sua atividade antitumoral, outros estudos indicam o oposto. Uma vez que
o impacto desses compostos no cancro renal ndo esta bem estabelecido, so necessarios mais estudos para compreender
melhor os seus efeitos biologicos e os seus potenciais usos terapéuticos neste cancro.

Neste trabalho, a citotoxicidade de trés 4cidos hidroxicinamicos: acidos fertlico, cafeico e p-cumarico foi avaliada em
cé€lulas tumorais renais humanas 786-0O, através dos ensaios do MTT e do CV. Nenhum dos compostos naturais estudados,
até 250 uM, mostrou efeitos citotoxicos na linha celular 786-O. A concentragdes acima de 250 puM, enquanto que o
acido ferulico ndo influenciou significativamente a viabilidade celular das células 786-O, os acidos p-cumarico e cafeico
diminuiram a viabilidade das células renais tumorais. No entanto, novos estudos sobre a atividade bioldgica destes
compostos, utilizando outras metodologias, bem como outros modelos celulares tumorais, devem ser realizados.
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Introduction

Natural resources, such as plants, remain one of the
most significant origins of active compounds for thera-
peutic applicability due to their unique properties, such
as their chemical and structural diversity (1,2). Among
them, phenolic compounds are likely the most explored
natural compounds due to their potential health benefits
(3-5).

Phenolic compounds, naturally produced by plants, are
very well-known bioactive compounds. In the plant
kingdom, phenolics represent the second most abun-
dant group of organic compounds and are derived from
shikimate, pentose phosphate, and phenylpropanoid
pathways (6). Their structure consists of an aromatic
ring containing at least one hydroxyl group (6,7). Due
to their chemical, structural, and known biological
properties, phenolic compounds have been extensively
studied as potential therapeutic agents. (3,8,9). Several
studies describe the beneficial effects of these natural
compounds, including their antitumor and antioxidant
activities (6,10-15).

Phenolic compounds can be classified into two main
groups: flavonoids and non-flavonoids. Phenolic acids,
flavonoids, and tannins represent some of their sub-
classes, which are the most important in the human diet
(6,7,16). Among them, phenolic acids are amongst the
bioactive compounds most commonly found in plants.
Phenolic acids are divided into two main groups, the
hydroxycinnamic acids (eg. cinnamic, ferulic, sinapic
acids) and the hydroxybenzoic acids (e.g., gallic, vanil-
ic and p-hydroxybenzoic acids) comprised by nine- and
seven-carbon structure, respectively (2,4,8,17).

The hydroxycinnamic acids are the largest group of
phenolic acids, and some studies have shown their ben-
efits to human health, particularly in preventing diseas-
es that may be caused by oxidative stress, such as can-
cer or inflammatory and cardiovascular diseases (2,18).
Thus, in this context, and to explore the biological po-
tential of these compounds, three hydroxycinnamic
acids: ferulic, caffeic, and p-coumaric acids (Figure 1)
were selected for this study.

Ferulic acid (4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid), caf-
feic acid (3,4-dihydroxycinnamic acid) and p-coumaric
acid (3-(4-hydroxyphenyl)-2-propenoic acid) are com-
monly present in dietary sources, such as plants (e.g.,
bamboo shoots, eggplant, ginseng), cereals (e.g., corn,
rice, wheat), vegetables (e.g., radish, beans, red beet),
beverages (e.g., coffee, wine), and fruits (e.g., orange,
grapefruit, apples) (2,17,19-22). The amount of these
hydroxycinnamic acids present in the previously men-
tioned sources varies greatly. For example, the presence
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Introducao

Os recursos naturais, como as plantas, continuam a ser
uma das fontes mais relevantes de compostos ativos
com aplicabilidade terapéutica, devido as suas pro-
priedades unicas, como a sua diversidade quimica e
estrutural (1,2). Entre eles, os compostos fendlicos sao
provavelmente os compostos naturais mais explorados,
devido aos seus potenciais beneficios para a saude (3-
5).

Os compostos fenolicos, produzidos naturalmente pe-
las plantas, s3o compostos bioativos bem conhecidos.
No reino vegetal, estes compostos sdo o segundo grupo
mais abundante de compostos organicos ¢ derivam das
vias xikimato, pentose-fosfato e fenilpropanoide (6).
A sua estrutura consiste num anel aromatico contendo
pelo menos um grupo hidroxilo (6,7). Devido as suas
propriedades quimicas, estruturais e bioldgicas conhe-
cidas, os compostos fendlicos t€m sido extensivamente
estudados como potenciais agentes terapéuticos (3,8,9).
Varios estudos descrevem os efeitos benéficos desses
compostos naturais, incluindo as suas atividades antitu-
morais ¢ antioxidantes (6,10-15).

Os compostos fendlicos podem ser classificados em
dois grupos principais: flavonoides e nao flavonoides.
Os acidos fenolicos, flavondides e taninos represen-
tam algumas das suas subclasses, as quais sdo as mais
importantes na dieta humana (6,7,16). Entre eles, os
acidos fendlicos estdo entre os compostos bioativos
que sdo mais comuns encontrar em plantas. Os acidos
fenolicos sdo divididos em dois grupos principais, 0s
acidos hidroxicinamicos (ex. acidos cinamico, feruli-
co, sinapico) ¢ os acidos hidroxibenzoicos (ex. acidos
galico, vanilico e p-hidroxibenzdico), constituidos por
uma estrutura de nove e sete carbonos, respetivamente
(2,4,8,17).

Os acidos hidroxicindmicos sdo o maior grupo de aci-
dos fendlicos e alguns estudos tém demonstrado os seus
beneficios na saide humana, particularmente na pre-
vengao de doengas que podem ser causadas pelo stresse
oxidativo, como cancro ou doengas inflamatorias e car-
diovasculares (2,18).

Assim, neste contexto e para explorar o potencial bi-
olégico destes compostos, trés acidos hidroxicinami-
cos: os acidos ferulico, cafeico e p-cumarico (Figura 1)
foram selecionados para serem estudados.

O acido fertlico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico), o
acido cafeico (acido 3,4-di-hidroxicinamico) ¢ o acido
p-cumarico (acido 3-(4-hidroxifenil)-2-propenoico)
encontram-se habitualmente presentes na dieta alimen-
tar, como em plantas (ex. rebentos de bambu, beringela,
ginseng), cereais (ex. milho, arroz, trigo), legumes (ex.
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Figure 1 - Chemical structure of the ferulic acid (A), caffeic acid (B) and p-coumaric acid (C)
Figura 1 - Estrutura quimica do acido ferulico (A), acido cafeico (B) e 4cido p-cumarico (C)

of p-coumaric acid may range from 0.5 mg/ kg dry mat-
ter (DM) in blackberries to 3700 mg/ kg DM in mush-
rooms (21).

The synthesis of these hydroxycinnamic acids in
plants occurs through the shikimate pathway, starting
with L-phenylalanine and/or L-tyrosine as precursors.
Briefly, phenylalanine and tyrosine are converted into
p-coumaric acid that is then hydroxylated to form
caffeic acid that forms ferulic acid by methylation
(2,6,20).

Considering the biological activity of these phenolic
acids, many studies have shown the wide range of bio-
logic effects of ferulic, caffeic, and p-coumaric acids
(2,5,15,17,19-22). Nonetheless, there are some con-
troversial reports concerning the anticancer potential
of the studied phenolic acids. Therefore, it is essential
to conduct more studies in various cell models to at-
tempt to clarify the biological activity and the poten-
tial therapeutic use of these bioactive compounds. The
carcinogenic potential of these compounds should also
be considered, as there are some studies reporting this
effect for caffeic acid (17).

Renal cell carcinoma (RCC) is the most common type
of kidney cancer, representing up to 5% of all adult
malignancies. Furthermore, since this type of kidney
cancer is highly vascularized, metastatic, and has a
low response to adjuvant therapies and surgery, it is
relevant to find new and more effective treatments
(23-27). Bearing all of this in mind, the aim of this
work was to perform an overall review of the impact
of ferulic, caffeic, and p-coumaric acids on different
tumor cell lines and to experimentally study the impact

rabanete, feijao, beterraba vermelha), bebidas (ex. caf€,
vinho) e frutas (ex. laranja, toranja, maca) (2,17,19-22).
A quantidade destes 4cidos hidroxicinamicos presentes
nas fontes mencionadas anteriormente varia muito. Por
exemplo, a presenca de &cido p-cumadrico pode variar
de 0,5 mg/kg de matéria seca (MS) em amoras a 3700
mg/kg MS em cogumelos (21).

A sintese desses acidos hidroxicindmicos nas plantas
ocorre através da via do xikimato, comecando com L-
fenilalanina e/ou L-tirosina como precursores. Resu-
midamente, a fenilalanina e a tirosina sdo convertidas
em acido p-cumarico, que ¢ posteriormente hidroxilado
para formar o acido cafeico que por sua vez origina o
acido fertlico por metilacdo (2,6,20).

Considerando a atividade biologica desses acidos
fendlicos, muitos estudos tém demonstrado a ampla
gama de efeitos bioldgicos dos acidos fertlico, cafeico
e p-cumarico (2,5,15,17,19-22). No entanto, no que se
refere ao potencial antitumoral dos 4cidos fenolicos
estudados, existem alguns resultados controversos.
Portanto, ¢ essencial realizar mais estudos em varios
modelos celulares, com o intuito de esclarecer a ativi-
dade bioldgica e o potencial uso terapéutico destes
compostos bioativos. O potencial carcinogénico destes
compostos também deve ser considerado, uma vez que
existem alguns estudos que reportam este efeito para o
acido cafeico (17).

O carcinoma de células renais (CCR) € o tipo mais co-
mum de cancro renal, representando até 5% de todas as
doengas malignas em adultos. Para além disto, como
este tipo de cancro renal ¢ altamente vascularizado,
metastatico e apresenta uma baixa resposta as terapéu-
ticas adjuvantes e a cirurgia, € relevante encontrar trata-
mentos novos ¢ mais eficazes (23-27). Tendo tudo isto
em consideragdo, o objetivo deste trabalho foi realizar
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of these compounds on the well-established 786-O in
vitro human renal cancer cell model. To the best of our
knowledge, there are no previous in vitro studies that
evaluate the effect of these compounds on human renal
cancer.

Materials and Methods

Materials

The following reagents and solvents were purchased
from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA), phos-
phate buffered saline (PBS; 0.01 M, pH 7.4), trypsin,
penicillin—streptomycin (pen/strep) solution, dimethyl
sulfoxide (DMSO), ethanol, acetic acid, hydrogen
peroxide (H,0,), thiazolyl blue tetrazolium bromide
(MTT), crystal violet (CV), p-coumaric acid, and caf-
feic acid. Fetal bovine serum (FBS) and Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) were purchased
from Biowest (Nuaillé, France). Ferulic acid was ob-
tained from Henrifarma (Sao Paulo, Brazil).

Ferulic acid, p-coumaric acid, and caffeic acid solu-
tions were prepared in DMSO. The final concentration
of DMSO was 0.5 % (v/v) for all experiments.

Cell Culture

The 786-O human adenocarcinoma cells were obtained
from the American Type Culture Collection (ATCC;
Manassas, VA, USA). Cells were cultured in high glu-
cose DMEM medium supplemented with 10% FBS and
1% pen/strep, at 37 °C in a humidified atmosphere con-
taining 5% CO,.

MTT assay

Cell viability was determined using the MTT reduction
assay. 786-0O cells were seeded at a density of 3 x 10°
per well in 96-well plates and incubated for 24 h. After-
ward, cells were treated with ferulic acid, p-coumaric
acid or caffeic acid (0-250 uM) for 48 h. A solution
of H,O, (I mM) was used as a positive control, while
0.5% (v/v) of DMSO was used as vehicle control. The
MTT reduction assay was then performed according to
previously published procedures (28,29). Absorbance
values for the vehicle-treated control cells correspond
to 100% of cell viability. For this assay, at least two
independent experiments were carried out and at least
six replicates were used for each condition in each in-
dependent experiment.

66

uma revisdo geral do impacto dos acidos fertlico, cafei-
co e p-cumdrico em diferentes linhas celulares tumorais
e estudar experimentalmente o impacto destes compos-
tos nas células 786-O, um modelo in vitro de cancro
renal humano bem estabelecido. Adicionalmente, tanto
quanto sabemos ndo existem estudos prévios in vitro
que avaliem o efeito destes compostos em cancro renal
humano.

Materiais e Métodos

Materiais

Os reagentes e solventes utilizados adquiridos a Sigma-
Aldrich (Saint Louis, MO, EUA) foram o tampéo fosf-
ato (0,01 M, pH 7,4), a tripsina, a solugdo de penicilina-
estreptomicina, o dimetilsulfoxido (DMSO), o etanol,
0 4cido acético, o peroxido de hidrogénio (H,0,), o
brometo de tetrazolio azul de tiazolil (MTT), o cristal
violeta (CV), o acido p-cumarico e o acido cafeico. O
soro bovino fetal (FBS) e o meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) foram adquiridos
a Biowest (Nuaillé, Franga). O acido ferulico foi obtido
pela Henrifarma (Sao Paulo, Brasil).

Os acidos fertlico, cafeico e p-cumarico foram prepara-
dos em DMSO. A concentracdo final de DMSO foi de
0.5% (v/v) em todas as experiéncias realizadas.

Cultura celular

As células de adenocarcinoma humano 786-O foram
adquiridas a American Type Culture Collection (ATCC;
Manassas, VA, EUA). As células foram cultivadas em
meio DMEM com elevada concentracdo de glucose
suplementado com 10% de FBS e 1% de solugdo de
penicilina-estreptomicina e mantidas a 37 °C sob uma
atmosfera himida contendo 5% de CO,.

Ensaio de reducdo de MTT

A viabilidade celular foi determinada utilizando o en-
saio de redugdo do MTT. Para tal, as células 786-O
foram cultivadas a uma densidade de 3 x 10° por pogo,
em placas de 96 pogos e incubadas durante 24 h. Em
seguida, as células foram tratadas com os acidos fer-
ulico, p-cumarico e cafeico (0-250 uM) durante 48 h.
Como controlo positivo foi usada uma solugdo de H,O,
(1 mM), enquanto o DMSO (0.5%, v/v) foi usado como
veiculo. Apds este periodo, o ensaio de reducdo de
MTT foi realizado de acordo com protocolos descritos
previamente (28,29). Os valores de absorvancia para as
células tratadas com o veiculo (controlo) correspondem
a 100% da viabilidade celular. Para este ensaio, foram



Crystal violet (CV) staining assay

The CV staining assay was carried out as a confirmato-
ry assay to evaluate the impact of phenolic compounds
on cell viability. First, 786-O cells were cultured at a
density of 3 x 10° per well, in 96-well plates, and in-
cubated for 24 h. Then, cells were treated with ferulic,
p-coumaric or caffeic acids (0-1000 uM) for 48 h. A
solution of H O, (1 mM) was used as a positive con-
trol while 0.5% (v/v) of DMSO was used as vehicle
control. The CV staining assay was then performed ac-
cording to previously published protocols (12, 29-31).
Absorbance values for the vehicle-treated control cells
correspond to 100% of cell viability. For this assay, at
least two independent experiments were carried out and
six replicates were used for each condition in each inde-
pendent experiment. The half-maximal inhibitory con-
centration (IC, ) was calculated using GraphPad Prism
7" statistical software (San Diego, CA, USA).

Results and Discussion

In previous studies, ferulic, caffeic, and p-coumaric
acids have shown biological activity towards different
tumor cell lines, indicating that these compounds could
be promising anticancer agents. Nonetheless, there are
also studies in which this class of bioactive compounds
did not exhibit anticancer properties.

To the best of our knowledge, there are no previous
studies that evaluate the influence of these compounds
on cell viability using renal cancer cell models. Hence,
in this work, the cytotoxicity of ferulic, caffeic, and
p-coumaric acids was evaluated in 786-O cells through
two different methodologies, the MTT reduction assay
and the CV staining assay.

The MTT reduction assay is one of the most common
assays used to evaluate the cytotoxicity of potential
anticancer compounds. This assay is based on the
assumption that the mitochondrial activity of the
most viable cells is constant and the reduction of
MTT tetrazolium salt into formazan occurs in the
mitochondria of living cells. Thus, an increase or
decrease in the number of viable cells depend linearly
on their mitochondrial activity (33,34). In this study,
the MTT reduction assay results revealed that the

Phenolic acids’ cytotoxicity on 786-O cells
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efetuadas pelo menos duas experiéncias independentes
e usados pelo menos seis replicados para cada condigdo
em cada uma das experiéncias independentes.

Ensaio colorimétrico do cristal violeta (CV)

O ensaio colorimétrico do CV foi utilizado como ensaio
confirmatorio para avaliar o impacto dos compostos
fendlicos na viabilidade celular.Inicialmente, as células
786-0 foram cultivadas a uma densidade de 3 x 103
células por pogo, em placas de 96 pocos e incubadas
durante 24 h. Em seguida, as células foram tratadas
com os acidos fertlico, p-cumarico e cafeico (0—1000
uM) durante 48 h. Uma solugdo de H,O, (I mM) foi
usada como controlo positivo, enquanto o DMSO (0.5
%, v/v) foi usado como veiculo. Em seguida, o ensaio
colorimétrico do CV foi realizado de acordo com proto-
colos publicados anteriormente (12, 29-31). Os valores
de absorvancia para as células tratadas com o veiculo
(controlo) correspondem a 100% da viabilidade celular.
Para este ensaio, foram efetuadas pelo menos duas ex-
periéncias independentes e usados seis replicados para
cada condi¢do em cada uma das experiéncias independ-
entes. A metade da concentragdo maxima inibitdria
(IC,) foi calculada utilizando o software estatistico
GraphPad Prism 7° (San Diego, CA, USA).

Resultados e Discussio

Estudos anteriores demonstram que os acidos ferulico,
cafeico e p-cumarico apresentam atividade bioldgica
em diferentes linhas celulares, indicando que estes
compostos poderdo ser promissores agentes antitumo-
rais. No entanto, também existem estudos, nos quais
esta classe de compostos bioativos ndo exibiram pro-
priedades anticancerigenas.

De acordo com o nosso conhecimento, ndo existem es-
tudos prévios que avaliem a influéncia destes compos-
tos na viabilidade celular, utilizando modelos celulares
de cancro renal. Desta forma, neste trabalho a citotoxi-
cidade dos acidos ferulico, cafeico e p-cumarico foi
avaliada nas células 786-O através de duas metodolo-
gias distintas, o ensaio de reducdo de MTT e o ensaio
colorimétrico com CV.

O ensaio de reducdo de MTT ¢ um dos ensaios mais
usados para avaliar a citotoxicidade de potenciais
compostos antitumorais. Este ensaio baseia-se no
pressuposto de que a atividade mitocondrial das células
mais vidveis € constante e que a redu¢ao do sal MTT
tetrazolio em formazan ocorre nas mitocondrias das
células vivas. Assim, um aumento ou diminui¢do do
numero de células viaveis depende linearmente da
atividade mitocondrial das mesmas (33,34). Neste
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Figure 2 - Cell viability of 786-O cells exposed to ferulic acid (A), caffeic acid (B) and p-coumaric acid (C) (0-
250 uM; 48 h). The cell viability was evaluated by the MTT assay. Values represent mean = SD (n = 2-3) and are
expressed as percentages of the non-treated control cells.

Figura 2 - Viabilidade celular das células 786-O expostas ao acido ferulico (A), acido cafeico (B) e acido p-
cumarico (C) (0-250 uM; 48 h). A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do MTT. Os valores representam a
média £ DP (n = 2-3) e estdo expressos como percentagens das células controlo ndo tratadas.

studied compounds (0-250 uM; 48 h) did not show
cytotoxic effects on this cell line when compared with
the non-treated control cells (Figure 2). At the highest
studied concentration (250 uM; 48 h) of ferulic acid,
caffeic acid, and p-coumaric acid, the cell viability
observed was similar to that of control cells, being
111.1%, 104.1% and 92.9%, respectively. Since MTT
reduction assay can be influenced by compounds that
modify the cell metabolism and reaction conditions, a
confirmatory methodology, the CV staining assay was
performed. Moreover, in CV assay, a higher range of
concentrations of ferulic, caffeic, and p-coumaric acids
(up to 1000 uM) was used.

The CV staining assay is a non-enzymatic assay that
quantifies the number of adherent cells. This assay is
based on the affinity between dye and DNA (34). The
amount of dye absorbed depends on the total DNA
content in the culture and, consequently, on the number
of viable cells. Although the CV staining assay does
not provide information about cell functionality, as it
is metabolism-independent (34). In this work, after 48
h treatment, the CV staining assay revealed that none
of the studied compounds showed cytotoxic effects at
concentrations up to 250 pM (Figure 3), which is in
agreement with our previous results obtained with the
MTT assay. Nevertheless, a different impact on cell
viability was observed when 786-O cells were exposed
to higher concentrations (500 and 1000 uM) of ferulic,
caffeic and p-coumaric acids (Figure 3). The exposure
to the higher concentrations of ferulic acid (500 and
1000 pM) continues to not significantly influence the
cell viability of 786-O cells, with these values being
109.5 % and 104.5 %, respectively. On the other hand,
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estudo, os resultados do ensaio de redugdo de MTT
revelaram que os compostos estudados (0-250 uM; 48
h) ndo demonstraram efeitos citotoxicos nesta linha
celular, quando comparados com as células controlo
nédo tratadas (Figura 2). A concentragio mais elevada
estudada (250 uM; 48 h) dos acidos fertlico, cafeico
e p-cumarico, a viabilidade celular foi semelhante a
viabilidade celular obtida das células controlo, obtendo-
se 111,1%, 104,1% e 92,9%, respetivamente. Uma vez
que o ensaio de reducdo do MTT pode ser influenciado
por compostos que modificam o metabolismo celular e
as condic¢des da reagdo, foi realizada uma metodologia
confirmatoria, o ensaio colorimétrico do CV.
Adicionalmente, no ensaio colorimétrico do CV, foi
usado um maior intervalo de concentragdes dos acidos
ferulico, cafeico e p-cumarico (até 1000 uM).

O ensaio colorimétrico do CV é um ensaio nao
enzimatico que quantifica o numero de células
aderentes. Este ensaio ¢ baseado na afinidade entre
o corante ¢ o ADN (33). A quantidade de corante
absorvido depende do conteudo total de ADN na cultura
e, consequentemente, do numero de células viaveis.
No entanto, o ensaio colorimétrico do CV nao fornece
informagdes sobre a funcionalidade celular, uma vez
que ¢ independente do metabolismo (34). Neste estudo,
apos um tratamento de 48 h, o ensaio colimétrico do
CV revelou que nenhum dos compostos estudados
apresentou efeitos citotoxicos as concentracdes até
250 uM (Figura 3), estando de acordo com 0s nossos
resultados previamente obtidos com o ensaio de
reducdo do MTT. No entanto, observou-se um impacto
diferente na viabilidade celular quando as células 786-
O foram expostas a concentragdes mais elevadas (500
e 1000 uM) dos acidos ferulico, cafeico e p-cumarico
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Figure 3 - Cell viability of 786-O cells exposed to ferulic acid (A), caffeic acid (B) and p-coumaric acid (C) (0-
1000 uM; 48 h). The cell viability was evaluated by the CV assay. Values represent mean + SD (n = 2-4) and are
expressed as percentages of the non-treated control cells. Cell viability of non-treated control cells is shown to the
right of each graph.
Figura 3 - Viabilidade celular das células 786-O expostas ao acido fertlico (A), acido cafeico (B) e acido p-
cumarico (C) (0-1000 uM; 48 h). A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do CV. Os valores representam a
média = DP (n = 2-4) e s@o expressos como percentagens das células controlo ndo tratadas. A viabilidade celular
das células controlo ndo tratadas ¢ monstrada a direita da cada grafico.
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for p-coumaric acid, the results showed cytotoxic effects
at the highest concentration evaluated (1000 uM), with
cell viability of 74.97%. Interestingly, for caffeic acid, a
significant decrease in cell viability was observed at the
concentration of 500 uM, when compared with the non-
treated control cells, reaching 66.4% and decreasing
to 17.7% at the concentration of 1000 uM. The IC_
calculated for the exposure of 786-0 cells to caffeic acid
(48 h) was 603.4 uM. Thus, the cell viability results
obtained with CV assay revealed that 786-O cells were
more sensitive to caffeic acid, followed by p-coumaric
acid and then ferulic acid. However, these results
obtained for caffeic and p-coumaric acids only occur at
higher concentrations. Therefore, further studies should
be performed using these two bioactive compounds, to
understand their safety in non-tumor renal cell lines.

Globally, the results are in accordance with previously
published works using other tumor cell lines (Table 1).
For instance, in a previous study from our group, per-
formed in another cancer cell line (MDA-MB-231 cells)
and using similar experimental conditions (0-250 puM;
48 h; CV staining assay), the ferulic acid did not sig-
nificantly affect the cell viability (15). In another study,
using a different renal cancer cell line (769-P), it was
observed that ferulic acid (50 uM; 48 h; MTT assay)
did not significantly suppress cell proliferation (35).
Moreover, Serafim et al. (18) also observed that ferulic
acid (0-75 uM; 24, 48, or 72 h; sulforhodamine B as-
say) did not inhibit the proliferation of human breast
cancer cell lines, including the MDA-MB-231 cells.
In another study from our group with U20S cells (0-
1000 uM; 24 h; CV assay), ferulic acid did not induce a
significant decrease in cell viability (36). Furthermore,
other reports also revealed that caffeic acid (0-75 uM;
24,48, or 72 h; sulforhodamine B assay) did not exhibit
cytotoxic effects on human breast cancer cells (MCF-7,
MDA-MB-231, and HS578T) (18). In a previous report
with p-coumaric acid (0-10 mM; 48 h; MTT assay) at
concentrations higher than 750 pM, cytotoxic effects in
colon carcinoma (HT 29) and human colorectal carci-
noma (HCT-15) cells were observed (37).

Even though there are certain studies in accordance
with our results, there are also some in vitro studies that
demonstrated that these compounds not only decrease
the cell viability and the cell proliferation but also in-
duce apoptosis in different cancer cell lines (Table 1),
using a concentration range similar to ours (38-42).
For example, in a previous study, it was reported that
ferulic acid, at concentrations up to 100 uM, decreased
breast cancer MDA-MB-231 cell viability (38). Moreo-
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(Figura 3). A exposicdo a concentragdes mais elevadas
de acido fertlico (500 e 1000 uM) continuou a ndo
influenciar significativamente a viabilidade celular
das células 786-0O, sendo a mesma igual a 109,5% e
104,5%, respetivamente. Por outro lado, para o acido
p-cumarico os resultados revelaram efeitos citotoxicos
a concentragdo mais elevada estudada (1000 uM),
obtendo-se uma viabilidade celular de 74,97 %.
Curiosamente, para o acido cafeico foi observada
uma diminui¢do significativa da viabilidade celular
a concentracao de 500 uM, em comparagdo com as
células controlo ndo tratadas, obtendo-se um valor de
66,4% que diminui para 17,7% a concentragao de 1000
uM. O valor de IC,; calculado para a exposigdo das
células 786-O ao acido cafeico (48 h) foi de 603.4 uM.
Assim, estes resultados de viabilidade celular obtidos
com o ensaio colorimétrico do CV, revelaram que as
células 786-0 foram mais sensiveis ao acido cafeico, em
seguida ao acido p-cumarico e depois ao acido ferulico.
No entanto, estes resultados obtidos para os acidos
cafeico e p-cumarico s6 ocorrem as concentragdes
mais elevadas. Desta forma, mais estudos devem ser
efetuados utilizando estes dois compostos bioativos,
para compreender a sua seguran¢a em linhas celulares
renais nao tumorais.

Globalmente, os resultados estdo de acordo com out-
ros trabalhos previamente publicados utilizando out-
ras linhas celulares tumorais (Tabela 1). Por exemplo,
num estudo previamente realizado pelo nosso grupo,
utilizando outra linha celular tumoral (células MDA-
MB-231) e em condigdes experimentais semelhantes
(0-250 uM; 48 h, ensaio colorimétrico do CV), o acido
fertlico ndo afetou significativamente a viabilidade ce-
lular (12). Num outro estudo, utilizando uma linha ce-
lular de cancro renal diferente (769-P), observou-se que
o0 acido feralico (50 pM; 48 h; ensaio redugao do MTT)
ndo suprimiu significativamente a proliferacao celular
(34). Para além disto, Serafim e colaboradores (16)
também observaram que o acido feralico (0-75 uM; 24,
48 ou 72 h; ensaio sulforodamina B) ndo inibiu a prolif-
eracdo de linhas celulares humanas de cancro da mama,
incluindo as células MDA-MB-231. Num outro estudo
previamente realizado pelo nosso grupo com células
U20S (0-1000 uM; 24 h; ensaio colorimétrico do CV),
o0 acido feralico ndo induziu uma diminui¢ao significa-
tiva da viabilidade celular (35). Adicionalmente, outros
estudos também revelaram que o acido cafeico (0-75
uM; 24, 48 ou 72 h; ensaio sulforodamina B) ndo apre-
sentou efeitos citotoxicos em células humanas de can-
cro da mama (MCF-7, MDA-MB-231 e HS578T) (18).
Num estudo prévio com o acido p-cumarico (0-10 mM;
48 h; ensaio de redugdo do MTT)a concentragdes supe-
riores a 750 uM, nao foram observados efeitos citotoxi-
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Table 1 - Overview of the cytotoxic effects of the three phenolic acids under study (ferulic, caffeic and p-coumaric acids) in different
cancer cell lines
Tabela 1 - Visdo geral dos efeitos citotoxicos dos trés acidos fendlicos em estudo (acidos ferulico, cafeico e p-cumarico) em
diferentes linhas celulares tumorais

Concentration /

Time of exposure /

Compound / Cell line / N L. Assay / Results / References /
c B} Linha celul Concentracio Tempo de exposicio Ensai Resultad Referénci
“omposto inha celular M) (hours/ horas) nsato esultados eferéncias
. CV staining / No cytotoxic effects /
MDA-MB-231 5250 48 Colorimétrico do CV Sem efeitos citotoxicos as
MCE-7
Sulforhodamine B / ) iferati inhibi
MDA-MB-231 2575 24, 48,72, 168 M Mz. . Qmﬁdwﬁ B hm“a“WMMWWMMWQMM“WM—MMMWNS as)
HS57ST ulforodamina Z
. ” . Cell viability decreased/ ”
Ferulic acid / MDA-MB-231 3-100 24,48, 12 CCK-8 kit Diminuicéo daviabilidade celular (8)
Acido fertilico 769-P 5, 50 48 MTT Oa:. Eo:%@ao: not W%Emm.mm@\ 35)
. Proliferacao celular nao suprimida
CV staining / Cell viability decreased/ "
U208 1- 1000 24 Colorimétrico do CV Diminuigdio daviabilidade celular (36)
A549 Cell proliferation inhibited /
HT29-D4 30-1000 24 MTT Inibicdo da proliferacéo celular (42)
MCEF-7 .
Sulforhod: B/ i
MDA-MB-231 25.75 24, 48,72, 168 w W © mﬁawm m MNMMWMMHMMH % 18)
HS57ST ulforodamina 2
Caffei id / XIT Cell viability d d/
Aatterc act MDA-MB-231 10-100 24, 48 Sulforhodamine B / Sulforodamina B, = " ilty dectease (39)
iminuicdo daviabilidade celular
, Neutral red / Vermelho neutro
Acido cafeico
Anti-proliferative effects /
Caco-2 cells 50-1000 24 MTT Efeitos anti-proliferativos (40)
A549 Cell proliferation inhibited /
HT29-D4 50-1000 2 MTT Inibicdo da proliferacdo celular (42)
HT 29 Cytotoxic effects / °
HCT-15 50-10000 48 MTT Efeitos citotdxicos GN
p-Coumaric acid / Cvtotoxic effects/
N2a 150 24, 48, 72 MTT yiotoxieeliects (41)
. MNm:ra cifofoxicos
Acido p-cumadrico
A549 Cell proliferation inhibited /
HT29-D4 50-1000 24 MTT Inibigao da proliferagéao celular (42)
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ver, in another study, using the same cell line and the
XTT, sulforhodamine B, and neutral red assays, after
a 24 or 48 h period of exposure to caffeic acid (10-100
uM), the cell viability decreased in a concentration-de-
pendent manner (39). In another study, using the MTT
assay, it was also observed that caffeic acid (50-1000
UM, 24 h) led to an anti-proliferative effect in Caco-2
cells (40). Moreover, another research study revealed
that p-coumaric acid (150 uM) decreased the cell vi-
ability of neuroblastoma cells, being this decrease more
significant after 72 h of treatment (41). Furthermore,
Bouzaiene et al. (2015), also observed that the exposure
to ferulic, caffeic and p-coumaric acids (50-1000 puM,
24 h, MTT assay) significant inhibited, in a concentra-
tion-dependent manner, the proliferation of human lung
(A549) and colon (HT29-D4) cancer cells (42). These
discrepancies between studies can be related to differ-
ent experimental conditions used as well as to some
inherent cellular mechanisms of each cell type. These
studies prove the importance of using different meth-
odologies, experimental conditions, and models when
evaluating the possible applicability of phenolic acids
as anticancer agents.

Conclusion

In this study, we investigated the cytotoxicity of ferulic,
caffeic, and p-coumaric acids in a human renal cancer
cell line. Our results revealed that up to 250 uM, none
of the studied natural compounds showed cytotoxic
effects on the 786-O cell line under our experimental
conditions. Nonetheless, at higher concentrations, in
the presence of caffeic and p-coumaric acids, cytotoxic
effects were observed. Therefore, more studies using
these two natural compounds should be conducted to
understand their safety in non-tumor cells. Further stud-
ies with other methodologies, experimental parameters,
or using other cancer cell lines should also be consid-
ered. Additionally, this work also highlights the impor-
tance of publishing negative results, since this data may
be fundamental to redirect further studies.
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cos em c¢lulas de carcinoma do colon (HT 29) e em
células de carcinoma colorretal humano (HCT-15) (37).
Contudo, embora existam alguns estudos concordantes
com 0s nossos resultados, existem também alguns es-
tudos in vitro que demonstraram que estes compostos
diminuem nao s6 a viabilidade e a proliferagdo celular
bem como induzem a apoptose em varias linhas celu-
lares tumorais (Tabela 1), utilizando um intervalo de
concentragdes semelhante ao do nosso trabalho experi-
mental (38-42). Por exemplo, num estudo prévio, foi
reportado que o acido feralico, a concentragdes até 100
uM, diminuiu a viabilidade das células MDA-MB-231
de cancro da mama (38). Adicionalmente, num outro es-
tudo, usando a mesma linha celular e utilizando os en-
saios do XTT, sulforodamina B e vermelho neutro, apos
um periodo de exposi¢do de 24 ou 48 h ao acido cafeico
(10-100 uM), a viabilidade celular obtida diminuiu de
forma dependente da concentracao (39). Num outro es-
tudo, utilizando o ensaio de redugdo do MTT, também
foi observado que, o acido cafeico (50-1000 puM; 24
h) causou efeitos antiproliferativos em células Caco-2
(40). Para além disto, outro trabalho revelou que o aci-
do p-cumarico (150 uM), diminuiu a viabilidade celular
de células do neuroblastoma, sendo a diminuigdo mais
significativa apos 72 h de tratamento (41). Para além
disto, Bouzaiene et al. (2015), também observaram que
a exposicao aos acidos ferulico, cafeico e p-cumarico
(50-1000 uM, 24 h, ensaio de redugdo do MTT) inibiu,
de forma significativa e dependente da concentracao,
a proliferacdo de células tumorais do pulmao humano
(A549) do colon (HT29-D4) (42). Estas discrepancias
entre os diversos estudos podem estar relacionadas
com as diferentes condigdes experimentais utilizadas,
assim como com a diferenga dos mecanismos celulares
caracteristicos de cada tipo de células. Estes estudos
demonstram a importancia de usar diferentes metodo-
logias, modelos e condigdes experimentais, quando se
pretende avaliar a possivel aplicabilidade dos acidos
fenolicos como agentes antitumorais.

Conclusao

Neste estudo foi investigado a citotoxicidade dos acidos
ferulico, cafeico e p-cumarico em linhas celulares renais
tumorais humanas. Os nossos resultados revelaram que
até 250 uM, nenhum dos compostos naturais estudados
mostrou efeitos citotoxicos na linha celular 786-
O, sob as nossas condigdes experimentais. Contudo,
as concentragdes mais elevadas, foram observados
efeitos citotoxicos na presenga dos acidos cafeico e
p-cumarico. Desta forma, mais estudos usando estes
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