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Efeitos do palmitato de retinol sobre os danos toxicogenéticos de antineoplasicos em
estudos ndo clinicos. RICARDO MELO DE CARVALHO. Orientadora: Dra. Ana
Amélia de Carvalho Melo Cavalcante. 165p. Dissertacdo de Mestrado. Programa de P0s-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas - PPGCF, Universidade Federal do Piaui - UFPI,
2016.

RESUMO

A incorporagdo de compostos naturais e nutracéuticos antioxidantes sobre a dieta alimentar
ou durante os intervalos dos ciclos quimioterapicos, tem sido empregada como uma
alternativa terapéutica e para a compensacdo dos efeitos toxicos de antineoplasicos, com
riscos para a eficacia das terapias oncoldgicas. O objetivo da pesquisa foi detectar os
possiveis efeitos antioxidantes, antigenotdxicos/antimutagénicos e anticitotoxicos do
palmitato de retinol sobre os danos toxicogenéticos induzidos pelos antineoplasicos
ciclofosfamida e doxorrubicina, isoladas ou em associacdo. Os testes ndo clinicos aplicados
foram: teste em Saccharomyces cerevisiae; teste de microndcleos com bloqueio de
citocinese e teste cometa em Sarcoma 180; e testes cometa e de microndcleos em linfocitos
de sangue periférico e células de medula 6ssea em Mus musculus. Em Saccharomyces
cerevisiae e Sarcoma 180, as concentragOes foram de 2 pg/mL para a doxorrubicina, 20
pg/mL para a ciclofosfamida, 2/20 pug/mL para a associacdo dos antineoplésicos, e de 1, 10
e 100 Ul/mL para o palmitato de retinol. Nos tratamentos em Mus musculus, as doses dos
antineoplasicos foram de 2 mg/kg para a doxorrubicina, 20 mg/kg para a ciclofosfamida,
2/20 mg/kg para a associacdo dos antineoplasicos, e de 100 mg/kg para o palmitato de
retinol. Os antineoplasicos induziram significantes danos oxidativos, em linhagens de S.
cerevisiae, toxicogenéticos (micronucleos, pontes citoplasmaticas, brotos nucleares,
apoptose e necrose) e genotdxicos (danos nucleares) em Sarcoma 180, assim como
induziram efeitos mutagénicos, citotdxicos, e genotoxicos em células de sangue periférico e
de medula dssea de camundongos. Entretanto, o palmitato de retinol modulou os
mecanismos oxidativos dos antineoplasicos em S. cerevisiae, os efeitos toxicogenéticos e
genotoxicos em S-180, os danos aneugénicos e/ou clastogénicos e citotoxicos em Mus
musculus, com significantes percentuais para as atividades antigenotoxicas, antimutagénicas
e anticitotoxicas. Estes dados inferem que os antineoplasicos induzem instabilidades
genéticas em células tumorais e ndo tumorais, que podem ser moduladas pelo palmitato de
retinol, com riscos para eficacia de terapias. Diante de controversias, ainda séo necessarios
mais estudos para melhor esclarecer as interferéncias do uso de antioxidantes durante
terapias oncologicas.

Palavras-chave: Quimioterapicos; Danos toxicogenéticos; Palmitato de retinol; Terapias
oncologicas.
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Effects of retinol palmitate on the toxicogenéticos damage from antineoplastics in non-
clinical studies. RICARDO MELO DE CARVALHO. Advisor: Dr. Ana Amélia de
Carvalho Melo Cavalcante. 165 pp. Dissertation. Graduate Program in Pharmaceutical
sciences-PPGCF, Universidade Federal do Piaui - UFPI, 2016.

ABSTRACT

The incorporation of natural compounds and antioxidant nutraceuticals on the diet or during
breaks of chemotherapy cycles, has been employed as a therapeutic alternative for the
compensation of the toxic effects of antineoplastic agents, with risks for the effectiveness of
oncological therapies. The objective of the research was to detect the possible modulatory
effects of retinol palmitate on the toxicogenetics damage induced by antineoplastic agents
cyclophosphamide and doxorubicin, alone or in association. The non-clinical tests were
applied: test in Saccharomyces cerevisiae; micronucleus test with cytokinesis and Comet
assay in Sarcoma 180; and comet and micronucleus tests in lymphocytes from peripheral
blood and bone marrow cells in Mus musculus. For the treatments of the compounds in
Saccharomyces cerevisiae and Sarcoma 180, concentrations were of 2 pg/mL for
doxorubicin, 20 pg/mL for cyclophosphamide, 2/20 pg/mL for the Association of
antineoplastic agents, and 1, 10 and 100 1U/mL retinol palmitate for. In Mus musculus
treatments, doses of antineoplastic agents were 2 mg/kg for doxorubicin, 20 mg/kg for
cyclophosphamide, 2/20 mg/kg for the combination of antineoplastics, and 100 mg/kg for
palmitate of retinol. The antineoplastics induced significant oxidative damage, in strains of
S. cerevisiae, toxicogenetics (micronucleis, cytoplasmic bridges, nuclear sprouts, apoptosis
and necrosis) and genotoxic (nuclear damage) on Sarcoma 180, as well as induced mutagenic
effects, cytotoxic, genotoxic and peripheral blood cells and bone marrow of mice. However,
the retinol palmitate radioed oxidative mechanisms of antineoplastic agents in s. cerevisiae,
toxicogenéticos and genotoxic effects in S-180, aneugénicos and/or clastogénicos and
cytotoxic in Mus musculus, with polite percentages for antigenotoxic activity,
antimutagénicas and anticitotoxicas. These data infer that antineoplastic induce genetic
instability in tumor cells and not tumurais, which can be minimized by retinol palmitate,
with laughter for effectiveness of therapies. On dispute settlement, further studies are still
needed to better clarify the benefits and risks of the use of antioxidants during oncological
therapies.

Palavras-chave: Chemotherapy; Toxicogenetics damage; Retinol palmitate; Oncological
therapies.
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1 INTRODUCAO

O céancer é um problema de satde publica mundial, principalmente em paises sub-
desenvolvidos. As estimativas para o0 acomentimento de canceres no pais, a cada década,
apresentam-se de maneira assustadora. Ha 10 anos, as estimativas de novos casos era de
472.050, para o biénio 2016-2017, a expectativa € que 0s numeros ultrapassem a casa dos
600.000 diagnosticos confirmados (INCA, 2015).

O combate e controle do cancer sé é possivel e eficaz quando as causas e os fatores
de risco principalmente para os canceres mais recorrentes sdo compreendidos. Portanto, a
probabilidade de aprimorar todas as variedades de tratamento e reduzir a incidéncia das
neoplasias fica demasiadamente acentuada (SLOAN; GELBAND, 2007). Os mecanismos
das drogas antitumorais sdo diversos, e agem diretamente sobre alguma vulnerabilidade
celular. Desequilibrio do estresse oxidativo tumoral; citotoxidade celular por inducdo de
morte celular, apoptose, necrose e autofagia; e a interferéncia sobre as etapas do ciclo celular
das células cancerigenas sdo exemplos dos principais efeitos pro-oxidantes de
antineoplasicos (SANCHEZ-PEREZ; PERONA, 1999; MOHLER; PFIRMAN; FREI,
2014).

N&o obstante, a quimioterapia encaixa-se como um dos maiores entraves para o
préprio tratamento do céancer. A adequacdo de doses, ciclos e agressividade dos efeitos
toxicos e colaterais tornam a cura deste tipo de desordem mais longiqua e morosa.
(CALMANOVICI, VIALE, 1988). Existem relatos de que os compostos naturais, sintéticos
e precursores da vitamina A, sdo eficazes em combater moléculas quimicamente instaveis,
como as espécies reativas de oxigénio - ERO’s. Agdo crucial para diminuir a
descompensacdo do equilibrio redox corporal que sofre com a incorporacdo dos variados
ciclos e protocolos quimioterapicos (GREENLEE, 2012; CHANG; SHEEN; LEI, 2015).

Dentro desta perspectiva a suplementagdo nutricional de micronutrientes, como a
vitamina A, concomitante ao uso de antineoplasicos surge como uma possibilidade
terapéutica para o cancer. Muito embora a provavel diminui¢do dos efeitos toxicos dos
quimioterapicos sobre uma gama de células corporais, derivado da incorporacdo de
vitaminas antioxidantes a dieta de pacientes oncoldgicos tem provocado controvérsias no

campo cientifico. O acompanhamento dos pacientes em tratamento quimioterapico ainda €
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insuficiente para o dimensionamento da salide como um todo, principalmente quanto aos
aspectos toxicogeneéticos do cancer e possiveis modula¢des de vitaminas antioxidantes
(DEMARIA et al., 2010; TANG et al., 2014; ROCHETTE-EGLY, 2015). Portanto, o
biomonitoramento dos danos oxidativos, nucleares e genotoxicos de produtos naturais e/ou
sintéticos, manipulados/ingeridos pelo homem ¢é de fundamental importancia para a
liberacdo de substancias para o uso terapéutico. Neste contexto, ensaios nao-clinicos com
linhagens de celulas cancerosas, Sarcoma 180 (S-180); linhagens de células eucarioticas
leveduriformes Saccharomyces cerevisiae; e testes in vivo em roedores sdo aprovados por
agéncias nacionais e internacionais de seguranca farmacoldgica (ANVISA, 2013;
FERREITA etal., 2014; AMBERG; BURKE, 2016).

Tendo em vista a necessidade de compreender os possiveis efeitos moduladores do
PR, vitamina A, frente as a¢fes oxidativas, citogenéticas e genotdxicas dos antineoplasicos
CPA, DOX e de suas associagdes no protocolo AC, o presente trabalho objetivou avaliar 0s
efeitos antioxidantes, antigenotéxicos/antimutagénicos e anticitotoxicos do PR por meio de
testes ex vivo e in vivo, através do estudo em células tumorais de Sarcoma 180, em S.
cerevisiae, e em células de medula dssea e de sangue periférico de Mus musculus durante
os tratamentos quimioterapicos (Figura 1). A dissertacdo compreende: uma revisao sobre o
papel antioxidante e oxidante da vitamina A (Capitulo I); um estudo nao-clinico da atividade
do palmitato de retinol frente ao mecanismo oxidativo e genotdxico de quimioterdpicos por
meio de tratamentos em S. cerevisiae e em S-180 (Capitulo I1); assim como os efeitos
antigenotoxicos/antimutagénicos e anticitotéxicos do PR frente aos danos toxicogenéticos

dos antineoplésicos em S-180 e em Mus musculus (Capitulos I11 e 1V).
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Figura 1. Divisdo esquematica do corpo da dissertacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos antioxidantes, antigenotdxicos/antimutagénicos e anticitotoxicos
do palmitato de retinol sobre os danos toxicogenéticos induzidos pelos
antineoplasicos ciclofosfamida (CPA), doxorrubicina (DOX), isoladas ou em
associacao, através da aplicacdo de biomarcadores toxicogenéticos em células de

Saccharomyces cerevisiae, Sarcoma 180, e Mus musculus.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar uma revisao sistematica sobre as controvérsias publicadas, a priore, entre os
anos 2014 — 2015, em relacdo as atividades funcionais da vitamina A/palmitato de
retinol como compostos antioxidantes e/ou pro-oxidantes, com énfase nos modelos

de estudo e mecanismos de agéo para tais atividades;

Avaliar os provaveis efeitos antioxidantes do palmitato de retinol frente aos danos
oxidativos induzidos pela CPA, DOX e AC em linhagens de Saccharomyces
cerevisiae; proficientes e mutadas em defesas antioxidantes para a superdxido

dismutase e catalase;

Verificar os possiveis efeitos antigenotoxicos/antimutagénicos do palmitato de
retinol frente aos danos toxicogenéticos (apoptose, necrose, microndcleos, pontes
nucleoplasmaticas e brotos nucleares) da CPA, DOX e AC em Sarcoma 180 por meio

dos testes cometa e de micronucleos com bloqueio de citocinese;

Avaliar os provaveis efeitos antigenotoxicos/antimutagénicos e anticitotoxicos do
palmitato de retinol frente aos danos toxicogenéticos da CPA, DOX e AC em células
de medula dssea e de sangue periférico em camundongos Mus musculus por meio

dos testes in vivo de cometa e micronucleos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cancer

O cancer é um dos maiores problemas mundiais de saude publica. Os paises sub-
desenvolvidos ainda sofrem com duas questdes: o aumento crescente de diagnosticos de
doencas cronicas e crescimento exponencial dos nimero de novos casos de neoplasias,
fatores comumente correlacionados. As causas para o desenvolvimento do cancer sdo
diversas, tendo como fatores preponderantes a influéncia oxidativa de fatores exdgenos ou
mesmo enddgenos, podendo estarem associados. Estando a agressividade destes ligadas a
intensidade e duracdo da exposi¢do das células aos proprios agentes cancerigenos (YEON et
al., 2011; INCA, 2015).

O cancer representa a multiplicacdo exarcerbada de células, que podem invadir e se
espalhar para locais distantes do corpo, levando a consequéncias graves para a saude
humana, tendo em vista sua caracterizacdo como uma das principais causas de morte em
todo o mundo (WHO, 2015). Os tipos de canceres mais comuns sao: pulmao, prostata,
colorretal, estbmago e cancer de figado, para os homens; enquanto mama, colorretal,
pulmao, colo uterino e cancer de estdmago, s&o 0s mais comuns entre as mulheres (Figura
2) (INCA, 2015).

Figura 2. Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes para 2016 por sexo, exceto
pele ndo-melanoma (INCA). Numeros arredondados para multiplos de 10.

Localizaciio Primdiria Casos % Homens | Mulheres Localizacio Primaria Casos %
Prostata 61.200 28.6% Mama Feminina 57.960 28.1%
Traqueia, Bronquio e Pulmio 17.330 8,1% Célon e Reto 17.620 8.6%
Colon e Reto 16.660 7.8% Colo de utero 16.340 7.9%
Estémago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulméao 10.890 5.3%
Cavidade oral 1140 52% Zofngs 7.600 3.7%
Esofago 7950 3.7% Corpo do Utero 6.950 3.4%
Bexiga 7.200 3,4% C LT e St
Laringe 6.360 3.0% Glandula Tiredide 5.870 2.9%
Leucemias 5540 2.6% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2.4%
Sisterna Nervoso central 5440 2.5% Sistema Nervoso central 4.830 2,3%

Fonte: INCA, 2015.
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Os fatores que podem dar origem ao processo de iniciacdo das neoplasias, apesar de
diversos, sdo comumente representados por: fatores hereditarios e genéticos, idade, hébitos
alimentares e sexuais, estilo de vida, fatores ambientais e ocupacionais, medicamentos,
infeccdes virais e bacterianas, tabagismo, alcoolismo e radiacGes ultravioleta e inonizantes
(INCA, 2015). Assim, como os distdrbios alimentares e o historico familiar positivo para o
acometimento de canceres sdo comumente associados ao prognéstico de neoplasias. A
obesidade também apresenta-se ndo apenas como um distarbio multifatorial para o
desenvolvimento de inUmeras doencas crénicas, mas como uma condicdo favoravel para
induzir a angiogénese, fator condicional para a rota do cancer (MENDONCA; SOARES,
2015).

Cabe enfatizar que as interferéncias sobre 0s segmentos cromossdémicos séo cruciais
e praticamente necessarias nos canceres. A iniciacdo das neoplasias, muitas vezes esta
associada ao silenciamento, ativacdo e mutagéo de variados genes, sejam eles repressores ou
indutores de tumor. O gene BRAF, quando mutado, deixa inativadas um grupo de proteinas-
quinases ativadas por mitdgenos, MAPK’s, peptideos relacionados a divisdo e diferenciagio
celular; sobrevida e morte celular; o que aumenta a probabilidade da promocéo de inimeros
tipos de cancer (JOHANSSON; BRAGE, 2014), que podem ser prevenidas.

A detecgdo precoce, diagndstico preciso e tratamento eficaz, incluindo o alivio da
dor e cuidados paliativos influenciam uma maior taxa de sobrevivéncia para o portador de
canceres, além de uma expressiva reducdo do sofrimento. As op¢oes de tratamento incluem
cirurgia, quimioterapia e radioterapia, sob medida para o estagio do tumor, tipo, localizacao
e recursos disponiveis (NOWSHEEN; YANG, 2012). InGmeros entraves estdo
condicionados ao aumento do nimero de prognoésticos ruins e de mortes em decorréncia do
acometimento de céanceres. Entre eles, a demora na suspeita do diagnostico ou
subdiagnosticos, 0 que leva a grandes atrasos para o direcionamento do paciente até os
clinicos especificos; e a deficiéncia dos tratamentos oferecidos, tornando as condicfes de
salde dos pacientes bastante criticas (NOWSHEEN; YANG, 2012), em terapias

oncologicas.

Quanto ao tratamento quimioterapico, as situagbes mais severas incluem a resisténcia
as terapias oncoldgicas. A compreensdo das vias que levam a este impecilho no combate ao

cancer passa por mecanismos bioquimicos e genéticos. Alteracdes epigeneticas,
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interferéncia sobre oncogenes e mutacfes secundarias podem levar ndo somente a ativacdo
de genes de crescimento rapido, mas aos dois tipos de resisténcia as drogas antineoplasicas,
intrinsica e adquirida, muito embora sejam acentuadamente distintas (ASIC, 2016; HU;
ZHANG, 2016).

3.2 Estresse oxidativo

Algumas espécies de elementos quimicos, que contenham um ou mais elétrons
desemparelhados sd@o denominados como radicais livres (PETERSEN, 2012). Por conta
dessa caracteristica, os radicais livres tém uma facilidade maior de ligarem-se a elétrons de
outras moléculas, podendo geralmente alterar a estrutura e a fungdo dessas moléculas
interferindo nas suas atividades normais (PYLVAS et al., 2010). As espécies reativas do
oxigénio (ERO’s) atacam macromoléculas e estruturas celulares. Entre as biomoléculas
afetadas pelos radicais livres, 0 DNA é uma das mais susceptiveis a esse tipo de interacao
(Figura 3) (GONENC et al., 2012). ERO’s sdo os radicais livres que mais danificam o DNA
provocando rupturas, alteracdes em bases de guanina e timina e translocacdes entre os pares
de cromatides (PORTO et al., 2015).

Figura 3. Oxidacdo de moléculas bioldgicas por espécies reativas de oxigénio (ERO’s).
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Adaptacdo de GONENC et al., 2012.
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As ERQO’s sdo fatores de grande importancia no processo de carcinogénese, podendo
atuar como iniciadores do processo de formagdo do cancer ou em sua progressdao. No
periodo de divisao celular, os radicais livres induzem danos oxidativos ao DNA contribuindo
para a mutagénese, iniciando mutacdes que alteram o genoma de células normais. Se nao
reparadas, essas mutagdes, por meio da divisdo celular, sdo incorporadas ao material
genético alterando o DNA nas geracdes posteriores (FREEMAN; KELLER, 2012). Essas
mutacdes podem atuar inibindo os genes supressores de tumores como 0 P53 e AT (gene
relacionado a ataxia telangectasia, uma sindrome neurodegenerativa) ou podem promover a

expressao génica de proto-oncogenes (YEON et al., 2011).

O desequilibrio entre os agentes pro-oxidantes e antioxidantes podem gerar uma
instabilidade no estado redox do organismo, produzindo o aumento de agentes oxidativos,
favorecendo assim o surgimento de doencas neurodegenerativas ou até mesmo o cancer.
Entender a complexidade dos mecanismos que envolvem a indugéo e a regulagéo do estresse
oxidativo é essencial para o acompanhamento de individuos expostos a variados tipos de
substancias carcinégenas, ou mesmo durante o tratamento oncoldgico. Tendo em vista que
o desequilibrio da homeostase dentro das atividades e mecanismos antioxidantes é um ponto
crucial ndo apenas para o acometimento, mas também para a terapéutica do cancer
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

Comumente farmacos de variadas classes geram efeitos oxidativos sobre lipideos,
proteinas ¢ DNA. A extensdo desses danos ocasionados por ERO’s e ERN’s, espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, respectivamente podem ser potencializados ou
minimizados a partir dos mecanismos de defesas antioxidantes enzimaticos ou ndo
enzimaticos. Nesse contexto, 0 monitoramento clinico de pacientes, por meio do doseamento
de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), faz-se necessario em inimeros tipos de tratamentos em salde (YEON et
al., 2011).

A inducdo de estresse oxidativo estd diretamente ligada a desestabilizacdo
mitocondrial e geracdo de ER a inimeras macromoléculas bioldgicas. Lipideos, proteinas,
carboidratos e o material genético sdo os principais alvos de moléculas instaveis como os
radicais livres. Estes, associados a fatores endogenos, como as alteracdes epigenéticas,

aumentam a influéncia de interferéncias sobre o DNA, com modificacbes na expressdo
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génica para incidéncia de danos estruturais ao material genético, como consequéncias das
interacbes de ER, processos que quando ndo reparados corretamente sdo critérios para o
desencadeamento da morte celular, principalmente por apoptose em células sadias (CIRCU;
AW, 2010; LIU; WANG, 2015).

3.3 Drogas antineoplésicas

A quimioterapia € uma das principais formas de tratamento de céncer. Drogas
citotoxicas, que causam danos ao DNA, levando a morte células cancerosas, e drogas
citostaticas, que interferem na sintese de DNA e na mitose, interrompendo a reproducéo das
células e levando-as a um estagio de senescéncia sdo amplamente utilizadas para este fim.
Os quimicos aplicados nestas finalidades, usados de forma isolada ou em associacdo
terapéutica sdo denominados quimioterdpicos ou antineoplasicos. (FREEDMAN;
PATRIDGE, 2011; SWIFT; GOLSTEYN, 2014).

Esta classe de compostos compreende farmacos com variados mecanismos de acgao
antitumoral. Os agentes alquilantes impedem a multiplicacdo celular pela incorporacdo de
grupos alquil sobre sua cadeia metabdlica. Os antimetabolitos sdo responsaveis por inibir a
biossintese de DNA e RNA. Os antibiéticos citotdxicos e inibidores da topoisomerase,
interferem tanto no ciclo celular como na duplicacdo do material genético. Os agentes
hormonais sdo usados na terapéutica de neoplasias malignas hormoniossensiveis
principalmente quanto aos niveis de estrogénio e progesterona, e os anticorpos monoclonais
agem simulando o sistema imunol6gico do paciente oncoldgico atrapalhando a proliferacdo
tumoral (FERRARI et al., 2010; CECILIO et al., 2015: BA-SANG et al., 2016).

Os quimioterapicos se constituem em substancias citotoxicas que atuam direta ou
indiretamente no processo de proliferacdo celular, tendo como um dos principais objetivos
a indugéo de apoptose em células cancerigenas (FREEDMAN; PARTRIDGE, 2011; DAI et
al., 2013; BASU et al., 2015). Entre os esquemas quimioterapicos mais aplicaveis, existem
os protocolos: FAC (5- Fluorouracil + Doxorrubicina + Ciclofosfamida), AC-T
(Ciclofosfamida + Doxorrubicina + Taxol ou Paclitaxel) e AC (Doxorrubicina +
Ciclofosfamida) (CIRILLO, 2008; GOMES JUNIOR et al., 2015). A ciclofosfamida (CPA)
e a doxorrubicina (DOX) apresenta-se como exemplos de quimioterapicos amplamente

utilizados na terapéutica do cancer. Contudo, devido a ndo-seletividade destas drogas, as
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mesmas podem afetar células normais, levando a surgimento de inUmeros e agressivos

efeitos adversos nos pacientes durante a quimioterapia (DE ALMEIDA et al., 2005).

3.3.1 Ciclofosfamida

A CPA (Figura 4) é um antineoplasico de grande eficécia, utilizado no
tratamento de neoplasias hematolodgicas e solidas, além de doencas autoimunes, tais como
artrite reumatoide, lUpus eritematoso e esclerose mdaltipla (BASU et al., 2015). A CPA
(C7H15CI2N202P) € um agente alquilante citotdxico, cujos metabolitos, tais como a mostarda
de fosforamida, reagem diretamente com o DNA e proteinas, produzindo crosslinks,
efetuando seu efeito antineoplésicos (JAIN; JAIN, 2012). No entanto, a sua utilizacdo tem
sido associada ao desenvolvimento de efeitos adversos, tais como nausea, voémitos, alopecia,
nefrotoxicidade, cardiotoxicidade, hepatoxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade
(BHATTACHARJEE et al., 2014; BHATTACHARJEE et al., 2015).

Figura 4. Estrutura quimica da ciclofosfamida.

Adaptacéo de BASU et al., 2015.

Por ser um agente alquilante ndo-especifico é capaz de induzir varios tipos de danos
ao DNA, dentre eles danos oxidativos, mutacdes geneticas e aberragdes cromossémicas
(SANCHEZ-SUAREZ et al., 2008; DHESI et al., 2013; NAITO et al., 2015). A alta
toxicidade da droga esté relacionada, principalmente, & geracéo de radicais livres em tecidos
normais e Orgaos, levando ao processo de estresse oxidativo (ROY; CHAKRABORTY;
BHATTACHARYA, 2014). A produgao de ERO’s e aumento da peroxidagao lipidica é
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devido a geracdo de acroleina, a qual constitui um metabdlito da droga potencialmente
toxico, capaz de inativar proteinas e deprimir a sintese de defesas antioxidantes (NAFEES

etal., 2015; LU et al., 2015), que podem alterar os efeitos antioxidantes da CPA.

Para a minimizacdo dos efeitos adversos induzidos pela toxicidade de
ciclofosfamida, s&o adotados protocolos de combinagdo da droga com substancias
antioxidantes e citoprotetivas (BASU et al., 2015). Wei e colaboradores (2012)
demonstraram que a ciclofosfamida induz estresse oxidativo em ratos, o qual pode ser
combatido pela administracéo de antioxidantes estereoespecificos. Um estudo realizado por
Roy, Chakraborty e Bhattacharya (2014) demonstrou que o estresse oxidativo e 0s danos ao
DNA induzidos por ciclofosfamida podem ser minimizados com a administragéo oral de um

composto de organoselénio com propriedades antioxidantes.

3.3.2 Doxorrubicina

Isolada a partir de Streptomyces peucetius var. caesius, a doxorrubicina (DOX),
Ca27H29NO11, também conhecida pelo nome comercial de adriamicina é um antibidtico
citotoxico de antraciclina, utilizado no tratamento de diversos carcinomas, sarcomas de
tumores moles e neoplasias hematologicas (Figura 5). Os mecanismos de acdo desta droga
incluem intercalacdo da molécula de DNA; bloqueio do reparo do material genético e da
enzima topoisomerase Il; assim como geracdo de radicais livres, durante o processo de
oxidagdo da molécula em seu metabdlito instavel, a semiquinona (HADI et al., 2012). Como
consequéncia, ocorre uma série de efeitos citotoxicos em conjuncdo com os efeitos
antiproliferativos, que cessam a replicacdo de DNA e transcri¢do de RNA. (THORN et al.,
2011). Além disso, DOX pode causar a ativagdo de varios sinais moleculares de sinalizacao,
desde as proteinas quinases ativadas por AMP indutoras de apoptose (AMPKs — AMP-
activated protein kinase inducing apoptosis) até a via de apoptose Bcl-2/Bax. Neste caso,
DOX pode alterar as proporgdes Bcl-2/Bax, reduzir a ativacdo de diferentes caspases,
causando apoptose de celulas cancerosas (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2012).

No entanto, devido a ndo-seletividade da DOX, esta pode também induzir apoptose
em células normais, levando a quadros de toxicidade no cérebro, figado, rins e coragdo
(MAKSIMENKO et al., 2014). Estudos demonstram que a utilizagao da doxorrubicina pode
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levar a geracdo exacerbada de ERO’s, os quais podem mediar 0s mecanismos de
cardiotoxicidade nos pacientes tratados (VINCENT et al., 2013). Verma e Vinayak (2012)
sugerem que doses cumulativas e toxicas de DOX podem ser evitadas por meio da utilizacéo
de doses baixas da droga em combinagcdo com outras no tratamento do cancer. Ainda, 0
estudo realizado por Panchuk e colaboradores (2014) demonstrou que a utilizagdo de agentes
antioxidantes demonstrou efeitos protetivos contra a acao citotoxica de doxorrubicina in vivo

e in vitro.

Figura 5. Estrutura quimica da doxorrubicina.
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Adaptacdo de HADI et al., 2012,

Dentro deste contexto, os farmacos podem ser empregados em associa¢des visando
a utilizacdo de menores doses e buscando o sinergismo entre esses farmacos, favorecendo
uma relacdo de risco/beneficio mais favoravel ao paciente. O protocolo AC, associacao entre
a DOX e a CPA, apresenta aplicacdo terapéutica no tratamento neoadjuvante de canceres,
tornando-se um padrdo terapéutico em pacientes com estadiamento oncol6gico avancado
(MALDONATTO, LIMPER, JETT, 2012; VRIENS et al., 2013).

3.4 Palmitato de retinol

O estresse oxidativo ndo esta relacionado apenas com a toxicidade das terapias
oncéticas, mas também com a prépria etiologia do cancer, isto é decorrente do acumulo de

ERO’s entrando em conflito com o potencial neutralizador antioxidante do organismo. No
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cancer, as espécies reativas podem agir estimulando a proliferacdo celular intermediada por
mutacdes danificando o DNA, ocasionando uma progresséo tumoral. Entretanto, existe a
possibilidade de prevencdo da desordem entre as moléculas antioxidantes e pro-oxidantes
através de nutrientes que em sua composicdo disponibilizam vitaminas antioxidantes, como

os retindides, que sdo capazes de neutralizar radicais livres (PORTANTIOLO et al., 2014).

Os nutrientes antioxidantes podem apresentar acdo benéfica tanto na prevencédo
guanto no tratamento do cancer, e sua acdo é capaz de minimizar os efeitos colaterais
relacionados a quimioterapia. A vitamina A € também conhecida como retinol, é uma das
vitaminas solUveis em gordura que atua em uma séria de processos fisioldgicos incluindo a
visdo, desenvolvimento corporal, hematopoiese, sistema imune e diferenciacéo celular. A
vitamina A é considerada como um importante micronutriente na dieta dos mamiferos e
chega aos tecidos sob a forma de retinol. A vitamina A se apresenta principalmente em duas
formas: retinol e acido retindico, no qual o &cido retindico (AR) é o metabolito ativo da
vitamina A. O AR funciona como um bom agente antioxidante atuando contra o stress
oxidativo no organismo animal, uma vez que neutraliza os radicais livres (BANALA,;
KARNATI, 2015; SHAO et al., 2016.).

O palmitato de retinol, C3sHs0O2, (Figura 6) é um analogo alcodlico da vitamina A,
que induz a sintese de elastina e coldgeno no tecido cutaneo, retardando o envelhecimento
cuténeo precoce, o que justifica sua aplicabilidade em produtos farmacéuticos de estética e
cosmética corporal. Tendo em vista que a estrutura quimica basica dos derivados e
metabolitos do retinol é a mesma, e os seus ésteres, como o palmitato de retinol, apresentam
uma maior estabilidade na presenca de luz e oxigénio. O PR é conhecido por seus potentes
efeitos antioxidantes no combate aos radicais livres (NIH, 2012; OLIVEIRA et al., 2014).

Dentre as variagcdes nos tratamentos para 0s canceres, inclui-se o equilibrio dietético
e nutricional dos pacientes. Embora ainda sem uma adequada consonancia cientifica, a
suplementacéo de vitaminas antioxidantes, como os derivados ou precursores da vitamina
A, entre eles: retinol, palmitato de retinol e carotenoides que comumente séo introduzidos
em consonancia aos protocolos quimioterapicos (FELISBINO et al., 2014; RAHAL et al.,
2014). Dessa forma, inimeras variedades de estudos cientificos sdo aplicados com a
finalidade de compreender a eficiéncia das terapias oncologicas. Dentre estas, metodologias

computacionais, novas tecnologias gendmicas e aplicacdo de sistemas-modelos e/ou
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modelos de estudo pré-clinicos despontam como os caminhos mais propicios para a
comprovacao da eficacia de terapias clinicas em pacientes oncoldgicos (HU, ZHANG,
2016).

Figura 6. Estrutura quimica do palmitato de retinol.
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Adaptacdo de NIH, 2012,
3.5 Modelos de estudo para monitoramento de farmacos
3.5.1 Linhagens de células cancerigenas de Sarcoma 180

Os sarcomas sdo um grupo heterogéneo de neoplasias mesenquimais que podem ser
divididos em dois tipos gerais: sarcoma 0sseo primario e sarcoma de tecido mole
(SKUBITZ; D’ADAMO, 2007). Sarcoma 0sseo primario inclue principalmente
osteossarcoma, sarcoma de Ewing e condrossarcoma; sarcoma dos tecidos moles incluem
principalmente  leiomiossarcoma,  sarcoma  sinovial, rabdomiossarcoma e
lipossarcoma. Sarcoma de tecido 6sseo e mole pode ocorrer em todas as faixas etarias, e a
incidéncia tem aumentado nos Gltimos 30 anos (YOUN; MILANO; CONSTINE, 2014).

Os sarcomas apresentam diferentes bases genéticas e anomalias citogenéticas e
variam de rearranjos gendmicos distintos (CONYERS; YOUNG; THOMAS, 2011). Néo
obstante, existem algumas condicGes que favorecem o uso de experimentos com tumores
transplantaveis na forma ascitica, tais como a facilidade na padronizacdo do nimero de
células a serem inoculadas; quantificagdo do crescimento e regressao da massa tumoral,
quando for o objetivo do estudo; possibilidade de realizar um estudo comparativo, utilizando
dos mesmos métodos de pesquisa, na corrente sanguinea e nos fluidos corporais (NERY,
2004). Sendo assim, o uso do modelo experimental utilizando células tumorais como aquelas

derivadas do Sarcoma 180 tem sido um excelente modelo de estudo, uma vez que apresenta

Dissertacio de Mestrado | Ricardo Melo de Carvalho



34

eficiente e rapida fase de promocédo quando comparados com outros modelos experimentais
tumorigénicos (OLIVEIRA- JUNIOR et al., 2005).

O sarcoma de camundongos (Sarcoma 180) foi um dos primeiros tumores
experimentais a serem transplantados em animais. Inicialmente este tumor, descoberto em
1914 como uma massa solida na axila direita de um camundongo albino, foi denominado
como Tumor de Crocker. Esse tumor foi primariamente classificado como carcinoma
mamario, mas apos varias transplantacfes subcutaneas, observou-se que suas caracteristicas
morfologicas e seu comportamento eram caracteristicos de um sarcoma e passou, entdo, a
ser chamado de Sarcoma 180 (QI; XU, 2006).

O tumor na forma ascitica e intensamente utilizado em sistemas experimentais, uma
vez que facilita a definicdo da quantidade de células que serdo transplantadas, o que permite
certo grau de controle. O tumor desenvolve-se na forma sélida desde que seja inoculado por
via subcutanea ou intramuscular em camundongos e cresce na forma ascitica quando
inoculado por via intraperitoneal (R1ZZO, 2000; MATSUZAKI et al., 2003; BERGAMI-
SANTOS; MARIANO; BARBUTO, 2004). A identificacdo da progressdo tumoral esta
possibilitando o desenvolvimento de novas possibilidades terapéuticas tendo como alvo
células presentes no microambiente tumoral, enfatizando a importancia da elaboracdo de
novas estratégias com o restabelecimento do controle do ciclo celular por meio de agentes
que atuem nos pontos de checagem, disponibilizando de estratégias vidveis na terapia
anticancer. Neste sentido, 0 modelo Sarcoma 180 pode ser utilizado para avaliar a acdo de
componentes fisicos, bioldgicos e quimicos sobre o crescimento, patogénese, imunologia,
cinética e terapia de células tumorais (ATKINS, 2006; FISCHER et al., 2007).

Modelos com sarcoma séo fundamentais para o entendimento da biologia molecular
do cancer. Os sarcomas séo distinguidos por aberracfes moleculares tais como mutacdes,
delecdo intergenes, amplificagOes de genes e translocagcdes (QUESADA; AMATON, 2012).
O sarcoma 180 (S180) é bastante utilizado em estudos experimentais com taxa de
disseminacéo e indice de proliferacdo determinados, permitindo o estudo comparativo no
uso de substancias potencialmente toxicas. O transplante de suas células € realizado, em
animais, via inoculagdo subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal, com crescimento em

até 100% dos casos, no qual pode ocorrer regressao natural em 8 a 10% (WAL et al., 2003).
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3.5.2 Linhagens de Saccharomyces cerevisiae

Estudos pré-clinicos in vivo se apresentam como modelos eficientes na extrapolacdo
de resultados, mesmo com limitacdes, para compara¢Ges com organismos superiores, Como
os mamiferos (KIRKLAND et al., 2014). Organismos eucariontes simples, por serem de
facil manuseio, cultivo e rapida multiplicacdo celular, como a Saccharomyces cerevisiae séo
padronizados como modelos de pesquisa para analise de propriedades tdxicas e/ou oxidantes
em compostos, medicamentos, extratos ou substancias isoladas (HOSTETTER; OSBORN;
DE ROSE, 2012). As linhagens de S. cerevisiae proficientes ou mutadas em suas defesas
antioxidantes séo comumente utilizadas na avaliacdo da atividade de compostos, naturais ou
sintéticos, frente aos mecanismos de defesa antioxidante destes organimos unicelulares
eucariotos. Tendo em vista a existéncia de enzimas antioxidantes funcionalmente
semelhantes a de humanos, a extrapolacdo de resultados comparativos quanto a seguranca
na liberacdo do uso de farmacos e a consolidacdo de protocolos terapéuticos torna-se mais
eficaz (OLIVEIRA et al., 2014a).

Em geral, seis linhagens leveduriformes sao semeadas em meios de cultura, liquidos
ou solidos, neste tipo de estudo (Figura 7). A linhagem EG118 foi mutada em laboratério
para torna-se deficiente no sistema enzimatico quanto a enzima superéxido dismutase
citoplasmatica (gene SOD1), ja a EG110 ndo apresenta a SOD mitocondrial (gene SOD2).
A linhagem EG133 € mutada para as duas enzimas, caracterizada pela auséncia da SOD1 e
SOD2. EG223 é proficiente em defesa antioxidante para a enzima catalase (CAT1) e EG103
corresponde a linhagem selvagem (SODWT), portanto proficiente nestas enzimas

mitocondriais e citoplasmaticas.

Figura 7. Esquema de posicionamento das linhagens utilizadas no teste com S. cerevisiae
para determinacdo do potencial oxidante ou antioxidante de compostos.
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3.5.3 Biomarcadores toxicogenéticos

Dentro da avaliacdo toxicoldgica de farmacos e produtos naturais, a pesquisa em
genética toxicologica surge como um campo relativamente novo, mas essencial dentro da
analise e controle de medicamentos. Vale ressaltar que este campo vai bem além da analise
de toxicidade aguda e crbnica de compostos, apresentando inclusive relagdo direta com o
campo da citogenética como base para a mensuragdo de interferéncias sobre a estrutura
tridimensional e funcional do material genético (TORRES-BUGARIN et al., 2014).

O DNA lesionado segue obrigatoriamente trés vias fisiologicas a depender da
funcionalidade dos mecanismos enddgenos relacionados a reparacdo de danos no material
genético. Na auséncia de reparacdo dos danos sobre o material genético, 0 mesmo perde as
atividades que seriam conferidas ap6s a codificacdo genética daquele segmento. Caso o
reparo seja incorreto, mutacées podem ser geradas, por exemplo, pelo mal pareamento de
bases nitrogenadas. Entretanto, quando o sistema de reparo responde corretamente, 0 DNA
é completamente restaurado (FENECH, 2007).

A idade, sexo e constituicdo genética apresentam-se como fatores enddgenos
relacionados com a predisposicdo para 0 acometimento de mutacGes sobre a molécula de
DNA. Habitos de consumo e alimentacdo, exposicdo a medicamentos e outros agentes
quimicos, fisicos e bioldgicos surgem como fatores exdgenos aos organismos quanto a
probabilidade de influenciarem altera¢cdes morfoldgicas no DNA. Estes agentes, podem estar
ligados a interferéncias funcionais, espontaneas ou induzidas, no material genético, o que ird
gerar efeitos silenciosos ou ndo aos organismos (BITGEN et al., 2016; TORRES-BUGARIN
etal., 2014).

Em geral, as alteracbes mais comuns s&o aquelas que ndo modificam a quantidade de
cromossomos de uma célula, mas podem originar cromossomos anormais. Nesse sentido,
quebras e amplificacbes do DNA podem ser facilmente detectadas por meio de técnicas
citogenéticas em inumeros modelos de estudo, ex vivo e in vivo. Assim, 0 biomonitoramento,
por meio de testes toxicogenéticos, que avaliam a ocorréncia de danos e anormalidades
nucleares, a exemplo do teste cometa e do teste de micronucleos (MN) possibilita o
acompanhamento dos efeitos de agentes estressores ao material genético em indmeros tipos
de sistemas bioldgicos (BONASSI, et al., 2011; EL-ZEIN et al., 2014).

Dissertacio de Mestrado | Ricardo Melo de Carvalho



37

O teste citogenético cometa, quando realizado sob pH alcalino recebe esta
denominacdo por avaliar através de uma técnica eletroforética a presenca de quebras nas
moléculas de DNA, de lesGes em sitios alcalino-sensiveis e em sitios de reparo por excisao
incompleta e danos oxidativos, em células eucaridticas. Por ser uma técnica aplicavel para o
controle de inimeros tipos de substancias, como farmacos ja em comercializagdo, o teste
cometa representa uma versatilidade no monitoramento de protocolos terapéuticos para
mensuracdo do potencial genotdxico de drogas isoladas ou em associacdo (CASH et al.,
2014).

Os biomarcadores citogenéticos sdo parametros bioldgicos utilizados como objeto de
estudo para avaliacdo de processos fisiol6gicos normais ou patoldgicos, dietas alimentares,
estilo de vida, respostas farmacoldgicas e intervengdes terapéuticas em saude. Estes
indicadores além de permitir a mensuracao de riscos ambientais e ocupacionais, contribuem
com 0s avangos em terapias clinicas por meio da deteccdo e quantificacdo de alteragdes
citologicas, genéticas e moleculares em células ou organismos expostos a inimeros tipos de
agentes (TORRES-BUGARIN et al., 2014; BOLOGNESI et al., 2015), que podem ser

avaliados com teste de micronucleos.

O teste de MN com bloqueio de citocinese — CBMN — (Figura 8) permite a deteccao
de variadas anormalidades celulares por intervir sobre a etapa final da divisdo celular
(FENECH, 2007). Os micronucleos séo fragmentos ou cromossomos acéntricos derivados
de erros na anafase da divisdo nuclear, ndo sendo destinados para uma nova célula
(BOLOGNESI; FENECH, 2012). Ja as falhas em rearranjos cromossémicos ou a fusdo de
extremidades cromossomais, teldomeros, permitem a formacéo de filamentos de cromatina
que ligam dois nucleos distintos chamados de pontes nucleoplasmaticas (FENECH et al.,
2011) e os brotos nucleares estdo associados a amplificacdo do DNA, e a ndo segregacédo do
nucleo, apresentando-se como prolongamentos do préprio espaco nuclear (BITGEN et al.,
2016).

Técnicas citogeneéticas permitem o biomonitoramento de organismos sob a acéo
lesiva e toxica de agentes quimicos. Entretanto, a pesquisa com seres humanos enfrenta
grandes entraves metodoldgicos e principalmente éticos para aprovacao e realizagdo. Nesse
contexto, os modelos de estudo pré-clinicos, como atividades em pesquisa envolvendo

roedores Mus musculus, mesmo com inUmeros entraves para sua aplicacdo, apresentam-se
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irrevogavelmente como ferramentas eficazes na compreensdo de indmeros processos
bioldgicos e farmacodindmicos (BOLOGNESI et al., 2013; AKYIL; KONOK, 2015).

Figura 8. Inducdo de anormalidades nucleares, microntcleos (MN) e morte celular por
agentes citotdxicos e genotoxicos em culturas de células com bloqueio de citocinese.
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RESUMO

A dieta é apontada como agente quimiopreventivo ou como um fator de risco para o
acometimento do cancer. Tendo em vista a problematica da prevencao e terapéutica do cancer,
o0 equilibrio nutricional dos pacientes oncoldgicos é de suma importancia. A suplementacdo de
compostos antioxidantes, como a vitamina A em suas inimeras variac¢@es estruturais, a fim de
atenuar o estresse oxidativo, em individuos portadores de cancer ainda é uma incognita. A
andlise sistematica de 75 artigos indexados nas bases de dados PubMed e Science Direct,
publicados a priore entre 2014 e 2015, teve o objetivo de relacionar a vitamina A como um
composto anti ou pré-oxidante por meio da verificagdo de controvérsias relatadas quanto a
ingestdo desta substancia como um agente em potencial para a prevencéo e terapia do cancer.
Embora o risco do acometimento de certos tipos de canceres possa ter diminuido mediante a
ingestdo de doses diarias mais baixas, pesquisas também clinicas demonstram incongruéncias
entre resultados que reportam ingestdes de altas doses de vitamina A em estudos para este tipo
de associacdo. Portanto, a inconstancia dos efeitos dos precursores, derivados ou metabolitos
da vitamina A, conota uma precaucdo quanto a sua suplementacdo nutricional ndo somente
durante o combate do cancer, mas especialmente durante as terapias oncolégicas.

Palavras-chave: Vitamina A; Estresse oxidativo; Cancer.
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ABSTRACT

The diet is seen as a chemopreventive agent or as a risk factor for the onset of cancer.
Considering the problems regarding the cancer prevention and treatment, nutritional balance of
cancer patients is of great importance. Supplementation of antioxidant compounds such as
vitamin A with its many structural variations, in order to alleviate the oxidative stress in cancer
patients, is still unknown. A systematic review of 75 articles indexed in the PubMed and
Science Direct databases, published particularly between 2014 and 2015, aimed to link vitamin
A as an anti-oxidant or pro-oxidant compound, through the verification of reported controversy
regarding the intake of this compound as a potential agent for cancer prevention and therapy.
Although the risk of the onset of certain cancers may have decreased by the intake of lower
daily doses, clinical studies showed discrepancies between the results that report ingestion of
high doses of vitamin A in studies for this type of association. Therefore, the fickleness of the
effects of precursors, derivatives or metabolites of vitamin A connotes a precaution concerning
its nutritional supplementation for cancer fight.

Keywords: Vitamin A; Oxidative stress, Cancer.
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1 Introdugéo

O céncer € uma das maiores causas de morte em todo mundo, e por apresentar inimeros
tipos e estagios, sempre € caracterizado pela dificuldade na prevencéo e principalmente na
problematica do tratamento e comumente da sua cura. Com o intuito de melhorar o progndstico
desta e de outras desordens, o equilibrio dietético dos pacientes tem-se mostrado fundamental
(BOZZETTI, 2015). Entretanto, a incorporagdo de micronutrientes minerais, zinco e selénio; e
principalmente de analogos e derivados vitaminicos isolados ou combinados na alimentacéo
para este fim, mesmo com os indmeros avancos alcancados, ainda nao denota-se de maneira
conclusiva quanto as suas consequéncias (CHEN; PRABHU; MASTRO, 2013; COOK-
MILLS; ABDALA-VALENCIA; HARTERT, 2013; OLIVEIRA, 2015) .

Embora as multiplas fungdes e os prejuizos corporais ocasionados pela deficiéncia das
vitaminas sejam facilmente difundidos no meio cientifico, o uso suplementar destas no
tratamento oncoldgico ndo se apresenta por meio de um consenso literario (BARBER et al.,
2014; CLAMON, 2015). N&o obstante, os estudos clinicos e ndo clinicos, tem demonstrado
resultados que ndo raramente se contrapdem quanto a concomitancia do uso destas substancias
sobre a eficacia preventiva ou terapéutica em cénceres (COULTER et al., 2006;
BJELAKOVIC; NIKOLOVA; GLUUD, 2013a; SHUKLA; MEERAN; KATIYAR, 2014).

Independente da classe, lipossollveis ou hidrossoliveis, as vitaminas antioxidantes sao
obtidas por meio da dieta alimentar e apresentam inimeras atribuicdes organicas, sendo
extremamente necessarias para a homeostase corporal (ALABDALI; AL-AYADHI; EL-
ANSARY, 2014; CHANG; SHEEN; LEI, 2015). Dentre elas, as vitaminas A, C e E, bastante
caracterizadas por retinol, acido ascorbico e tocoferol situam-se como compostos extremamente
eficientes na estabilizacdo de moléculas instaveis, com radicais disponiveis para pareamento
(BUCIOLI et al., 2011; GREENLEE, 2012; CELIK et al., 2013). A suplementacdo nutricional,
principalmente de compostos exogenos com atividade antioxidante, como a vitamina A, vem
sendo implementada a décadas para a prevencdo e tratamento de neoplasias em inimeros
protocolos quimioterapicos (ROCHETTE-EGLY, 2015).

Embora o uso geral destas macromoléculas esteja relacionado a um superavit funcional,
pesquisas de inUmeras ordens apontam que a ingestdo ndo controlada de vitaminas
antioxidantes pode ndo apenas prejudicar a acdo antineoplasica de alguns farmacos, por

possivelmente agirem de forma antagdnica a estes; ou mesmo promoverem uma predisposi¢do
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ao acometimento inicial do cancer (DEMARIA et al., 2010; WONG; LODGE, 2012; TANG et
al., 2014; DOLDO et al., 2015). O presente trabalho consiste em uma revisdo sistematica da
vitamina A como um composto pro ou antioxidante, por meio da verificacdo de controversias
relatadas sobre o tema a fim de melhorar a compreensdo do uso desta substancia como um

agente potencial para a prevencéo e tratamento do cancer.
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2 Metodologia

A revisdo de literatura foi realizada a partir da busca de artigos cientificos, clinicos e
ndo clinicos escritos em inglés, disponiveis em periddicos e revistas indexadas,
prioritariamente, entre os anos de 2014 e 2015. Os objetos de estudo foram obtidos mediante a
associagdo dos descritores “cancer”, “vitamin A” e “retinoic acid” nas bases de dados PubMed
e Science Direct. 482 trabalhos cientificos foram obtidos por meio da pesquisa no primeiro
banco de dados e 102 no segundo. Do total de 584 artigos, foram excluidos da analise 431, pois
ndo se adequavam aos critérios de inclusdo, tendo em vista a exigéncia dos descritores
anteriormente citados concomitantemente no titulo e no resumo. Dessa forma, 153 artigos
foram selecionados para analise cientifica, entretanto, 104 ndo se adequavam ao tema central
da pesquisa e ndo foram incluidos no corpo do trabalho. Com o intuito de ampliar o referencial
teorico, todos os 49 artigos restantes foram selecionados e analisados por completo, onde a
avaliacdo das referéncias destes permitiu a adicdo de mais 26 artigos relacionados ao tema.
Totalizando 75 artigos avaliados e incluidos neste trabalho de reviséo de literatura (Figura 1).

Figura 1. Esquema da obtencdo, analise, exclusao e avaliacdo de artigos cientificos.

584 Artigos encontrados
| 482no PubMed | - | 102 no Seience Direct |

431 Excluidos:

a x  Artigos duplicados
X Auséncia dos descritores no titulo

% Auséncia dos descritores no resumo

[/ 153 Artigos analisados}

104 Excluidos: J
X Nao se adequavam ao tema

26 Artigos adicionados:

v’ 49 Artigos selecionados} X
[ g v’ Citacdes adequadas ao tema

[ 75 Artigos incluidos ]
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3 Resultados e Discussdo

3.1 Acéo Antioxidante da Vitamina A

As atuacdes fisiologicas da vitamina A sao individualizadas e complexas, estando
relacionadas a inUmeros processos de reconhecimento e sinalizacdo molecular, assim como ao
metabolismo basal corporal; atuando eficazmente sobre a resposta imunoldgica; reposicéo de
células epiteliais e tecidos mucosos; reproducdo-espermatogénese e manutencdo da visao
(DOLDO et al., 2015; LEE et al., 2010; VON LINTIG, 2012). a-caroteno, f-caroteno, -
criptoxantina, retinol, acido retindico (AR) e retinaldeido sdo algumas das milhares de
terminologias cientificas que correspondem a compostos naturais, sintéticos e pro-vitaminas A
(DONKENA; KARNES; YOUNG, 2010; BUSHUE; WAN, 2010). As estruturas quimicas sao
tdo variadas que os metabdlitos da vitamina A podem ser atribuidas a conformacdes, cis, 9-cis
retinoic acid; e trans, ATRA (all trans retinoic acid) (SZABO et al., 2013; CONNOLLY;
NGUYEN; SUKUMAR, 2013; GRUNE et al., 2010; VARSHOSAZ et al., 2013).

A atuacdo especifica de cada analogo ou derivado depende, dentre diversos fatores, da
especificidade de sua identificagdo molecular. Pela capacidade de mediar a resposta
imunolégica; combater a ligacdo de radicais livres, como as espécies reativas de oxigénio -
ERO’s: anion superoxido, radicais hidroxila e hidroperoxila - a uma grande variedade de grupos
organicos como o DNA, a vitamina A é comumente apresentada como um potente modulador
da progressdo ou mesmo iniciacdo de canceres, impedindo desde a proliferacdo celular a
invasividade tecidual (DOLDO et al, 2015; ZEEGERS; GOLDBOHM, 2001).

Devido a lipossolubilidade da vitamina A, os receptores proteicos nucleares esteroidais,
como os receptores para o acido retindico (RARS) e os receptores X-retindicos (RXRs), sdo
impreterivelmente ativados e expressivos na genetica do cancer, ja que influenciam a
transcricdo de genes supressores de tumor, a exemplo o P450 (LEE et al., 2010; BUSHUE;
WAN, 2010). Outros compostos protéicos que medeiam rea¢des extremamente cruciais podem
ser exemplificados, como: RBP, CRBPs/CRABPS, proteinas plasmaticas de ligacao ao retinol
ou &cido retindico que se apresentam em varias subunidades; e o Stra6, gene associado a p53
na inducdo de apoptose celular, o que pode ser fundamental para o controle da proliferacao
celular e invasividade tecidual tumural (DOLDO et al., 2015; Ll et al., 2011; CARRERA et al.,
2013; KHILLAN, 2014; LIU et al., 2011; MAHALINGAM et al., 2010).
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A procura incessante por protocolos, técnicas e/ou insumos de origem natural e até
mesmo sintética a fim de combater a iniciacdo e a proliferacdo de células neoplésicas, €
impreterivelmente, um dos maiores entraves das ciéncias em saide (CONNOLLY; NGUYEN;
SUKUMAR, 2013). A terapéutica do cancer por ser restrita, individualizada, complexa e
diferenciada, acarreta em grandes déficits a satide publica como um todo; seja pela ardua adesao
dos pacientes, complicacdes e altos custos do tratamento, ou por conta dos agressivos efeitos
adversos (alopécia; distarbios dietéticos, circulatorios; toxicidade sanguinea, hepatica,
cardiaca, entre outros) que culminam em um maior sofrimento do paciente oncologico
(TYKWINSKA et al., 2013; LQUBAL et al., 2014; TANG et al., 2014).

Dentre os inlmeros mecanismos para a promocao da morte celular pela interacdo da
vitamina A e seus derivados, a atuacdo para este fim do ATRA, o identifica como um agente
antitumoral principalmente no dmbito de pesquisas ndo-clinicas abrangendo os modelos de
estudo in vitro e ex vivo, por exemplo, em anélise de células primérias de pacientes portadores
de leucemia linféide cronica (HOLMES, 2012; FERNANDEZ-CALOTTI et al., 2012). A
aplicacdo de ATRA sobre células cancerigenas, HepG2 e A549, positivas e negativas para p14,
gene indutor de morte celular por meio de um mecanismo epigenético que envolve a diminuigéo
da atividade de DNMT’s, DNA metiltransferases, acarretou ndo apenas na ativagdo, mas
também na regulacdo de p53 através da ubiquitinizacdo de MDM2 (SHUKLA; MEERAN;
KATIYAR, 2014; MELONI, 2014. O que viabiliza a sua ac¢do sobre células do cancer por duas
vias de ativacdo protéica eficientes em induzir apoptose (HEO; KWAK; JANG, 2015;
CARMONA-GUTIERREZ et al., 2011; CIRCU; AW, 2012; GUICCIARDI et al., 2013;
JOHANSSON et al., 2010), como observado na figura 2.

Dentre a apreciagdo da regulagdo do estado nutricional individualizado como uma
alternativa terapéutica para a prevencdo ou melhora do prognéstico do cancer, os estudos do
polimorfismo génico de segmentos cromossdmicos relacionados a expressao de proteinas
sinalizadoras dos analogos/derivados de retinol apresentam-se como biomarcadores eficientes
para a instalacdo de varias desordens corporais, como glaucomas, doencas cronicas
cardiovasculares, neoplasias intraepiteliais ou mesmo os canceres, como o de colorretal, colo
uterino e de mama (ZANON-MORENO et al., 2013; BROWN et al., 2014; KHAN et al., 2015).
Embora os resultados de estudos cientificos possam se distinguir quanto a atenuacéo dos efeitos

das desordens neoplasicas mediante a ingestdo de macronutrientes, pesquisas em salde tendem
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a sugerir a suplementacdo de antioxidantes ao paciente diagnosticado com céancer (Tabela 1)
(NEUZIL etal., 2007; DORJGOCHOO et al., 2008; APRAIZ; BOYANO; ASUMENDI, 2011).

Figura 2. Acéo terapéutica do ATRA, induzindo hipometilagio de DNMT’s. Com a ativagdo
da expressdo de pl4 e a consequente degradacdo de MDM2, a estabilizacdo e regulacdo da
sintese de p53 promove a apoptose em células tumorais.

a‘b.O
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Q
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‘ MDM2 \
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Adaptacéo de Heo; Kwak e Jang (2015).

Apesar de certos canceres manterem o padrdo de resisténcia a acdo de protocolos
quimioterapicos, como a leucemia pré-mielocitica aguda (LPA), a acdo moduladora da
vitamina A, frente a estes efeitos oxidantes é detectada e continuamente aperfeicoada,
convergindo ou sugerindo uma melhora terapéutica (JOHNSON; REDNER, 2015; UCHINO et
al., 2015). Linhagens cancerigenas MCF-7 de células mamarias (MARCATO et al., 2015;
FLODROVA et al., 2015), SK-N-BE e SH-SY5Y de neuroblastoma (WATTERS et al., 2013),
P19 de carcinoma embrionario (LEE et al., 2015), HTC de carcinoma hepocelular (IONTA et
al., 2012), células primarias de osteosarcoma (ZHANG et al., 2014), Panc-1 e Aspc-1 de
adenocarcinoma pancreatico (GUAN et al., 2014), DU145 de cancer de préstata (AMERI et al.,
2011), A2780 de cancer ovariano (DOLDO et al., 2015), dentre outras, ja& se mostraram
sensiveis a atuagdo citotoxica desta vitamina em inumeros parametros, que envolvem:
inflamacéo, diferenciacdo e proliferacdo celular neoplasica, ativacao de genes pro-apoptéticos
e expressdo de proteinas ligadas a resposta celular citotdxica (Tabela 1) (GUO, 2011; QIAO et
al., 2012).

As pesquisas clinicas envolvem a implicacdo benéfica da ingestdo da vitamina A, em

doses variadas, com a mutagdo de genes supressores do cancer e mecanismos epigenéticos
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(Tabela 1). A avaliagdo da combinacgdo quimioterapica com ATRA a 45 mg/m?/dia em 53
pacientes diagnosticados com leucemia promielocitica aguda revelou um melhor prognéstico
em individuos ndo mutados para o receptor FLT3/ITD (HONG et al., 2011). Apesar das
dosagens mais baixas serem mais comuns, descricdo do uso de ATRA em dosagens ajustadas
que vao de 3.869 a 222.111 Ul/dia em 49 pacientes portadores de tumores na cabeca e pescocgo
demonstrou que a maior suplementacdo esteve associada com a menor metilacdo de gene
supressor de tumor (COLACINO et al., 2012).

A suplementacdo dos precursores, derivados e metabolitos da vitamina A na prevencao
ou tratamento do cancer também se mantém eficiente em estudos com grandes amostragens
(Tabela 1). A suplementagdo nutricional de B-caroteno em conjunto com palmitato de retinol
em dosagens inferiores a 1.500 pg/dia/AER (atividade equivalente de retinol) direcionada a
1428 fumantes demonstrou uma acentuada diminuicao do risco de cancer de pulmao (CHENG
et al.,, 2014). Uma metanalise de 25 estudos clinicos constatou o papel preventivo da
suplementacdo de retinol em um total de 11.580 individuos pelo decréscimo do risco do
acometimento de cancer de bexiga (TANG et al., 2014). A combinacdo do retinol com [3-
caroteno foi mensurada, também por meio de metanalises. Dois trabalhos, que envolveram 10
estudos em uma populagédo de 236.623 pessoas, e 47 estudos em uma populagéo de 1.221.392
individuos, respectivamente para analise da potencial protecdo contra 0 melanoma e o cancer
gastrico, comprovaram a acentuada reducdo do risco de iniciacdo para as duas desordens
corporais, tendo no segundo caso, melhor significancia para as mais baixas dosagens de
vitamina A, 1,5 mg/dia (ZHANG; CHU; LIU, 2014; KONG et al., 2014).

Apesar das milhares e diferentes rotas para ativacdo da apoptose, a comum associagao
entre proteinas indutoras de morte celular conota uma relagdo entre estas vias que permeiam o
mecanismo de acdo das proprias vitaminas antioxidantes, em geral (SUNTHARALINGAM,;
SONG; LIPPARD, 2014). Conjecturando-se assim, que por meio de suas conformacoes
bidimensionais a afinidade seletiva destes por grupamentos organicos, geralmente especificos,
possa aferir uma maior toxicidade a células tumorais (DOLDO et al., 2015; CIRCU; AW, 2012;
YANG, 2015).
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Tipo

Modelo de Estudo

Proposta do Estudo

Dose ou
Concentracao

Efeitos da Vitamina

Referéncia

Retinol

ATRA

Acido Retinéico

ATRA

ATRA
ATRA
ATRA
ATRA
ATRA

Retinol

p-caroteno +
Palmitato de retinol

Retinol +
B-caroteno

Retinol +
B-caroteno

ATRA

ATRA ou
9-cis acido retindico

ATRA e
9-cis &cido retindico

(Revisao)
In vitro = A2780 células de
cancer de ovario

Estudo clinico = 49 pacientes

In vitro = linhagem de células
cancerigenas HTC
In vitro = linhagem de células
cancerigenas SK-N-BE e SH-
SY5Y
In vitro = linhagem de células
cancerigenas HT93A
In vitro = células primarias de
osteosarcoma

In vitro = linhagem de células
cancerigenas DU145

Ex vivo = 23 pacientes

Estudo clinico = 53 pacientes

Meta-analise de
25 estudos = 11.580 individuos

Estudo clinico = 1.428
individuos

Meta-andlise de
10 estudos = 236,623
individuos
Meta-analise de
47 estudos = 1.221.392
individuos
In vitro = linhagem de células
cancerigenas HepG2 e Hep3B

In vitro = células tumorais
Panc-1 e Aspc-1

In vitro = linhagem de células
cancerigenas humanas MCF-7

Eficécia terapéutica do Retinol

Associacdo com a metilagcdo do DNA em
pacientes com tumor de cabeca e pescogo

Uso combinado com cAMP no tratamento de
CHC

Indicagdo da rota de carcinogénese em
neuroblastoma

Anélise da diferenciagdo celular em LPA

Anadlise da diferenciacéo celular em
osteosarcoma

Efeito sobre proliferagdo de células no
cancer de prostata

Andlise de células primarias de pacientes
com LLC resistentes a fludarabina

Impacto sobre o progndstico de uma
combinagdo quimioterapica em LPA

Anélise do efeito preventivo da dieta sobre o
cancer de bexiga
Investigacéo do efeito preventivo da dieta
em populacéo de alto risco para o cancer de
pulméo

Anélise do efeito preventivo sobre o
melanoma
Anélise do efeito preventivo sobre o cancer
gastrico

Anélise da inducédo de apoptose em
hepatoblastoma e hepatoma

Efeito da proliferacao celular em cancer
pancreético

Andlise da invasdo e metastase em cancer de
mama

20 uM

3869 - 222111
Ul/dia

0.1 uyM
5uM
100 nM
1 uM
le10puM
10 pM
45 mg/m?/dia
NR

< 1.500 pg/dia AER

NR

1,5 mg/dia
5uM
20 uM

0,01 mmol/L a 25
mmol/L

Promoveu a reexpressdo de CRBP-1 interferindo sobre a
diferenciacéo das células cancerigenas

A maior ingestéo teve menor associa¢do com a metilagdo do
gene supressor de tumor

Inibicao da proliferacéo de células HTC e melhora da
diferenciagdo

Alteragdo dos niveis de expressdo de T-CRs induzindo a
diferenciacéo celular

Induc&o da diferenciacéo granulocitica terminal pela regulacéo
de proteinas CD11b e CD34

Ligacdo especifica em E2F1 pelo RARa induzindo a
diferenciagdo osteogénica

Inducdo de apoptose pela clivagem de p35 e super ativagdo de
Cdk5

Elevagio intracelular de hCNT3 por TGFp1 intensificando a
apoptose celular

Melhor prognéstico em individuos ndo mutados para o receptor
FLT3/ITD

Diminuicéo do risco de cancer de bexiga

Diminuigéao do risco de cancer de pulméo em fumantes

Diminuicéo do risco de cancer de melanoma

Baixas doses de vitamina podem diminuir significativamente o
risco do cancer gastrico

Expresséo de p14, promogéo da hipometilacéo e inducéo de
apoptose

Inibi¢ao da migragao celular pela baixa expressao de a-SMA,
FAP, 1L-6 e diminui¢do da producdo de matriz extracelular

Aumento da regulacéo de p27, ribonucleoproteina SmD3, e
cofilina-1, afetando a migragéo celular no tumor

DOLDO et al., 2015

COLACINO etal., 2012

IONTA et al., 2012

WATTERS et al., 2013

UCHINO et al., 2015
ZHANG et al., 2014

CHEN et al., 2012

FERNANDEZ-CALOTTI et al.,
2012

HONG et al., 2011

TANG et al., 2014

CHENG et al., 2014

ZHANG; CHU; LIU, 2014

KONG et al., 2014
HEO; KWAK; JANG, 2015

GUAN et al., 2014

FLODROVA et al., 2015

Legenda: NR = ndo relatado. TCP = tumor de cabeca e pescoco. cCAMP = adenosina monofosfatada ciclica. CHC = carcinoma hepatocelular. ATRA = all trans retinoic acid.
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3.2 Acéo Oxidante da Vitamina A

Embora grande parte dos experimentos enfatizem os beneficios da vitamina A devido a
sua capacidade antioxidante, alguns dos representantes do grupo estdo propensos a exercerem
atividades opostas, apresentando-se como agentes pré-oxidantes (BEHR et al., 2012). Néo
raramente, em altas concentracdes eles podem permitir oxidacéo bioldgica, tendo relacdo com
os altos niveis de O; e a entrada de toxinas ou metabdlitos, por meio da interferéncia sobre as
propriedades de membranas celulares (BOWRY; INGOLDT; STOCKER, 1992).

A suplementacdo da vitamina A pode exercer efeitos tdxicos sobre variados sistemas,
em diversos modelos de estudo, inclusive in vivo (Tabela 2). Em ratos adultos a
neurotoxicidade é um deles, acarretada, por exemplo, pela influéncia sobre a atividade de
enzimas antioxidantes plasmaticas como a superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)
(SCHNORR et al., 2014). O estresse oxidativo e nitrosativo mitocondrial eleva ainda
monoamina oxidase (MAOQO), a-sinucleina, proteina p-amildide, RAGE, e TNF-a em
organismos sadios, por meio de ingestdes diarias de até 2500 Ul/kg/dia™! (OLIVEIRA et al.,
2012; MOQUIN; CHAN, 2010). Os efeitos neurotoxicos sao tdo expressivos que doses clinicas
de 1000 a 9000 IU/kg/dia de palmitato de retinol ndo apenas promovem interferéncia sobre a
cadeia respiratéria, elevam a producéo de anion superdéxido (O2¢—), como incrementam as taxas
de glutationa-S-transferase (GST) danificando o cortex frontal, cerebelo e hipotdlamo de
animais (DE OLIVEIRA; MOREIRA, 2008; DE OLIVEIRA et al., 2009; DE OLIVEIRA;
MOREIRA, 2007).

A progressdo do cancer é dependente do equilibrio entre a inducdo da proliferacdo ou
de morte celular, ndo obstante do processo de peroxidacdo lipidica (NICOLAU-GALMES et
al., 2011; SADOWSKA-BARTOSZ; BARTOSZ, 2014). A relacdo com mediadores cruciais
para a sobrevivéncia celular, como NFkB e citocinas pro-inflamatdrias, ja permitiu a
identificacdo do intenso estresse oxidativo induzindo morte em células ndo neoplésicas de
Sertoli pela alteracdo da transferéncia de elétrons mitocondriais ocasionada pelo tratamento in
vitro com retinol (ZANOTTO-FILHO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009; VASEVA et al.,
2012), como caracterizado na figura 3. O desequilibrio do estado redox pela dieta rica em
palmitato de retinol é tdo severo que a interferéncia deste sobre o metabolismo basal de ratas

adultas gestantes e lactantes pode promover efeitos teratogénicos, e a sua influéncia negativa
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sobre ratas ovariectomizadas, sugere inclusive o cuidado na suplementagdo da vitamina em
mulheres menopausadas (BEHR et al., 2012; SCHNORR et al., 2011).

Figura 3. Acdo oxidante do retinol induzindo a produgdo de aniun superdxido (O2+—) e a
acumulacdo intracelular de espécies reativas (ER), ocasionando a morte de células néo
neopléasicas. Condicdo ocasionada pela inibicdo de NFkB (fator de necrose tumoral kB), ndo
dependente de retinol, e consequente auséncia da superdxido desmutase (SOD2) eficiente em
equilibrar o estado redox.

Adaptacéo de Zanotto-Filho et al., (2009).

Avaliagdes clinicas também comprovam a inconstancia dos efeitos da vitamina A e dos
seus derivados (Tabela 2) (OLIVEIRA, 2015; MACTIER; WEAVER, 2005). Um estudo
randomizado de 53 pesquisas clinicas, envolvendo a influéncia da suplementacédo alimentar de
vitaminas em 241.883 individuos, com idade entre 18 e 103 anos, demonstrou uma maior taxa
de mortalidade em pessoas com ingestao comprovada de 3-caroteno em doses acima de 9,6 mg
(BJELAKOVIC; NIKOLOVA; GLUUD, 2013b). A avaliacéo de 13 populagdes, abrangendo
um total de 1400 portadores de LPA registrados no National Cancer Institute's Surveillance
demonstrou que as taxas de mortalidade nos grupos permaneceram elevadas mesmo apds a
suplementacdo de ATRA (PARK et al., 2011). Em pacientes com cancer de pele ndo-melanoma
a ingestdo de 25,000 IU de retinol desencadeou um significante aumento do risco destes
desenvolverem carcinoma de células escamosas (CCE) (CLOUSER et al., 2010). N&o obstante,
Bjelakovic et al (2007), em um estudo randomizado envolvendo 232.606 participantes
constatou que a dieta rica em p-caroteno/vitamina A, em doses diarias variadas, mas também

elevadas, chegando a 200.000 Ul, desencadeou um incremento no risco de morte.

As dosagens ou posologias tomam destaque nas controvérsias quanto ao uso de

micronutrientes vitaminicos para a terapéutica do cancer (PARK et al., 2010; BJELAKOVIC;
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NIKOLOVA,; GLUUD, 2013b). Embora as maiores perspectivas sejam oriundas de resultados
obtidos a partir de testes in vitro e ex vivo, o favorecimento a incorporacdo de vitaminas a dieta
concomitante aos tratamentos quimioterapicos € mais associada a concentra¢cdes mais baixas
dos compostos em questdo, enquanto que as mais elevadas estédo relacionadas majoritariamente
a atuacdo pro-oxidante dos mesmos (TYKWINSKA et al., 2013; IONTA et al., 2012). Isto
conota ao balanceamento exigido para o equilibrio das rea¢fes geradoras de eletronegatividade,
caracteristicas pela liberagcdo de &tomos ou moléculas instaveis pelo ndo pareamento de elétrons

disponiveis, processo comum na cadeia respiratéria (WENSVEEN et al., 2011).

A suplementacéo nutricional dos precursores ou derivados de vitamina A esta associada
ndo somente a manutencdo da homeostase corporal como a incorporacéo em diversos tipos de
terapias em humanos, como desordens dermatoldgicas e oncoldgicas (KHILLAN, 2014;
ZHANG; CHU; LIU, 2014; HSU et al., 2015). Tendo em vista que as suas dosagens podem
exceder 300.000 Ul/dia, faz-se necessario a determinacdo de doses terapéuticas ndo apenas
individualizadas, mas principalmente confiaveis que assegurem ao paciente a auséncia de
efeitos oxidantes e adversos a proposta inicial deste tipo de protocolo preventivo ou
quimioterapico (BEHR et al., 2012; DE OLIVEIRA; MOREIRA, 2008).
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. D . . . N
Tipo Modelo de Estudo Proposta do Estudo oseou Efeitos da Vitamina Referéncia
Concentragao
caroteno e Ensaio randomizado de 385
E/itamina A artigos clinicos = 232,606 Prevencdo do cancer 1333-200.000 Ul A suplementac&o elevou o risco de morte BJELAKOVIC et al., 2007
individuos
ATRA Estudo Cll.nICO = 1400 Andlise da eficécia do tratamento NR As taxas de mortalidade permanecem elevadas apds a PARK et al., 2011
pacientes em LPA suplementagao
In vivo = ratas Wistar Efeitos da suplementacéo 500 ou 1,500 Diminuicdo da SOD/CAT

Palmitato de Retinol

Palmitato de Retinol

All-trans retinol
(ROH)

Palmitato de Retinol

Palmitato de Retinol

Palmitato de Retinol

Palmitato de Retinol

p-caroteno

Palmitato de Retinol

Retinol

fémeas

In vivo = ratos

In vitro, células de Sertoli
ROH-tratadas

In vivo = ratos Wistar
adultos

In vivo = ratos Wistar
adultos

In vivo = ratos adultos

In vivo = ratos adultos

Ensaio randomizado de 53
artigos = 241,883
individuos
In vivo = ratas Wistar
fémeas

Estudo clinico =525
pacientes

durante a menopausa em ratas
OoVvX

Avaliagdo do estado redox

Efeito protetor do NFkB contra o
estresse oxidativo induzido por
ROH

Avaliagdo da interferéncia sobre a
homeostase neuronal

Avaliacdo da disfuncdo do
metabolismo cerebral

Avaliacdo de marcadores de
estresse oxidativo e nitrosativo

Analise do estado redox de PSM

Efeitos de diferentes doses sobre
as taxas de mortalidade

Efeitos durante a gestacéo e
lactacdo por pardmetros do
estresse oxidativo
Acéo contra a recorréncia em
pacientes de risco com cancer de
pele ndo melanoma

Ul kg™ dia™* (30 dias)

1000-9000 Ul/kg/dia

5-10 uM

1000-9000 IU/kg/dia
(28 dias)

1000-9000 Ul/kg/dia
(28 dias)

500-2500 Ul/kg/dia™
(3 meses)

1000-9000 Ul/kg/dia

>9,6 mg

2500-25.000 Ul/kg

25.000 UI

hipotalamica e do cértex frontal, além da peroxidacéo
lipidica do cortex frontal

Interferéncia sobre a atividade da transferéncia de
elétrons mitocondriais no cerebelo

Acumulagéo de espécies reativas

Indugdo do estresse nitrosativo no hipotdlamo

Disfuncgdo do estado redox e bioenergético no cortex
frontal

Disfung¢do do estado redox hepatico

Disfungdo mitocondrial e alteragéo cerebral do cortex
e/ou cerebelo

Altas doses aumentaram significativamente a
mortalidade

A suplementacgdo durante a gestacdo e lactagdo
pode ser tdxica para as mées com efeitos adversos para
o0 desenvolvimento dos descendentes

Aumento significante do risco de desenvolver
carcinoma de células escamosas

BEHR et al., 2012

DE OLIVEIRA; MOREIRA,
2008

ZANOTTO-FILHO et al., 2009

DE OLIVEIRA et al., 2009

OLIVEIRA et al., 2009

OLIVEIRA et al., 2012

DE OLIVEIRA; MOREIRA,
2007

BJELAKOVIC; NIKOLOVA,
GLUUD, 2013 (b)

SCHNORR et al., 2011

CLOUSER et al., 2010

Legenda: NR = ndo relatado. LPA = leucemia promielocitica aguda. OVX = ovariectomizadas. NFkB = fator de necrose tumoral kappa beta. PMS = particulas
submitocondriais. ATRA = all trans retinoic acid. Retinol alcoolico = ROH.
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4 Conclusodes

A anélises de testes ndo clinicos, revelou contrastes quanto ao tratamento de células com
a vitamina A. Em testes in vitro, administragdo de concentragdes de 10 uM de derivados da
vitamina A, demonstrou efeitos terapéuticos sobre células cancerigenas (Tabela 1), mas
oxidantes sobre células ndo neoplasicas, pela acumulacao de espécies reativas, quando inibida
a atuacdo da SOD2, enzima antioxidante (Tabela 2). Embora ndo se tenha um consenso
literario, como observado nas doses em torno de 200.000 Ul de precursores ou derivados da
vitamina A, a andlise dos testes clinicos constatou que a ingestdo de doses diérias mais baixas,
1,5 mg (B-caroteno combinado ao retinol) esteve relacionada com os efeitos antioxidantes, mais
cabiveis a prevencdo do cancer. A caréncia de estudos conclusivos e nao conflitantes sobre a
ingestdo da vitamina A como um antioxidante, isolada ou disposta em formulacdes de
suplementos vitaminicos para prevenir ou tratar o cancer necessita de mais esclarecimentos.
Frisa-se ainda que a diminuicdo da predisposicdo para certos tipos de céanceres, por
consequéncia deste tipo de suplementacdo nutricional, ndo exclui o risco do acometimento de

outra desordem corporal, incluindo especialmente os danos ao material genético.
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RESUMO

Os antineoplasicos sdo conhecidos pela geracdo de altos niveis de estresse oxidativo em
sistemas bioldgicos. O uso de nutrientes e de suplementagdes vitaminicas é indicado para
minimizar os efeitos adversos da quimioterapia, embora existam controversias sobre suas
interferéncias na eficacia deste tipo de tratamento. O estudo analisou a a¢do do palmitato de
retinol frente aos danos oxidativos e genotoxicos da doxorrubicina e/ou ciclofosfamida,
respectivamente, por meio do uso de linhagens de Saccharomyces cerevisiae proficientes e
mutadas quanto as defesas antioxidantes e do teste cometa, em Sarcoma 180. Em S. cerevisiae,
0 palmitato de retinol foi testado na concentragdo de 100 Ul/mL; e em Sarcoma 180, nas
concentragdes 1, 10 e 100 Ul/mL frente aos danos da doxorrubicina e ciclofosfamida nas
concentragdes de 2 ug/mL e 20 ug/mL, respectivamente. Os danos oxidativos ao DNA
citoplasmatico e mitocondrial das linhagens SodWT, Sodi4, Sod2A, SodlAlsod2A, CatlA e
SodiAlCatlA induzidos pelos antineoplésicos foram significativamente (P<0,001***)
modulados pelo palmitato de retinol. De forma similar, a genotoxidade induzida pelos
antineoplasicos em Sarcoma 180 também foi modulada pelo palmitato de retinol em todas as
concentracdes testadas. Considerando que os danos oxidativos causam genotoxicidade em
células eucarioticas ndo tumorais e tumorais, os resultados apontam que durante a meia-vida
dos antineoplasicos, a suplementacdo vitaminica de nutrientes ricos em palmitato de retinol
pode interferir na eficacia da quimioterapia por interpelarem sobre 0s mecanismos citotoxicos
inerentes a inducdo da morte celular, de importancia para a regressdo tumoral.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; Antineoplasicos; Antioxidantes; Palmitato de retinol.
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ABSTRACT

Antineoplastic agents are known for their inducing capability of oxidative stress in biological
systems. Nutrients usage and vitamin supplements are recommended for minimizing the
adverse effects of chemotherapy, despite of some controversies about the interference of these
substances on the effectiveness of treatment. This study analyzed the retinyl palmitate (RP)
action front of oxidative and genotoxic damage by doxorubicin (DOX) and/or
cyclophosphamide (CPA) by using comet assay in proficient and mutated Saccharomyces
cerevisiae strains and Sarcoma 180 cells. On S. cerevisiae, the RP was tested at a concentration
of 100 IU/mL, while on Sarcoma 180, it was 1, 10 and 100 IU/mL. The DOX and CPA were
used as oxidative agents at the concentrations of 20 pg/mL and 2 pg/mL, respectively. Results
suggest that, the oxidative damage in the proficient and deficient S. cerevisiae (SodWT, Sod14,
Sod24, Sod14Sod24, Catl4 and Sod14CatlA) strains was significantly (P<0.05) modulated by
RP. Similarly, the genotoxicity induced by the antineoplastics (DOX/CPA) on Sarcoma 180
was also modulated by RP. However, the oxidative damages cause genotoxicity in non-tumor
and tumor eukaryotic cells. In conclusion, the antineoplastics with vitamin supplementation of
retynil palmitate-enriched nutrients can impede the efficacy of chemotherapy, by interfering
with the cytotoxic mechanisms related to induction of cell death, which is crucial for the tumor
regression.

Keywords: Oxidative stress; Antineoplastic; Antioxidants; Retinyl palmitate.
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1 Introdugéo

O céncer é uma doenca caracterizada pela multiplicagdo e propagacéo descontrolada,
no corpo, de formas andmalas das préprias células, representando estatisticamente uma das
maiores causas de morte no planeta (ZNAOR et al., 2015). Os registros de Cancer de Base
Populacional do Brasil fornecem dados que propdem uma estimativa em torno de 600 mil novos
casos confirmados de algum tipo de neoplasia em todo o pais, apenas para o biénio 2016-2017
(INCA, 2015).

A quimioterapia (QT) é uma das modalidades terapéuticas de maior escolha para o
alcance da cura, controle ou apenas paliacdo em pacientes oncolégicos (FUH et al., 2015). Entre
0s esquemas quimioterapicos mais aplicaveis, existem os protocolos FAC (5- Fluorouracil +
Doxorrubicina + Ciclofosfamida), AC-T (Ciclofosfamida + Doxorrubicina + Taxol ou
Paclitaxel) e AC (Doxorrubicina + Ciclofosfamida) (CIRILLO, 2008; GOMES JUNIOR et al.,
2015). Os quimioterdpicos se constituem em substancias citotoxicas que atuam direta ou
indiretamente no processo de proliferacdo celular, tendo como um dos principais objetivos a
inducdo de apoptose em células cancerigenas (FREEDMAN; PARTRIDGE, 2011; DAI et al.,
2013; BASU et al., 2015).

Uma parcela considerdvel dos pacientes em tratamento quimioterdpico faz
suplementacéo alimentar, especialmente com os derivados ou precursores das vitaminas A e C,
0 que pode ocasionar efeitos antagbnicos aos antineoplasicos (BOZZETTI, 2014,
SUBRAMANI et al., 2014). Pertencendo ao subgrupo dos retinoides, o palmitato de retinol,
composto associado a vitamina A, apresenta relacédo direta com o desenvolvimento saudavel do
corpo, ajudando na manutencdo da visdo e da umidade das mucosas, 0 que interfere,
positivamente, no equilibrio do sistema imunolégico; além de estar envolvido em processos de
regulacdo e diferenciacdo celular (SOUGANIDIS et al., 2013; PIRAZZI et al., 2014).

Atualmente, questiona-se a eficacia do tratamento para o cancer quando administrados
antioxidantes, concomitantemente, aos quimioterapicos, tendo em vista que se deve levar em
consideracdo as propriedades individuais dos compostos antioxidantes e os mecanismos de agdo
dos préprios antineoplasicos (CONKLIN, 2004). Em razdo disso, o uso clinico dos
antioxidantes, como reguladores do estresse oxidativo durante a quimioterapia, ndo apresenta
consenso literario e clinico (OLIVEIRA, 2015; PISOSCHI; POP, 2015).
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Este estudo teve como objetivo analisar o papel do palmitato de retinol (PR) na
modulacdo de danos oxidativos induzidos pelos antineoplasicos ciclofosfamida (CPA) e
doxorrubicina (DOX) em linhagens de Saccharomyces cerevisiae proficiente e mutadas quanto
as defesas enzimaticas antioxidantes; alem de avaliar o efeito modulador frente aos danos
genotoxicos induzidos pelos antineoplasicos DOX, CPA, e o Protocolo AC sobre células de

Sarcoma 180, ex vivo, com aplicagéo do teste cometa.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Obtencéo e preparo das substancias

Todos os quimicos foram obtidos em uma farmacia de manipulagdo em Teresina, PI.
Os antineoplésicos CPA e DOX foram preparados por meio de diluigdo com solucao salina
0,9% (estéril) até a concentracdo final de 20 pg/mL e 2 pg/mL, respectivamente, escolhidas
conforme Freedman e Partridge (2011). Procedeu-se a solubiliza¢éo do palmitato de retinol até
as concentracdes de 1, 10 e 100 Ul/mL, em solucéo fisiologica 0,9% acrescido de DMSO a
10%.

2.2 Atividade oxidante em linhagens de Saccharomyces cerevisiae

Trata-se de um estudo experimental de carater analitico descritivo, no qual foram
utilizadas seis linhagens de leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae proficiente e
mutadas em suas defesas antioxidantes. A linhagem EG118 é defectiva no sistema enzimatico
gue envolve a enzima superdxido dismutase citoplasmatica (CuZnSOD - produto do gene
SOD1), enquanto a EG110 apresenta muta¢do na SOD mitocondrial (MnSOD - produto do gene
SOD2); EG133 ¢ o duplo mutante defectivo para SOD1 e SOD2; a linhagem EG223 é defectiva
na enzima catalase (CAT1); a EG é o duplo mutante defectivo para SOD1 e CAT1; e EG103

corresponde a linhagem selvagem, portanto proficiente nestas enzimas (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo das linhagens e gendtipos de S. cerevisiae utilizadas no estudo.

Descricao Genotipo Origem
EG103 (SODWT) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+
EG118 (SodIA) sod1::URAS3 all other markers as EG103
EG110 (Sod2A) sod2::TRP1 all other markers as EG103 Edith Gralla, L

Angeles

EG133 sod1::URA3 sod2::TRP1 double mutant all other
(Sod1ASod2A) markers as EG103
EG223 (CatlA) EG103, except catl:: TRP1

EG (SodIACatIA) EG103, except sodl:: URA3 and catl:: TRP1
Adaptacdo: De Lima, 2008.
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Todos os experimentos foram realizados através do teste do disco central em S.
cerevisiae, onde as culturas de leveduras foram distribuidas sobre a técnica de co-tratamento,
tradadas com H202 ou solugdo fisiologica. As linhagens foram cultivadas em meio YEL (extrato
de levedura 0,5%, 2% de Bacto-peptona, 2% de glucose) a 28°C em um agitador orbital até
atingirem a fase de crescimento estacionéaria, de acordo com Oliveira e colaboradores (2014a).
Células em suspensédo foram semeadas a partir do centro para a margem das placas de Petri em
um movimento continuo, para ambos os lados da placa, contendo em seu centro um disco de
papel de filtro estéril, ao qual foi acrescentado, nas distintas placas, 10 uL das concentracfes
de cada antineoplasico e 10 uL do palmitato de retinol para realizacdo do co-tratamento. Para
correlacdo estatistica com os resultados dos grupos testes, dois grupos controle foram
utilizados. 10uL de uma solugéo contendo H202 (10 mMol) foi utilizado como controle positivo
e 10uL de solucdo salina (0,9%), como controle negativo (Tabela 2). O periodo de exposi¢do
aos antineoplésicos foi definido com base no periodo correspondente a meia-vida dos farmacos,
aproximadamente: 7 h para ciclofosfamida e 48 h para doxorrubicina (BRESSAN et al., 2010).
Apds 48 h de incubacdo em estufa a 37°C, os halos de inibicdo de crescimento das linhagens,
em milimetros, foram mensurados desde a margem do disco de papel-filtro até o inicio do
crescimento celular. Os valores tabelados e submetidos & analise estatistica variaram de Omm
(crescimento completo) a 40 mm (auséncia de crescimento), que corresponde a medida do raio

da placa de Petri. Todos os testes foram realizados em duplicata.

Tabela 2. Protocolo experimental em linhagens de Saccharomyces cerevisiae.

Tratamentos Procedimentos

Adicgdo de 10 pL do PR 100 UI/mL + de 10uL dos antineopléasicos CPA
Co-tratamento (20 ug/mL) e DOX (2 ug/mL) sobre o disco central em placas de Petri,
com posterior direcionamento a estufa por 48 h.

Adicdo de 10 uL de H202 (10mMol), como controle positivo, sobre o
disco central em placas de Petri, com posterior direcionamento a estufa
por 48 h.

Peroxido de
Hidrogénio

Adicdo de 10 uL de solucéo fisioldgica (0,9%), como controle negativo,
Sem Tratamento a fim de avaliar os danos oxidativos espontaneos as linhagens de
leveduras, com posterior direcionamento a estufa por 48 h.

Legenda: CPA - ciclofosfamida; DOX — doxorrubicina.
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2.3 Cultivo in vivo e ex vivo de Sarcoma 180

Os experimentos de manutencdo do tumor Sarcoma 180 em camundongos Mus
musculus foram iniciados sob a aprovacdo prévia pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da UFPI, com documento comprobatério de nimero 081/14. As células tumorais do
Sarcoma 180 foram mantidas em camundongos através de passagens intraperitoneais semanais.
O liquido ascitico, com células de Sarcoma 180 germinadas por 7 a 9 dias, foi aspirado da
cavidade intraperitoneal em condicdes assépticas e centrifugado (500g, 5 min, 4° C) para
obteng&o do pellet celular. A concentragdo celular para a cultura em RPMI foi ajustada a 0.5 x
10° células/mL (FERREIRA et al., 2011). Em frascos de cultura contendo 1mL de meio RPMI
suplementados com soro bovino fetal (20%), antibidticos (Sigma, St. Louis, MO) e
fitohemaglutinina A (Gibco, Grand Island, NY) foram adicionados 20 pL de suspensdo celular
de Sarcoma 180 (0.5 x 10%/mL). Apos a realizagdo das culturas, os frascos contendo as células
de sarcoma 180 em meio RPMI foram organizados em 16 grupos, 4 controles e 12 testes,
tratados e co-tratados com os antineoplasicos DOX e CPA; e uma variacdo de 3 concentracdes
do PR, onde em cada frasco de cultura foram adicionados 10 pL das solucdes (Tabela 3). Ao
final de 72 h a 37° = 1°C, as culturas foram transferidas para tubos falcon e centrifugadas a 800

rpm por 5 minutos, para obtencéo do pellet celular.

Tabela 3. Esquema dos grupos controle e teste das células de Sarcoma 180 expostas aos
antineoplasicos e ao palmitato de retinol.

Grupos Tratamentos Concentracéo Celular
Controle Negativo Sem tratamento
CPA: ciclofosfamida (20 pg/mL)
Controle Positivo DOX: doxorrubicina (2 pg/mL)
Protocolo AC: CPA e DOX (20/2 pg/mL)
1 Ul/mL

PR: palmitato de retinol 10 Ul/mL
100 UI/mL 0,5 x 10° células/mL em

CPA +PR 1 Ul/mL meio RPMI
(FERREIRA et al.,
CPA + PR 10 Ul/mL 2011)
Grupos Testes CPA + PR 100 Ul/mL

DOX + PR 1 Ul/mL
DOX + PR 10 UlI/mL
DOX + PR 100 UI/mL

Protocolo AC + PR 1 Ul/mL
Protocolo AC + PR 10 UlI/mL
Protocolo AC + PR 100 Ul/mL
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2.4 Viabilidade celular por meio do teste de exclusdo por azul de Tripan

A viabilidade celular foi analisada com a aplicacdo do teste de exclusdo por azul de
Tripan de acordo com Renzi e colaboradores (1993). Apds 72 h, tanto as células sem tratamento
quanto aquelas sob tratamento com os antineoplasicos e co-tratamento com o Palmitato de
Retinol foram usadas para a aplicacdo da técnica. Foram retirados das culturas 90 pL da
suspensdo de células e acrescidos de 10uL do azul de Tripan aos diferentes grupos de
tratamento: PR, CPA, DOX e AC. As células ndo viaveis foram contadas por sua coloragédo
azulada, sendo consideradas como células mortas. Em oposicdo, as células viaveis ndo
apresentaram esta coloracdo devido as suas capacidades de expulsarem o azul de Tripan. As
diferenciac6es celulares foram observadas em microscopia optica com o aumento de 40X, na

analises dos quatro quadrantes da camara de Neubauer.

2.5 Teste cometa

O teste cometa foi realizado segundo Singh et al. (1988), com modificacdes de Tice et
al. (2000), e adaptacdes de Hartmann et al. (2003). As laminas foram pré-cobertas por solugédo
de agarose de ponto de fusdo normal a 0,75% e, posteriormente, foram mantidas em temperatura
ambiente até a solidificacdo da agarose. 10uL do centrifugado foi misturado com 90uL de
agarose (0,75%) de baixo ponto de fusdo (low mellting), a 37°C. O homogenato foi colocado
sobre as laminas, as quais foram cobertas com laminulas (24 x 60 mm) e mantidas em baixa
temperatura até a solidificacdo da agarose. Retirou-se a laminula e mergulhou-se a lamina em
solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH
10) a 4°C e protegida da luz, por 24 horas. As laminas foram removidas da solucéo de lise e
deixadas na posi¢do horizontal na cuba de eletroforese, a qual estava em um banho de gelo para
a manutencao da temperatura da eletroforese constante em torno de 4°C. A cuba foi preenchida
com a solucéo de eletroforese, recém-preparada (1 mM EDTA, 300 mM NaOH, pH > 13), a
um nivel superior (0,25cm em média), e as ldaminas foram deixadas em repouso, por 20 minutos,
para o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas ligacdes e a exposicao dos sitios alcali-
labeis. A eletroforese foi conduzida usando 25 V e 300 mA, por um tempo de 15 minutos; e
todas as etapas foram executadas na presenca de luminarias com baixo comprimento de onda.
Ao final da eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas na solucéo de
neutralizacdo (0,4 M Tris, pH 7,5, por 5 minutos). Em seguida, foram expostas, por 10 minutos,

a solucéo fixadora (Acido tricloroacético 15%, Sulfato de zinco heptahidratado 5%, e glicerol
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5%). Apo6s a secagem, as mesmas foram coradas com solugdo de nitrato de prata (0,02%) e
lavadas 3 vezes com &gua destilada. Adicionou-se a solucdo de parada (&cido acético) por 5
minutos, e, logo apos, foram feitas 3 lavagens com agua destilada. As laminas foram deixadas
em bandejas para secagem em temperatura ambiente. Para cada concentracdo, foram
fotografadas 100 celulas aleatorias, as quais foram avaliadas a partir de 5 classes, de acordo
com o tamanho e a intensidade dos nucleoides e dos danos ao material genético: sem dano ou
intacto, classe 0, até com maximo de dano, classe 4. Ap6s a avaliacdo, foi calculado o Indice
de Dano, segundo a formula: ID =) (n° de células com dano “y” X classe “y” de dano), que

variou de 0 (ex.: 100 células com dano 0 X 0) a 400 (ex.: 100 células com dano 4 X 4). Também

foi calculada a frequéncia de dano através da formula: FD = 100% — danos de classe 0.

2.6 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por Analise de Variancia (ANOVA) e pelo Bonferroni
como post hoc teste por meio do programa GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows,
GraphPad Software, San Diego California USA, Copyright ©. Significancia na correlacao

estatistica para P<0,05.
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3 Resultados e Discussdo

3.1 Danos oxidativos da Ciclofosfamida e Doxorrubicina em linhagens de S. cerevisiae e 0s

efeitos do Palmitato de Retinol.

A CPA induziu expressivos danos oxidativos ao DNA nuclear e mitocondrial em todas
as linhagens de S. cerevisiae testadas, quando comparadas ao H>O> (P<0,001***). Entretanto,
0 co-tratamento com o palmitato de retinol, na concentracdo de 100 Ul/mL, ocasionou a
significante modulacdo dos danos oxidativos (P<0,001***) derivados da CPA em todas as
linhagens de S. cerevisiae (Figura 1). A ciclofosfamida (CPA) e a doxorrubicina (DOX) sédo
exemplos de quimioterapicos amplamente utilizados na terapéutica do cancer. A CPA é um
agente alquilante, do tipo ciclo celular ndo-especifico, que faz parte da familia das mostardas
nitrogenadas, capaz de induzir varios tipos de danos ao DNA, dentre eles mutacdes genéticas,
aberracdes cromossémicas e danos oxidativos (SANCHEZ-SUAREZ et al., 2008; DHESI et
al., 2013; NAITO et al., 2015).

Figura 1. Estudo comparativo entre inibicdo de crescimento de linhagens de S. cerevisiae
expostas a ciclofosfamida (CPA: 20 pg/mL) em relacdo aos danos induzidos pelo H2O (10
Mm) e palmitato de retinol (PR: 100 Ul/mL). ANOVA-One-way e pés-teste de Bonferroni.
Valores de significancia de  P<0,001 comparados a salina e ? P<0,001 comparados & CPA.

—— Y

.
6 2 Sod1CatiA

* Kok g

-u|“

|***ab

*k kg

CatlA

*kok g

o
= |\

[ J***ab
xwxg

SodlSod2A

* koK g

E
-u"

—— Y

*a So0d2A

* ok kg

w
) ||

E— Y

"2 Sod1lA

* kK g

Inibicdo do halo de crescimento (0-40 mm)

DU||

—— N
SR, SodW T

** kg

|

o
s
‘s

,$
[ salina I H,0, [ cPA 20 pg/mL
] cPA + PR 100UI/mL [ PR 100UI/mML

Atividade do palmitato de retinol frente ao mecanismo oxidativo de quimioterdpicos



84

A DOX também induziu, significativamente, os danos oxidativos (P<0,001***) em
todas as linhagens de S. cerevisiae. Da mesma forma, o palmitato de retinol modulou os danos
oxidativos ao DNA nuclear e mitocondrial promovidos pela acdo do quimioterapico. Foram
observados efeitos antioxidantes no co-tratamento da DOX com vitamina A, em todas as
linhagens de S. cerevisiae, proficientes e deficientes em defesas enzimaticas (P<0,05*) (Figura
2). A DOX é outro exemplo de quimioterapico com predilecdo pela molécula de DNA. Foi uma
das primeiras antraciclinas isoladas, no decorrer da década de 60, a partir de Streptomyces
peucetius e é classicamente conhecida por sua acao inibitoria sobre a topoisomerase 11, 0 que
impede que essa proteina religue as fitas de DNA, causando quebras duplas no material genético
(MARSH; LIU, 2009; BAMODU et al., 2015; HOFMAN et al., 2015).

Figura 2. Estudo comparativo entre inibigdo de crescimento de linhagens de S. cerevisiae
expostas a doxorrubicina (DOX: 2 pg/mL) em relacdo aos danos pelo H202 (10 Mm), e
palmitato de retinol (PR: 100 UlI/mL). ANOVA-One-way e pés-teste de Bonferroni. Valores de
significancia de 2 P<0,001 comparados a salina; ® P<0,05 comparados & DOX.
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Em estudos clinicos e ndo clinicos, a vitamina A demonstra seus importantes efeitos
na inibicédo de danos oxidativos, assim como na prevencao e tratamento do cancer. O palmitato
de retinol representa uma das variadas formas derivadas da vitamina A, um composto
antioxidante de natureza hidrofébica. Este micronutriente € um éster originado a partir de
conformagdes quimicas do retinol, um alcool, eficaz no combate a EROs (OLIVEIRA et al.,
2014b). A atividade atenuadora do palmitato de retinol frente ao estresse oxidativo dos
antineoplasicos foi evidenciada por meio de ensaios biologicos semiquantitativos a partir da
inibicdo de crescimento de linhagens de S. cerevisiae proficiente e mutadas no sistema de defesa
antioxidante da enzima superoxido dismutase e catalase (SOdWT, Sod 14, Sod2A, Sod1A/sod24,
CatlA, Sodl1A/CatlA).

Como discutido anteriormente para CPA (Figura 1), os danos oxidativos promovidos
pela DOX (Figura 2) sobre S. cerevisiae, foram significantemente modulados pelo palmitato
de retinol (P<0,001*** e P<0,05*, respectivamente) na concentracdo de 100 Ul/mL em todas
as linhagens testadas. Como os antioxidantes atuam na inibicdo de efeitos oxidantes, as
interacdes deles com os antineoplasicos podem interferir nos mecanismos de inducdo de
apoptose e alteracdes genéticas, aspectos que sdo clinicamente necessarios para a eficacia
terapéutica do cancer. A dieta rica em antioxidantes e/ou suplementacdo vitaminica com o
palmitato de retinol pode interferir na acdo dos agentes quimioterapicos pré-oxidantes,
atenuando os seus efeitos citotoxicos, considerados como 0s seus efeitos terapéuticos
necessarios para o combate ao cancer (HEANEY et al., 2008; BICHSEL et al., 2013).

O estresse oxidativo pode estar envolvido na fisiopatologia do cancer por geracéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s), que fazem parte dos mecanismos de acdo de diversas
drogas anticancerigenas, bem como da radioterapia (KASAPOVIC et al, 2010). As células
tumorais frequentemente produzem grandes quantidades de ERO’s. Isto pode ser explicado pela
presenca de defeitos mitocondriais e uma expressdo diminuida dos antioxidantes enzimaticos,
como a superoxido dismutase (MnSOD), glutationa peroxidase e/ou catalase (CAT)
(GLORIEUX et al., 2011; OLIVEIRA et al, 2014a). Os alimentos antioxidantes, entre eles as
vitaminas, sdo, segundo o Consenso Nacional de Nutricdo ao paciente oncolégico,
recomendados seguindo doses sugeridas pelo “Dietary Reference Intake”. Estudos
epidemioldgicos apontam que a vitamina A tem agdo preventiva para certos tipos de canceres,
devido sua eficiéncia na diferenciagéo celular e regulacéo da apoptose. Isso porque sao capazes

de atrasar ou inibir a oxidag¢do, diminuindo a concentragdo de radicais livres no organismo
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podendo, assim, atuar na prevencdo do céncer, mas também reduzir os efeitos dos
antineoplasicos (WANG; WANG; YU, 2014).

Em sintese, o estudo apontou riscos para o uso, concomitante, da CPA e DOX com o
PR, durante a meia-vida dos antineoplasicos, devido a diversos mecanismos do PR,
possivelmente relacionados a quelagdo, diluicdo e/ou sequestro de radicais livres em nivel
citoplasmatico e mitocondrial, que podem interferir na eficicia do tratamento. Cabe enfatizar
que a levedura S. cerevisiae, perante o ponto de vista genético e metabolico, representa um dos
organismos mais usados em testes bioldgicos, inclusive para estudos de monitoramento do
estresse oxidativo (HOSTETTER; OSBORN; DEROSE, 2012). As delegdes de enzimas
antioxidantes tais como a superoxido dismutase manganés (MnSOD) e cobre-zinco
(CuzZnSOD) causam aumento de proteinas oxidase que favorecem o uso destas linhagens em
estudos de danos oxidativos (FARRUGIA; BALZAN, 2012). Seu metabolismo basal para
regulacdo do estado redox é similar ao dos eucariotos superiores, com mecanismos apropriados
de ativacdo metabdlica (citocromo P450) e detoxificacdo de EROs, que ndo estdo presentes em
bactérias; autofagia, degradacdo e morte celular (GONZALEZ-PEREZ; GARCIA-RUIZ,
ALCALDE, 2012; LEE; RAFFAGHELLO, LONGO, 2012). Assim, sugerimos a aplicacdo ndo
clinica de linhagens de S. cerevisiae em avaliacfes de danos oxidativos e de interacGes

medicamentosas.

3.2 Estudo da viabilidade celular em linhagens de células tumorais de Sarcoma 180 por meio

do teste de excluséo por azul de Tripan

Por meio da técnica de coloracdo por azul de Tripan, as células ndo viaveis de Sarcoma
180 detectadas apds 72 horas de exposicao ex vivo ao PR e aos antineopléasicos CPA, DOX e
protocolo AC foram excluidas para a determinacéo da viabilidade celular. Da mesma forma que
0s antineoplasicos isolados, todos os co-tratamentos com o PR continuaram a diminuir a
viabilidade das células neoplésicas (P<0,001***) em comparagdo ao dano basal, grupo sem
tratamento. Entretanto, o estudo revelou que o palmitato de retinol na maior concentracéo,
guando em co-tratamento com os antineoplasicos, aumentou significativamente (P<0,05*) a
viabilidade das linhagens tumorais quando comparadas aos tratamentos dos antineoplasicos
isolados. Esse fato caracteriza a modulacdo sobre os danos oxidativos destes farmacos em

celulas tumorais de S-180 (Figura 3).
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Figura 3. Viabilidade das células de Sarcoma 180 expostas ao palmitato de retinol (1, 10 e 100
Ul/mL), ciclofosfamida (CPA: 20 pug/mL), doxorrubicina (DOX: 2 pug/mL) e ao protocolo de
associacdo de doxorrubicina + ciclofosfamida. ANOVA-One-way e pos-teste de Bonferroni.
Valores de significancia de ? (P<0,001) comparados ao controle negativo (CN),  (P<0,05 e
P<0,001) & CPA, ¢(P<0,001) a DOX e ¢ (P<0,01) ao protocolo AC.
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3.3 Danos genotoxicos da ciclofosfamida, doxorrubicina, protocolo AC e os efeitos do
palmitato de retinol através do teste cometa em Sarcoma 180

O cancer é uma doenca multifatorial caracterizada pelo crescimento desordenado de
células e pela capacidade de proliferacdo em sitios distantes, as metastases (WHO, 2016).
Sarcoma 180 é uma linhagem de cancer delimitada a camundongos, amplamente utilizada para
investigacdo de efeitos antitumorais de compostos naturais ou sintéticos em testes ndo-clinicos.
As linhagens de células neoplésicas S-180 sdo heterogéneas sem padrdo de acometimento, mas
apresentam uma acentuada predisposi¢do para multiplicacdo celular sobre o liquido ascitico
(YU etal., 2007; GHAZARYAN et al., 2015).

O palmitato de retinol, em co-tratamento com a CPA, modulou de forma significante
(P<0,001***) os danos induzidos em células tumorais de Sarcoma 180, em todas as trés
concentragOes testadas, pela analise do indice e frequéncias de danos visualizados com a
aplicacdo do teste cometa na versdo alcalina (Figura 4). O percentual de modulagéo foi de
78,19% (PR 1 Ul/mL); 66,43% (PR 10 Ul/mL); e 80,54% (PR 100 Ul/mL) para a analise dos
indices de danos, assim como relatado anteriormente, na modula¢do dos danos oxidativos em

diversas linhagens de S. cerevisiae, como células eucarioticas sem neoplasias.
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Figura 4. Atividade antigenotoxica do PR. Em (A) indice de danos (0 — 400) e em (B)
frequéncia de danos (0 — 100) para o teste cometa em células de Sarcoma 180 tratadas com
ciclofosfamida (CPA: 20 ug/mL) e co-tratadas com palmitato de retinol (1, 10 e 100 UI/mL).
ANOVA-One-way e pos-teste de Bonferroni. Valores de significAncia (MDzDP) de @
comparados ao controle negativo (CN) e ® comparados aos antineoplésicos isolados.

A

E 100 Ul/mL ' 47,00 £ 1,41 ***p CPA CPA+PRT100 Ul/mL
2 10 Ul/mL - i 26,00 + 1,41 ***b
e 1Ul/mL]_] 1850%070 ***b

-
§ < E [ro0uimL 64,00 + 8,48 *a***b
=1< 35
e|ls 2| 10umL 77,50 £ 17,68 **a***b
© o
o | o 1Ul/mL

CPA 20 ug/mL 299,00 + 1,41 **%a

CN 13,50 + 4,95
1 ] T 1
0 100 200 300 400
B

e 100 Ul/mL 1 |l 21,00 + 1,41 ***p
® i
b 10 Ul/mL |I 17,00 £ 1,41 ***p
2 1 Ul/mL A |-| 16,00 + 2,82 ***p
o -
5| E[100UUML 47,00 £ 9,90 **a***b
|3 2| 10umL 49,50 + 0,70 **a***b
© o
a [ o© 1 Ul/mL 74,50 £ 6,36 ***a

CPA 20 pg/mL

CN T I‘| 12,50 + 3,54

0 20 40 60 80 100

94,00 £+ 5,66 ***a

O teste cometa na versdo alcalina (pH>13) é um teste de monitoramento genotéxico
altamente sensivel a deteccdo de alteracdes estruturais do DNA, como quebras simples e duplas,
sitios alcalinos-labeis e aos locais de reparacdo por excisdo incompleta (PU; WANG,
KLAUNIG, 2015), podendo ser aplicado para o entendimento e 0 acompanhamento do cancer
(GONZALEZ-ACEVEDO et al., 2016; SINGH, 2016). A genotoxicidade da CPA observada
em linhagens de células de Sarcoma 180 foi avaliada pelo indice e frequéncia de danos ao DNA

de células neoplésicas (P<0,001***). Devido as suas a¢bes genotoxicas, a CPA induz mutacdes
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genéticas, aberragdes cromossomicas, formacéo de micronucleos, trocas nas cromatides-irmas,
apoptose e geracao de radicais livres (SELVAKUMAR et al., 2006).

Ha indicios de que as vitaminas antioxidantes podem inibir os efeitos de uma
variedade de drogas citotoxicas (fluorouracil, doxorrubicina e vincristina) em diversas culturas
e linhagens de células (MOSS, 2006), podendo diminuir efeitos toxicos em sistemas celulares,
por mecanismos relacionados ao ataque e captura de radicais livres, redugdo de quebra de
cadeias de DNA, combinacdo com proteinas formando as selenoproteinas, ou reparo de
aberracdes do DNA (CAMERON; PAULING; LEIBOVITZ, 1979).

Na andlise dos tipos de danos ao DNA que variam de 0 — 4, em células neoplésicas de
Sarcoma 180, o co-tratamento da CPA com o palmitato de retinol induziu significantes danos
do tipo 0, quando comparado aos mesmos tipos de danos induzidos pelo antineopléasico isolado
(Figura 5). Cabe enfatizar que a variacdo dos demais tipos de danos 1, 2, 3 e 4 induzidos pelas
associacfes da CPA com o PR, nas duas maiores concentracbes testadas, foram
consideravelmente mais expressivas, quanto a ocorréncia, em relacdo aos demais,
caracterizando a diminuicdo dos danos genotoxicos, principalmente de maior intensidade,

qguando comparados aos danos induzidos pela CPA de forma isolada.

Figura 5. Variacdo quantitativa dos tipos de danos (0 — 4) para o teste cometa em células de
Sarcoma 180 tratadas com ciclofosfamida (CPA: 20 pg/mL) e co-tratadas com palmitato de
retinol (1, 10 e 100 UI/mL). ANOVA-One-way e pds-teste de Bonferroni. Valores significantes
(P<0,001) quando comparados a CPA isolada para a classe de dano 0.
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A doxorrubicina (DOX) induziu significantes danos ao DNA de células neoplésicas de
Sarcoma 180, quando comparada ao controle negativo (Sarcoma 180 sem tratamento)
(P<0,001***), Entretanto, o Palmitato de Retinol, a exemplo do observado para CPA, também
atenuou, significativamente, a genotoxicidade da DOX pela diminuicdo do indice de danos
(P<0,001***), através dos percentuais de modulagdo: 62,78% (PR 1 Ul/mL); 70,29% (PR 10
Ul/mL); e 73,63% (PR 100 Ul/mL); como também pela frequéncia de danos (P<0,05*) (Figura
6).

Figura 6. Atividade antigenotdxica do PR. Em (A) indice de danos (0 — 400) e em (B)
frequéncia de danos (0 — 100) para o teste cometa em células de Sarcoma 180 tratadas com
doxorrubicina (DOX: 2 pg/mL) e co-tratadas com palmitato de retinol (1, 10 e 100 Ul/mL).
ANOVA-One-way e poés-teste de Bonferroni. Valores de significancia (MDzDP) de 2
comparados ao controle negativo (CN) e ® comparados aos antineoplésicos isolados.
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Estudos mostram que a combinacdo de derivados da vitamina A a terapia com
antraciclinas para o tratamento de leucemia promielocitica aguda (APL), resulta em uma
acentuada interferéncia terapéutica, fato que corrobora com os achados (PETRIE; ZELENT,
WAXMAN, 2009). N&do obstante, um estudo randomizado de fase I1l mostrou que a associa¢do
também deste derivado da vitamina A e associagdo ao trioxido de arsénio, em pacientes com
risco intermediério de APL, resultou em beneficio terapéutico com baixa ocorréncia de lesdes
ao DNA (LO-COCO et al., 2013).

Na andlise sobre os tipos de danos, o co-tratamento do palmitato de retinol com a DOX
aumentou, significativamente, a ocorréncia da auséncia de danos (ndcleos em dano 0, intactos),
diminuindo a quantificagdo de danos de maior intensidade, a exemplo do mesmo tipo de
associacdo com a CPA em células neopléasicas de Sarcoma 180. Observou-se, assim, que a partir
da elevacdo na concentracdo da vitamina o efeito antioxidante do PR foi melhor observado
(Figura 7).

Figura 7. Variacao quantitativa dos tipos de danos (0 — 4) para o teste cometa em células de
Sarcoma 180, tratadas com doxorrubicina (DOX: 2 pug/mL) e co-tratadas com palmitato de
retinol (1, 10 e 100 UI/mL). ANOVA-One-way e pds-teste de Bonferroni. Valores significantes
(P<0,001 e P<0,05) quando comparados a DOX isolada para a classe de dano 0.
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Em geral, os fa&rmacos sdo empregados em associac¢des visando a utilizacdo de menores
doses e buscando o sinergismo entre esses farmacos, favorecendo uma relacdo de
risco/beneficio mais favoravel ao paciente. O protocolo AC tem aplicacdo terapéutica no
tratamento neoadjuvante, tornando-se um padrdo terapéutico em pacientes com cancer
avancado (MALDONADO; LIMPER; JETT, 2012; VRIENS et al., 2013).
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Para verificar os efeitos das interacdes entre a CPA e DOX, o protocolo AC também foi
avaliado em células neoplasicas de Sarcoma 180, assim como os efeitos do PR sobre esta
associacdo. O Protocolo AC ocasionou aumento nos danos ao material genético das células de
Sarcoma 180, de forma significativa (P<0,001***) em relacdo ao controle negativo. Tal fato
esta diretamente ligado ao elevado potencial genotoxico dos medicamentos sobre as células
cancerigenas utilizadas no estudo. Entretanto, mais uma vez, o palmitato de retinol modulou o0s
danos genotdxicos em todos 0S grupos expostos ao co-tratamento. Na associagdo com 0
Protocolo AC, o0 PR, mesmo na concentracdo mais baixa (1 UI/mL), modulou o indice de danos
do protocolo testado em 51,24%; além de reduzir, significativamente, em todas as
concentragdes os indices e frequéncias (Figura 8) de danos (P<0,05* e P<0,01**) do Protocolo
AC isolado.

Também foi observado efeito do Palmitato de Retinol na reducdo da classe de danos.
Isso foi verificado quando comparados os efeitos da vitamina com os diferentes tipos de danos
induzidos pelo Protocolo AC. Em relacéo a varia¢ao dos tipos de danos para o protocolo AC,
observou-se uma interferéncia significativa (P<0,001***) sobre o aumento de dano 0, no

tratamento com a concentracao intermediaria do Palmitato de Retinol (Figura 9).

Sobre as células, os radicais livres, produzidos pela acdo dos quimioterapicos,
representam importante fator na carcinogénese e progressao de tumores, pois estimulam leses
oxidativas no DNA, contribuindo para a mutagénese (SASTRE-SERRA et al., 2010;
FREEMAN; KELLER, 2012). Dentro desse contexto, as vitaminas podem agir reduzindo a
eficacia desses farmacos, por meio da neutralizacdo dos radicais livres e também pela
interferéncia sobre a regulacdo de enzimas de reparo de DNA e de fatores pds-transcricionais
(LEE et al., 2002; CHAMBIAL et al., 2013; WANG; WANG; YU, 2014). Portanto, a
suplementacdo com vitaminas antioxidantes pode ndo apenas interferir no desenvolvimento de
efeitos colaterais resultantes do tratamento quimioterapico, como também atenuar a resposta
terapéutica dos antineoplasicos (CHAKRABORTY et al., 2009).
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Figura 8. Atividade antigenotoxica do PR. Em (A) indice de danos (0 — 400) e em (B)
frequéncia de danos (0 — 100) para o teste cometa em células de Sarcoma 180 tratadas com o
protocolo AC (ciclofosfamida + doxorrubicina 2/20 pg/mL) e co-tratadas com palmitato de
retinol (1, 10 e 100 Ul/mL). ANOVA-One-way e poés-teste de Bonferroni. Valores de
significancia (MD+DP) de  comparados ao controle negativo (CN) e  comparados aos
antineoplésicos isolados.
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Figura 9. Variacao quantitativa dos tipos de danos (0 — 4) para o teste cometa em células de
Sarcoma 180 tratadas com o protocolo de associagdo de doxorrubicina (2 pg/mL) +
ciclofosfamida (20 pg/mL) e co-tratadas tratadas com o palmitato de retinol (1, 10 e 100
Ul/mL). ANOVA-One-way e pos-teste de Bonferroni. Valor significante (P<0,001) quando
comparado ao protocolo AC isolado para a classe de dano 0.
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4 Concluséo

Os antineoplésicos ciclofosfamida e doxorrubicina induziram danos oxidativos em
todas as linhagens testadas de S. cerevisiae, proficiente e mutadas em defesas antioxidantes
para as enzimas superoxido dismutase citoplasmatica e mitocondrial, bem como para a catalase
e duplos mutantes. Assim como os resultados mostraram que o tratamento da matriz celular da
linhagem Sarcoma 180 com os dois antineoplésicos isolados e o protocolo AC induziu uma
série de danos ao DNA, relacionados a diversos mecanismos de acdo dos antineoplasicos,
especialmente aos indutores do estresse oxidativo, o que diminuiu a viabilidade das células de
S-180.

O co-tratamento dos quimioterapicos com o palmitato de retinol modulou os danos
oxidativos sobre o DNA nuclear e mitocondrial induzidos pela CPA e DOX em todos 0s
gendtipos leveduriformes, comprovando sua acdo antioxidante. Na avaliacdo dos efeitos
genotdxicos, através do teste cometa de células neoplésicas, o PR modulou, significativamente,
os efeitos oxidativos dos antineoplasicos sobre o material genético das células, conferindo,
consequentemente, um efeito citoprotetor as mesmas. Essa modulacdo foi observada pela
reducdo dos valores de indice e frequéncia de danos, além da diminuicéo dos tipos de danos de
maior intensidade.

Evidenciou-se, que o PR, concomitante ao tratamento quimioterdpico com
ciclofosfamida, doxorrubicina e o protocolo AC, sem considerar a meia-vida dos
antineoplasicos, pode favorecer interferéncias sobre a apoptose celular, como apontado em
modelos de estudos de farmacomonitoramento com células neoplésicas, a exemplo do Sarcoma

180, e em linhagens de S. cerevisiae, possivelmente devido a sua agdo antioxidante.
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RESUMO

O céancer é um problema mundial de satde publica, no qual a recomendacéo de antineoplasicos
representa uma das principais alternativas terapéuticas. Entretanto, a falta de seletividade
tecidual destes farmacos gera intensos efeitos colaterais e adversos aos pacientes oncoldgicos,
tornando a incorporacdo de micronutrientes vitaminicos na dieta de individuos sob uso de
antineoplasicos, uma recomendacdo clinica-nutricional. Assim, o objetivo da pesquisa foi
realizar uma bioprospecgéo dos efeitos antigenotoxicos/antimutagénicos do palmitato de retinol
(PR) sobre os danos toxicogenéticos induzidos pela ciclofosfamida, doxorrubicina e suas
associacdes no protocolo AC, em linhagens de células tumorais de Sarcoma 180, por meio do
teste de microndcleos com bloqueio de citocinese; e em células ndo tumorais de camundongos
Mus musculus, por meio do teste cometa. Os antineoplasicos e o protocolo AC induziram
significativos danos toxicogenéticos (P<0,05) sobre as linhagens de S-180, pela inducéo de
micronucleos, pontes citoplasmaticas, brotos nucleares, apoptose e necrose celular,
comprovando seus efeitos antitumorais; e significativos danos (P<0,001) ao material genético
de células de sangue periférico de Mus musculus sadios, comprovando o potencial genotoxico
destes farmacos. Entretanto, o PR modulou os efeitos toxicogenéticos dos antineoplasicos
testados tanto no teste de micronicleos (P<0,05), nas concentracdes de 1, 10 e 100 Ul/mL;
guanto no teste cometa (P<0,001), na concentracdo de 100 Ul/kg, para indice e frequéncia de
danos genotdxicos. Os resultados apresentados em testes ndo-clinicos comprovaram que 0s
efeitos antioxidantes do palmitato de retinol reduziram ndo somente a acdo lesiva dos
antineoplasicos ao DNA de células ndo tumorais, quanto a acdo citotoxica, mutagénica e
indutora de morte celular em células neoplasicas. Portanto, a incorporacdo do palmitato de
retinol, como vitamina antioxidante, na terapéutica oncoldgica pode exercer influéncia sobre os
mecanismos oXxidativos terapéuticos dos antineoplasicos em estudo.

Palavras-chave: Cancer; Antineoplasicos; Danos toxicogenéticos; Palmitato de retinol.
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ABSTRACT

Cancer is a global public health problem, in which the recommendation of antineoplastic
represents a major therapeutic alternatives. However, the lack of tissue selectivity of these drugs
generates intense side effects and adverse to cancer patients, making the addition of
micronutrients and vitamin in the diet of individuals under use of antineoplastic agents, a
nutritional clinic recommendation. Thus, the objective of the research was to perform a
bioprospecting of the effects of retinol palmitate about the toxicogenéticos damage induced by
cyclophosphamide, doxorubicin and their associations in BC, in tumor cells lineages of
Sarcoma 180, through the micronucleus test with cytokinesis; and in tumor cells of mice Mus
musculus, by means of the comet assay. The CPA, the DOX and the AC induced significant
damage toxicogenéticos (P< 0.05) on the lines of S-180, the induction of micronuclei,
cytoplasmic bridges, nuclear sprouts, apoptosis and cellular necrosis, proving its anti-tumour
effects; and significant damage (P<0.001) the genetic material of cells from peripheral blood of
Mus musculus, proving the genotoxic potential sound of these drugs. However, the PR radioed
the toxic effects and genetic of antineoplastic tested just as much the micronucleis (P<0.05), at
concentrations of 1, 10 and 100 IU/mL; as the Comet assay (P<0.001), at a concentration of
100 IU/kg, for content and frequency of genotoxic damage. The results presented in non-clinical
tests have shown that the antioxidant effects of retinol palmitate reduced not only the action
affecting the antineoplastic agents to tumor cells DNA, as mutagenic and cytotoxic action, cell
death-inducing in neoplastic cells. Therefore, the incorporation of retinol palmitate, as vitamin
antioxidant, in cancer therapy can influence the oxidative therapeutic mechanisms of
antineoplastic agents in study.

Keywords: Cancer; Antineoplastics; Damage toxicogenetics; Retynil palmitate.
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1 Introdugéo

O céncer é uma desordem multifatorial, resultante da combinacdo de condicGes
genéticas, socio-ambientais, estilo de vida e mecanismos epigenéticos, estrapolando a homeostase
corporal, a partir da multiplicacdo descontrolada de qualquer tipo de célula (MELONI, 2014;
AUDERGON et al., 2015). E considerado como um problema de satide pdblica em todo o mundo
e sua terapéutica oncoldgica com antineoplasicos garante um melhor progndstico ao paciente,
mas ainda causa efeitos comprometedores em sistemas essenciais em razdo da falta de
seletividade tecidual (ARAN et al., 2016; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016).

Os antineoplasicos apresentam potencial toxicogenético as células cancerosas e nao
cancerosas, a exemplo da ciclofosfamida (CPA) que por ativacdo enzimatica, incorpora grupos
alquil, sitios pirimidicos e purinicos sobre as moléculas de DNA e RNA, e adiciona ligacdes
covalentes a dupla fita do material genético, o que acarreta em mutacdes génicas e alteracdes
cromossdmicas (BASU et al., 2015; ZHU et al., 2015). A doxorrubicina (DOX), antineoplasico
usado em associacdo com a CPA, pode gerar radicais livres e inibir a topoisomerase |1, enzima
ativada durante a replicacdo do material genético (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2012;
BAMODU et al., 2015).

Devido a a¢do tdxica dos antineoplasicos a inimeros sistemas bioldgicos, variagdes
dietéticas sdo recomendadas a pacientes oncoldgicos a fim de contribuir com os efeitos
terapéuticos e reduzir os efeitos colaterais e adversos oriundos do tratamento quimioterapico
(VRIENS et al., 2013; MADEDDU et al., 2016). Assim, a incorporacdo de micronutrientes
vitaminicos com propriedades antioxidantes, como o palmitato de retinol, na dieta de individuos
sob uso de antineoplasicos, apresenta-se como uma recomendacéo clinica-nutricional. Muito
embora o0 uso de vitaminas antioxidantes (especialmente A, C e E) concomitante a farmacos
oxidantes ainda cause controvérsias quanto a eficacia na quimioterapia por suas capacidades de
reducdo de citotoxicidade (CLARKE et al., 2004; FRITZ et al., 2011; PISOSCHI; POP, 2015).

A administracdo de palmitato de retinol (vitamina A) pode influenciar na
diferenciacéo, proliferacdo e apoptose celular, estimula o sistema imune e a toleréncia a
guimioterapia. O palmitato de retinol (PR) participa em diversos processos bioldgicos, como
na manutencdo da homeostase corporal, prevencédo e tratamento de varias doencas, incluindo
as doencas dermatologicas e o cancer (SOUGANIDIS et al., 2013). Porém os possiveis efeitos
deletérios do PR em diferentes doses ainda ndo estdo bem evidenciados (OLIVEIRA, 2015).
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Assim, o biomonitoramento, por meio de testes toxicogenéticos, que avaliam a
ocorréncia de danos e anormalidades nucleares, a exemplo do teste cometa e do teste de
micronucleos possibilita 0 acompanhamento dos efeitos de agentes estressores ao material
genético em inameros tipos de sistemas bioldgicos (BONASSI, et al., 2011; EL-ZEIN et al.,
2014). Em culturas de células, o uso de linhagens de células tumorais, como as de Sarcoma
180 funciona como um controle da efic&cia de terapias em salde, por exemplo, na incorporagéo
de substancias em protocolos quimioterapicos (GHAZARYAN et al., 2015; PATRA et al.,
2016). Entretanto, a escassez de publicacdes cientificas sobre o uso de antioxidantes durante a
meia vida de acdo dos antineoplasicos ainda suscita novas pesquisas (DRAGNEV; PETTY;
DMITROVSKY, 2003; CONKLIN, 2004; CHAMBIAL et al., 2013). O objetivo da pesquisa
foi a bioprospeccao dos efeitos modulatérios do PR sobre os danos toxicogenéticos induzidos
pela CPA e DOX e suas associacdes no protocolo AC (CPA e DOX), em linhagens de células
tumorais de Sarcoma 180, e em células ndo tumorais de camundongos Mus musculus em

tratamento com os antineoplasicos (Figura 1).

Figura 1. Esquema dos grupos de tratamento em células de S-180 e camundongos Mus
musculus tratados com os antineoplasicos e PR.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Quimicos

Os quimicos foram obtidos em uma farmécia de manipulacdo em Teresina, Pl. As
dilui¢des da ciclofosfamida, doxorrubicina e protocolo de associacdo AC foram preparadas em
solucdo fisiologica 0,9% (estéril) até a concentragéo final de 20 pg/mL, 2 pg/mL e 20/2 pg/mL
respectivamente, escolhidas conforme Freedman e Partridge (2011). A solubilizacdo do
palmitato de retinol nas concentragdes de 1, 10 e 100 Ul/mL, foi obtida em solucéo fisiologica
0,9% acrescida de DMSO a 10% para o teste de micronucleos com bloqueio de citocinese -
CBMN. As diluicGes direcionadas para os testes in vivo seguiram as mesmas proporgoes, mas

as doses, em unidades, dos antineoplasicos foi de mg/kg e do palmitato foi de 100 Ul/kg.
2.2 Aspectos legais e éticos

Os testes pré-clinicos foram anteriormente autorizados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal do Piaui - UFPI, e iniciados com a liberacdo
dos animais pelo Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias da UFPI, sob documento de

aprovagao com o numero 081/2014.
2.3 Preparo das linhagens tumorais de Sarcoma 180

As linhagens de células tumorais de S-180 foram mantidas em camundongos Mus
musculus através de passagens intraperitoneais semanais. O liquido ascitico, com células de S-
180 germinadas por 7 a 9 dias, foi aspirado da cavidade intraperitoneal em condi¢des assépticas
e centrifugado (500 RPM, 5 min, 4° C) para obtencédo do pellet celular. A concentracédo celular
para a cultura em RPMI foi ajustada a 0,5 x 10° células/mL (FERREIRA et al., 2011). Em
frascos de cultura contendo 1 mL de meio RPMI suplementados com soro bovino fetal (20%),
antibidticos (Sigma, St. Louis, MO) e fitohemaglutinina A (GIBCO, Grand Island, NY) foram

adicionados 20 pL de suspensdo celular de Sarcoma 180 (0.5 x 108/mL).
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2.4 Viabilidade celular por meio do teste de exclusdo por azul de Tripan

A viabilidade celular foi analisada com a aplicacgdo do teste de excluséo celular por meio
da coloracdo com azul de Tripan. Apds 72 h de exposicdo, tanto as células sem tratamento
guanto aquelas sob tratamento com os antineoplasicos e co-tratamento com o palmitato de
retinol foram direcionadas para a aplicacdo da técnica. Foram retirados das culturas 90 pL da
suspensdo de células e acrescidos de 10 pL do azul de Tripan aos diferentes grupos de
tratamento. A analise microscopica sob o aumento de 40X, com o auxilio de camara de
Neubauer, permitiu a contagem e diferenciacdo das linhagens. De forma contraria as células
ndo viaveis, as células vidveis ndo apresentaram uma colora¢do azulada devido as suas

capacidades de expulsarem o azul de Tripan.

2.5 Teste de Micronucleos com Bloqueio de Citocinese (CBMN) em linhagens de S-180

Apbs a realizacdo das culturas, os frascos contendo as células de S-180 em meio RPMI
foram organizados em 16 grupos, 4 controles e 12 testes, tratados e co-tratados com 0s
antineoplasicos DOX e CPA; e uma variacdo de 3 concentracdes do PR (Figura 1), onde em
cada frasco de cultura foram adicionados 10 uL das soluces e levadas para a estufa a 35°C +
2°C. Decorridas 44 h de incubacdo foram adicionados as culturas 6 pug/mL de Citocalasina B
(Sigma, St. Louis, MO), retornando os frascos a incubagdo por mais 28h, afim de que o processo
de divisdo citoplasmatica fosse interrompido. Ao final de 72 h, as culturas foram transferidas
para tubos criogénicos 12 x 45mm graduados (2,0 mL) com rosca externa e centrifugadas a 800
rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e o pellet celular foi levemente
agitado, sendo centrifugados novamente apos a adicdo de 1 mL de fixador (metanol: acido
acético | 5:1) gelado e 3 gotas de formaldeido aos tubos. O procedimento foi repetido por 2
vezes utilizando fixador 3:1 também gelado e sem o formaldeido. O sobrenadante foi
desprezado, para o gotejamento da suspensdo celular sobre laminas de vidro, posteriormente
coradas com Giemsa 5%. A analise microscopica sob 0 aumento de 1000X considerou os danos

citogenéticos presentes em 1000 células/lamina. Teste realizado em duplicata.
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2.6 IDNC dos grupos testados no teste de CBMN

O indice de divisdo nuclear considerando a citotoxicidade (IDNC) auxilia a
compreensdo da interferéncia dos tratamentos a mitose celular de Sarcoma 180. O seu calculo

foi realizado por meio da formula:

(Apoptose + Necrose + M1 + 2x(M2) + 3x(M3) + 4x(M4))

IDNC = Niumero total de células

Nota: “Apoptose” representa o nimero de células apoptoticas, “Necrose” o namero de
células necroticas, “M1” o numero de células viaveis com 1 nucleo, “M2” o nimero de células
viaveis com 2 nucleos, “M3” o numero de células viaveis com 3 nucleos, “M4” o numero de
células viaveis com 4 nticleos, € “NUmero total de células” representa o nimero total de células

analisadas, 1.000 por lamina.

2.7 Teste cometa em sangue periférico de camundongos Mus musculus

Camundongos Mus musculus foram usados nos experimentos, sendo 40 machos e 40
fémeas, com cerca de 60 dias, todos da linhagem Swiss, albinos, com peso entre 25 a 30 g. Para
0s experimentos os animais foram divididos em 8 tipos de tratamento (n=10/grupo, com igual
proporcao de géneros) (Figura 1). Os antineoplaasicos e o PR foram administradas por via
intraperitoneal apds o periodo de meia-vida dos antineoplasicos, sendo de 7 horas para CPA e
48 horas para DOX. Os animais foram eutanasiados com pentobarbitol sédico (150 mg/kg). O
teste cometa foi realizado segundo Singh et al (1988), com adaptac6es de Tice et al (2000) e de
Hartmann et al (2003), para avaliacdo de danos genotoxicos em sangue periférico obtido por
meio de punc¢éo caudal. Agarose low mellting (com baixo ponto de fuséo) e sangue (10:1) foram
homogeneizados e dispersados sobre laminas de pré-cobertura com agarose sob ponto de fuséo
normal a 0,75%. Apds a ruptura dos envoltdrios celulares em solucdo de lise, corrida de
eletroforese em pH > 13, neutralizacdo em tampé&o Tris, fixacdo e coloracdo das laminas com
nitrato de prata (0,02%), a analise microscopica sob o aumento de 400X considerou os danos
genotoxicos, por classe (0, 1, 2, 3 e 4) presentes em 100 células. Esta avaliacdo gerou a
mensuracao do indice de danos (ID), que varia de 0 a 400, e da frequéncia de danos (FD), que

varia de 0 a 100, em porcentagem. O teste foi realizado em duplicata.
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2.8 Modulacéo do PR frente a acéo dos antineoplésicos

Os valores do percentual de modulacéo do PR sobre 0s danos toxicogenéticos induzidos
pelos antineoplésicos ciclofosfamida e doxorrubicina, bem como associados no protocolo AC

foram calculados, em porcentagem, de acordo com a formula:
M (%) = (A— (B +PR))/Ax 100

Nota: “A” representa os valores para cada tipo de dano toxicogenético induzido pelos
antineoplasicos, e “B + PR” representa os valores dos danos toxicogenéticos induzidos pelos

antineoplasicos quando associados ao palmitato de retinol.

2.9 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por Analise de Variancia (ANOVA) com aplicacdo do
teste de Bonferroni como post hoc teste por meio do programa GraphPad Prism verséo 6.00
para Windows, (GraphPad Software, San Diego California USA). Significancia na correlacéo

estatistica para 95%.
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3 Resultados e Discussao
3.1 Viabilidade em azul de tripan das células tumorais de S-180

Todos os grupos testados contendo os antineoplasicos (com ou sem associacao)
promoveram significantes decréscimos (P<0,05) sobre a viabilidade celular em comparacéo ao
grupo sem tratamento. Esses dados corroboram com o fundamento para o uso terapéutico de
antitumorais alquilantes ao DNA e inibidores da topoisomerase I, como a CPA e DOX,
respectivamente (HOFMAN et al., 2015; NAITO et al., 2015). Entretanto, o estudo revelou que
0 palmitato de retinol, na maior concentracdo, quando associado aos antineoplasicos, reduz
significativamente (P<0,05) o decréscimo da viabilidade das células tumorais em comparacao
ao0s grupos expostos somente aos farmacos (Figura 2).

Figura 2. Viabilidade das células de Sarcoma 180 expostas ao palmitato de retinol (PR: 1, 10
e 100 Ul/mL), ciclofosfamida (CPA: 20 pg/mL), doxorrubicina (DOX: 2 pg/mL), e ao
Protocolo AC (CPA e DOX: 20/2 pg/mL). ANOVA-One-way e pos-teste de Bonferroni.
Valores de significancia de P<0,05 para ® comparado ao controle negativo (CN), ° comparado
CPA, ¢ comparado a DOX e 4 comparado ao protocolo AC.
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O papel citoprotetor dos antioxidantes é comumente observado em estudos in vitro e in
vivo, a exemplo em ratos Wistar (PANCHUK et al., 2014). Estudos apontam que compostos
antioxidantes inibem a agéo citotoxica da DOX entre 10 a 30%, devido a inibi¢&o do radical
superdxido produzido pelo antineoplasico. Os antioxidantes, a exemplo das vitaminas, podem
prevenir a formacdo ou capturar radicais livres pela agdo da superoxido dismutase (SOD),

catalase (CAT) e glutationa peroxidase evitando reacdes oxidativas, e ainda podem agir sobre
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proteinas envolvidas no reparo de DNA ou que medeiam a ativagdo de vias apoptoticas
(SINDHI et al., 2013; TREMANTE et al., 2015).

3.2 Danos toxicogenéticos da CPA, DOX e protocolo AC em linhagens de células tumorais de
S-180 e os efeitos do PR

O teste de micronucleos com bloqueio de citocinese, CBMN, é um biomarcador classico
para testes de suscetibilidade genética, sendo amplamente utilizado para mensurar danos, de
variadas classes, ao DNA (EL-ZEIN et al., 2014). Os antineoplasicos CPA e DOX e a
associacdo no protocolo AC induziram significantes danos citogenéticos (P<0,05) em células
tumorais de S-180, por meio da técnica de CBMN, para todos os biomarcadores de
mutagenicidade: micronlcleos, pontes e brotos quando em comparagdo ao grupo ndo tratado

com os antineoplasicos (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliacdo da mutagenicidade sobre células de S-180 induzida por ciclofosfamida
(CPA), doxorrubicina (DOX) e protocolo AC (CPA + DOX), e os efeitos do palmitato de retinol
(PR) avaliados por meio do teste de microntcleos com bloqueio de citocinese.

Danos Mutagénicos & Alteracdes Citogenéticas *

Tratamentos Micronucleos Pontes Nucleoplasmicas Brotos nucleares

Sem tratamento 6,00 £ 1,41 4,00+141 550+0,71

PR 1 Ul/mL 6,50 £ 0,70 500+1,41 6,00+ 1,41

PR 10 Ul/mL 7,00 £ 2,82 4,50+ 0,70 6,50 £ 0,70

PR 100 Ul/mL 7,50+2,12 4,50+ 0,70 7,50+£0,71
CPA 20 pg/mL ® 27,00 £ 4,24 39,00+141°2 26,00£141°2
CPA + PR 1 Ul/mL 21,00+£2,824 18,50 + 4,95 2P 20,00 + 1,41 2b
CPA + PR 10 Ul/mL 18,50+ 0,702 16,50 + 0,70 2P 13,50 + 0,70 &P
CPA + PR 100 Ul/mL 18,00 £ 0,002 15,50 + 0,70 2P 12,50 + 0,71 &b
DOX 2 pg/mL © 32,00+ 4,244 37,50+ 2,122 25,00+ 1424
DOX + PR 1 Ul/mL 2300+£1,41¢% 25,00 £ 2,82 a°¢ 19,50+ 0,702
DOX + PR 10 UI/mL 20,00 £1,412° 21,50 £ 0,70 a°¢ 12,50 £ 0,71 ¢
DOX + PR 100 Ul/mL 19,00 £ 1,42 ac 16,00 £ 1,41 a¢ 11,50 £ 0,70 a°¢
AC 20/2 pg /mL ¢ 31,00+ 7,07 2 39,00+ 2,822 2850+2,12°
AC + PR 1 UI/mL 2950+0,718 23,50 + 2,12 ad 13,00 + 2,83 24
AC + PR 10 Ul/mL 2450+ 0,702 17,00 + 2,82 ad 12,50 + 0,71 ad
AC + PR 100 Ul/mL 20,500,712 16,00 + 1,41 ad 13,00 + 1,41 ad

*PR (1, 10 e 100 UI/mL). CPA (20 ug/mL). DOX (2 pug/mL). Protocolo AC (CPA e DOX: 20/2 pug/mL). ANOVA-
One-way e pos-teste de Bonferroni. Valores significantes (MD+DP) de P<0,05 para  comparado ao grupo sem
tratamento (dano basal), ® & CPA, ¢4 DOX e Yao protocolo AC.
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Os biomarcadores citogenéticos sdo parametros biologicos utilizados como objeto de
estudo para avaliagdo de processos fisioldégicos normais ou patolédgicos, dietas alimentares,
estilo de vida, respostas farmacoldgicas e intervencdes terapéuticas em salude. Estes indicadores
além de permitir a mensuracao de riscos ambientais e ocupacionais, contribuem com os avancos
em terapias clinicas por meio da deteccdo e quantificacdo de alteracdes citologicas, genéticas e
moleculares em células ou organismos expostos a indmeros tipos de agentes (TORRES-
BUGARIN et al., 2014; BOLOGNESI et al., 2015).

Os tratamentos que associaram antineoplasicos com o PR continuaram a induzir de
forma significante (P<0,05) danos citogenéticos em relacdo ao dano basal. As variacGes de
média + desvio padrdo oscilaram de 11,50 £ 0,70 na associacdo do PR 100 Ul/mL com a
doxorrubicina, diminuindo significativamente (P<0,05) a inducdo de brotos nucleares; a 340,00
*+ 9,89 no tratamento do PR 1 Ul/mL com a doxorrubicina, ndo interferindo de forma
significativa sobre o nimero de apoptoses induzidas por este antineopléasico quando isolado.
Entretanto, o palmitato de retinol, em todas as concentragdes testadas, interferiu sobre os
mecanismos terapéuticos dos antineoplasicos testados pela atenuacao significante (P<0,05) da
inducdo de danos toxicogenéticos sobre células tumorais de Sarcoma 180 para todas as
alteracOes nucleares, pontes nucleoplasmaticas e brotos nucleares; assim como para a inducao
de morte celular por apoptose e necrose, exceto sobre a ocorréncia de micronucleos (Tabelas
le?2).

Os micronucleos sdo fragmentos ou cromossomos acéntricos derivados de erros na
anafase da divisdo nuclear, ndo sendo destinados para uma nova célula (BOLOGNESI;
FENECH, 2012). J4 as falhas em rearranjos cromossémicos ou a fusdo de extremidades
cromossomais, telémeros, permitem a formacgdo de filamentos de cromatina que ligam dois
nacleos distintos chamados de pontes nucleoplasmaéticas (FENECH et al., 2011) e os brotos
nucleares estdo associados a amplificacdo do DNA, e a ndo segregacdo do nucleo,
apresentando-se como prolongamentos do proprio espaco nuclear (BITGEN et al., 2016). Os
danos citogenéticos estdo ligados ao mecanismo de agdo antitumoral dos proprios
anineoplasicos, incluindo especialmente a indugdo de morte celular (ZAVALA-AGUIRRE et
al., 2010; KEY et al., 2015).

A doxorrubicina induz danos celulares em larga escala, e de forma critica sobre o
material genético, induzindo as células a entrarem em apoptose (MANTAWY et al., 2014). A

ciclofosfamida por ser um composto lesivo ao material genético gera de forma intensa a
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formacdo de microndcleos e outras anormalidades nucleares (ZAVALA-AGUIRRE et al.,
2010). As anormalidades nucleares e os eventos celulares caracteristicos de morte celular,
detectados pelo teste citogenético de CBMN séo indicativos de falhas no processo de divisdo
celular, mutagenicidade, citotoxicidade e genotoxicidade, efeitos diretamente ligados ao

desencadeamento e progndstico do cancer (LUE et al., 2015).

O IDNC indicou a acentuada citotoxicidade (P<0,05) dos antineoplésicos, isolados ou
em associacao, sobre as células de Sarcoma 180 tratadas em relacdo ao dano basal. Os efeitos
toxicogenéticos destes antineoplasicos também foram evidenciados no presente estudo pelas
significantes (P<0,05) indugdes de anormalidades nucleares e eventos indicativos de morte
celular, em linhagens de células neoplasicas de S-180, tendo em vista a necessidade da

interferéncia sobre a estrutura e a funcionalidade das células neoplésicas (Tabela 2).

Tabela 2. IDNC (indice de danos nucleares indicativos de citotoxicidade), frequéncia de
apoptose e necrose celular em células de S-180 induzidos por ciclofosfamida (CPA),
doxorrubicina (DOX) e protocolo AC (CPA + DOX), e os efeitos do palmitato de retinol (PR)
avaliados por meio do teste de microntcleos com bloqueio de citocinese.

Danos Toxicogenéticos #

Tratamentos IDNC Apoptose Necrose
Sem tratamento @ 0,98 + 0,01 29,50 + 3,53 16,00 + 2,82
PR 1 Ul/mL 0,97 £ 0,01 31,50x2,12 16,50 £ 4,95
PR 10 Ul/mL 0,98 £0,01 32,00+ 4,24 15,50 £ 0,70
PR 100 Ul/mL 0,95+0,01 36,00 £ 5,65 15,50 £ 2,12
CPA 20 mg/mL ® 0,47+£0,032 302,00 £4,24 2 109,00 + 11,312
CPA + PR 1 Ul/mL 0,64 +0,03 &b 294,00 £5,65¢2 91,50 +4,95%
CPA + PR 10 Ul/mL 0,64 + 0,06 &b 260,50 * 6,36 2P 84,00+9,89¢
CPA + PR 100 Ul/mL 0,70 + 0,06 &b 238,00 + 8,48 &P 70,00 + 2,82 ab
DOX 2 mg/mL ¢ 0,46+0,05¢2 350,00 £12,72 2 101,00 £ 5,652
DOX + PR 1 Ul/mL 0,53+£0,012 340,00 £9,89 2 80,50+ 4,952
DOX + PR 10 Ul/mL 0,62 £ 0,02 a¢c 299,00 £ 1,41 3¢ 62,50 + 4,95 ¢
DOX + PR 100 Ul/mL 0,69 £ 0,05 a°¢ 236,00 £ 5,65 a°¢ 60,50 + 0,70 a¢
AC 20/2 mg/mL ¢ 0,35+£0,012 400,00 £12,72 2 95,00 +9,89
AC + PR 1 Ul/mL 0,46+0,052 294,00 + 5,65 24 70,50+ 14,84
AC + PR 10 Ul/mL 0,50 + 0,01 24 260,00 + 7,07 &4 60,00 + 1,41 4
AC + PR 100 Ul/mL 0,62 + 0,04 2d 238,00 + 9,19 a¢ 51,50 + 3,53 &

*PR (1, 10 e 100 UI/mL). CPA (20 ug/mL). DOX (2 pug/mL). Protocolo AC (CPA e DOX: 20/2 pug/mL). ANOVA-
One-way e pos-teste de Bonferroni. Valores significantes (MD+DP) de P<0,05 para  comparado ao grupo sem
tratamento (dano basal), ® 8 CPA, ¢a DOX e Yao protocolo AC.
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Os processos indicativos de morte celular, estdo principalmente relacionados a auto-
ativacdo enzimética para degradacdo de proteinas citoplasmaticas e do material genético,
apoptose; e a resposta inflamatdria tecidual associada a desintegracdo da membrana celular,
eventos indicativos de necrose. A morte celular quando biologicamente programada é dividida
entre apoptose, tipo | de morte programada, e autofagia, tipo 1l de morte programada, sendo
todos estes tipos de mortes celulares vias determinantes para a mensuracdo da eficacia
terapéutica de um farmaco (TORRICELLI et al., 2012; MOE; MARIN-GARCIA, 2016).

Os anélogos e derivados da vitamina A, quando utilizados de forma concomitante aos
antineoplasicos nas terapias oncolégicas, podem agir como compostos antioxidantes, reduzindo
ou removendo danos ao DNA causados por esta classe de drogas (HONG et al., 2011; CHANG;
SHEEN; LEI, 2015). A associacdo com o PR, exceto na concentracdo de 1 Ul/mL, modulou de
forma acentuada (P<0,05) praticamente todas as variedades de alteracBGes citogenéticas
analisadas, interferindo sobre o nimero total de pontes citoplasmaticas, brotos nucleares,
apoptose e necrose, derivados da acdo antineoplasica dos farmacos isolados ou associados sobre
as células neoplasicas estudadas. O percentual de modulacdo do PR sobre os danos derivados
dos efeitos toxicos dos antineoplasicos variou conforme o tipo de alteracdo citogenética e
concentragdo vitaminica. Quanto aos marcadores de mutagenidade, em 2000 células analisadas,
0 indice de modulacdo do palmitato de retinol sobre os efeitos lesivos ao DNA dos
antineoplasicos para o nimero de micronucleos variou de 04,90%, na concentragdo de 1 Ul/mL,
a 40,70%, na concentracdo de 100 Ul/mL em comparacdo ao protocolo AC e DOX,
respectivamente. Levando-se em conta a quantificacdo de pontes citoplasmaticas, o indice de
modulagéo do PR variou de 33,33%, na concentragédo de 1 Ul/mL, a 60,26%, na concentracéo
de 100 Ul/mL em comparacdo a DOX e CPA isoladas. Por fim, o percentual de interferéncia
do palmitato de retinol sobre a indugdo de brotos nucleares oscilou entre 22,00 e 56,20%, para
a DOX isolada e protocolo AC, nas concentracdes de 1 e 10 Ul/mL, respectivamente (Figura
3).

Quanto aos eventos celulares indicativos de morte celular decorrentes a exposicao de
compostos citotoxicos, a modula¢do do PR oscilou entre 2,65%, na concentracdo de 1 Ul/mL
para CPA, e 40,38%, na concentracdo de 100 UI/mL, em comparacédo ao protocolo AC, quanto
a avaliacéo de apoptose. Para a avaliacdo da modulagcdo do mesmo composto vitaminico sobre
a inducéo de necroses pelos antineoplasicos, constatou-se a varia¢do no percentual de atenuagéo

dos efeitos toxicos de 16,06%, na concentracdo de 1 Ul/mL, a 45,79% na concentracdo de 100
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Ul/mL, em comparacdo a CPA e ao protocolo AC isolados, respectivamente (Figura 3). Os
antineoplésicos podem alterar o ciclo celular e/ou induzir a morte celular pela ativagdo das
caspases, necroses e alteracdes no citoesqueleto de forma dependente ao estresse oxidativo
como mecanismo de acdo antitumoral (ZAVALA-AGUIRRE et al., 2010; MANTAWY et al.,
2014). De forma oposta, o palmitato de retinol protegeu as linhagens celulares de Sarcoma 180
da sinalizacdo de morte celular pelas vias apoptoticas e necroticas (Figura 4). Possivelmente
interferindo sobre a degradacdo de detritos toxicos, organelas e proteinas deformadas,
reduzindo a acdo de enzimas lisossdmicas modulando os efeitos apoptéticos e necroticos dos
antineoplasicos, o que envolve a regulacdo da multiplicacdo celular pela inibi¢do de proteinas
quinases, serinas/treoninas, do complexo Atgl/ULK1 (SHIMIZU et al., 2014; LIN;
BAEHRECKE, 2015).

Embora relatos cientificos apontem o0s micronutrientes vitaminicos, entre estes 0s
derivados da Vitamina A, como agentes em potencial associagdo com o risco de acometimento
de canceres, por oscilarem entre os efeitos pro e antioxidantes, o palmitato de retinol, em todas
as concentracOes testadas, preveniu ou atrasou 0s processos oxidativos dos farmacos testados
podendo interferir sobre a eficacia terapéutica dos mesmos. Estes efeitos permitiram a reducéo
da frequéncia de alteracdes relacionadas a agdo mutagénica e toxicogenética da CPA e DOX,
efeitos citogenéticos ligados ao mecanismo de a¢do antitumoral dos préprios antineoplasicos
(HUANG et al., 2003; ZAVALA-AGUIRRE et al., 2010; KEY et al., 2015).
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Figura 3. Modulacéo (%) do palmitato de retinol (PR: 1, 10 e 100 Ul/mL) sobre o numero de biomarcadores de mutagenicidade e alteracdes
citogenéticas (A), micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos nucleares; e de morte celular (B), apoptose e necrose; induzidos por
ciclofosfamida (CPA: 20 pg/mL), doxorrubicina (DOX: 2 pg/mL) e protocolo AC (CPA e DOX: 20/2 pg/mL) em linhagens tumorais de S-180.
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Figura 4. Perfil fotomicrografico das linhagens de Sarcoma 180 tratados com o0s
antineoplasicos ciclofosfamida (CPA: 20 pg/mL), doxorrubicina (DOX: 2 pg/mL), e protocolo
AC (CPA e DOX: 20/2 ug/mL), assim como pelo palmitato de retinol (PR), analisadas por meio
do teste de CBMN. Coloracéo com giemsa a 10% e aumento de 1000X ao microscopio optico.
BN: células binucleadas. MN: micronucleos. BT: brotos nucleares. PT: pontes citoplasmaticas.
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3.3 Danos genotoxicos da CPA, DOX e protocolo AC em celulas sanguineas ndo tumorais de
camundongos Mus musculus e os efeitos do PR.

O teste cometa por apresentar grande versatilidade para 0 monitoramento em saude tem
sido aplicado na avaliacdo preditiva da resposta de individuos a quimioterapia. Esta técnica, ja
associada a medicina personalizada é eficiente em mensurar a fragmentacao inicial ou severa
do material genético ocasionada, por exemplo, pela influéncia de drogas antineoplésicas sobre
a estrutura do DNA. Sendo a interferéncia sobre a conformacdo morfo-funcional do material
genético avaliada por meio da mensuracdo dos danos ao material genético das células analisadas
(APOSTOLOU et al., 2014). O intenso potencial genotoxico da CPA e DOX, isoladas e em
associagdo sobre o DNA de células eucarioticas foi comprovado pelos significantes (P<0,001)
indices e frequéncias de danos (ID e FD) em células ndo neoplésicas de camundongos em
comparagao ao grupo de animais nao tratados com os quimioterapicos, corroborando aos efeitos
genotoxicos jé esperados dos farmacos. Seus efeitos oxidativos foram t&o intensos que os
tratamentos que levaram a associacgao dos farmacos com o PR continuaram a induzir de forma

significante (P<0,001) danos genotdxicos em relacdo ao grupo sem tratamento (Tabela 3).

A CPA ¢é uma droga citostatica que reprime a divisdo celular através da interacdo com
as moléculas de DNA. Os mecanismos de acdo da doxorrubicina estdo ligados a inibicdo da
sintese, a alquilacéo e a quebra de DNA pela interferéncia sobre a acdo das topoisomerases 11
no processo de duplicacdo do material genético. A intensa liberacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e a consequente peroxidacdo lipidica, como mecanismos de citotoxicidade e
genotoxicidade asseguram a estes antineoplésicos sua potente agdo antitumoral (CESEN et al.,
2016; MANJANATHA et al., 2013). No entanto, assim como na avaliagdo dos danos
toxicogenéticos dos antineoplésicos em células neoplésicas de Sarcoma 180, o PR reduziu de
forma significativa (P<0,001) os efeitos lesivos dos farmacos testados ao material genético de
células nao tumorais de Mus musculus. A andlise das classes de danos ao DNA, para ID e FD
em celulas ndo neoplésicas de sangue periférico de camundongos machos e fémeas revelou um
decréscimo do potencial oxidativo da CPA, DOX e do protocolo de AC, de associacéo entre 0s
dois farmacos, quando estes foram co-tratados com o PR na concentragdo de 100 Ul/kg (Tabela
3).
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Tabela 3. Avaliacdo dos danos genotdxicos induzidos por ciclofosfamida (CPA),
doxorrubicina (DOX), e protocolo AC (CPA + DOX), e a modulacéo destes pelo palmitato de
retinol (PR) em células ndo tumorais de Mus musculus por meio do teste cometa.

Genotoxicidade *

Tratamentos Indice de Dano (0-400) Frequéncia de Dano (0-100%)
Sem tratamento 14,60 + 1,56 6,00 £ 1,04
PR 100 Ul/kg 17,60 £ 0,76 7,80 £ 0,43
CPA 20 mg/kg 260,52 +1,62¢8 99,00 £ 0,54%
é CPA+PR 117,10 + 2,99 &b 45,80 + 1,12 2b
‘;‘ DOX 2 mg/kg 288,04 £6,802 98,26 £ 0,48 2
DOX+PR 189,50 * 4,86 &° 75,40 £ 2,99 a°¢
AC 20/2 mg/kg 260,00 £ 6,76 2 96,26 £1,012
AC + PR 200,80 + 2,89 2d 81,00 + 2,40 24
Sem tratamento 14,00 £ 1,64 6,00 £ 1,04
PR 100 Ul/kg 15,50 + 0,85 7,20 £ 0,25
CPA 20 mg/kg 29252 +9,20¢ 99,26 £ 0,37 2
S CPA+PR 107,20 + 3,55 & 41,80 + 1,48 2
f% DOX 2 mg/kg 300,26 + 3,98 @ 98,00+ 0,83
DOX+PR 179,20 £ 1,84 a° 67,70 £ 1,42 3¢
AC 20/2 mg/kg 352,40 +8,83¢ 94,52 £1,50°
AC + PR 197,40 + 3,66 2¢ 81,90 + 2,21 a4

PR (100 Ul/kg). CPA (20 mg/kg). DOX (2 mg/kg). Protocolo AC (CPA e DOX: 20/2 mg/kg). ANOVA-One-
way e pos-teste de Bonferroni. n=>5. Valores significantes (MD+DP) de P<0,001 para @ comparado ao grupo sem
tratamento (dano basal), ® & CPA, ¢4 DOX e %ao protocolo AC.

A avaliacdo da influéncia do PR sobre a acdo genotdxica dos antineoplésicos por meio
da andlise do indice de danos (0-400) no teste cometa de sangue periférico de camundongos
machos demonstrou que as taxas de média * desvio padrédo oscilaram, de 117,10 + 2,99 a 200,80
+ 2,89, para associa¢do do PR na concentracdo de 100 Ul/mL com a CPA e o protocolo AC,
respectivamente. Para a analise de frequéncia de danos (0-100%), a variacdo, também para
machos foi de 45,80 + 1,12 a 81,00 + 2,40 para as mesmas associa¢cdes medicamentosas. Na
avaliacdo das classes de danos em células de sangue periférico de camundongos fémeas, as
variagOes foram de 107,20 + 3,55 a 197,40 + 3,66 para o indice de danos; e de 41,80 + 1,48 a
81,90 + 2,21, para a frequéncia de danos, ambas para associacdo do PR com a CPA e o protocolo
AC (Tabela 3).

Os efeitos antioxidantes do PR modularam (0-100%) de forma significante a agéo
oxidante dos farmacos sobre 0 DNA dos roedores independente do sexo do animal. Para o

percentual de modulacdo do PR, na analise do material genético de células de sangue periférico,

O palmitato de retinol frente aos danos toxicogenéticos de antineopldsicos



122

de camundongos machos expostos aos antineoplésicos, o indice de danos variou de 34,22%, na
influéncia do PR sobre a DOX, a 55,06% na influéncia do palmitato de retinol sobre a CPA.
Para a analise do indice de danos em camundongos do sexo feminino, a modulagéo do palmitato
de retinol variou de 40,32%, sobre os efeitos da DOX, a 54,95% na atenuacdo dos efeitos
genotdxicos da CPA administrada de forma isolada. Quanto a avaliagdo da modulagdo do PR,
sobre a frequéncia de danos em células de sangue periférico de camundongos machos, frente
aos efeitos genotdxicos dos farmacos isolados, a variacdo foi de 15,85% a 53,73% para a
influéncia atenuadora do PR sobre o protocolo AC e ciclofosfamida, respectivamente. Para a
andlise da frequéncia de danos, em camundongos fémeas, o percentual de modula¢do do
palmitato de retinol variou de 13,35% a 57,88%, também sobre os efeitos oxidantes do

protocolo AC e CPA isolados nas células tratadas (Figura 5).

Figura 5. Modulacéo (%) do palmitato de retinol (PR: 100 Ul/kg) sobre o nimero de danos
genotoxicos induzidos por ciclofosfamida (CPA: 20 mg/kg), doxorrubicina (DOX: 2 mg/kg) e
protocolo AC (CPA e DOX: 20/2 mg/kg) em camundongos Mus musculus sadios por meio do
teste cometa.
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Dentro desta perspectiva, a avaliacdo da suplementacdo nutricional do palmitato de
retinol, também em células sadias de camundongos Mus musculus revelou que sua atividade
antioxidante sobre os efeitos genotoxicos da CPA e da DOX, isoladas e em associagéo,
promoveram uma eficiente protecdo do material genético celular. Compostos antioxidantes,
como as vitaminas A (retinol), C (acido ascorbico) e E (tocoferol), agem justamente limitando
os niveis intracelulares de radicais livres, impedindo ou reduzindo a inducdo de danos
oxidativos sobre as moléculas biologicas (BOUAYED; BOHN, 2010). Os radicais livres,
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espécies reativas a inimeros compostos bioldgicos, proteinas, lipideos, carboidratos e ao
material genético sdo gerados em larga escala devido a influéncia de mecanismos oxidantes
intrinsecos ou extrinsecos. A acdo das EROs é peca fundamental para promocdo do
envelhecimento celular, lipoperoxidacdo, morte celular e hiper-regulacdo com consequente
proliferacdo de células tronco cancerigenas. Entretanto, a propria descompensagdo do estado
redox corporal é responsavel por desencadear respostas dos mecanismos de defesas
antioxidantes, resultantes de fatores endogenos ou exdgenos, por meio de substancias
funcionais e/ou alimentos (ELEAZU et al., 2013; LIU; WANG, 2015; CIRCU; AW, 2010).

O palmitato € um composto sintético analago do retinol, apresentando-se como um sal
ou éster do acido palmitico, da vitamina A. Obtido por meio da suplementacdo dietética,
interage com proteinas de ligacdo e ativa-se com 0s receptores retindides, podendo, a partir
desse ponto induzir a diferenciacdo celular, bloquear a propria proliferacdo celular ou exercer
sua potente acdo quimiopreventiva (RO et al., 2015). Embora, estes achados em células sadias
de roedores, se discutidos de forma isolada possam ser equiparados a provaveis melhoras no
quadro clinico de pacientes em terapias oncoldgicas, levando-se em conta a interferéncia do
palmitato de retinol sobre os efeitos lesivos da ciclofosfamida e da doxorrubicina sobre o
material genético celular de células ndo neoplasicas, vale ressaltar que a mesma interferéncia

foi comprovada sobre células de linhagens cancerigenas de S-180.

O PR guando associado concomitantemente aos antineoplasicos consegue modular seus
efeitos toxicogenéticos (Figura 6), podendo reduzir seus efeitos terapéuticos esperados. Nesse
contexto, a acdo de alguns compostos alimentares, a exemplo das vitaminas, sugeridas por meio
de suplementacdo nutricional em variados tratamentos oncoldgicos, ainda gera inimeras
controvérsias devido a caréncia de protocolos e métodos seguros de intervencOes terapéuticas
por meio do uso de vitaminas antioxidantes paralelas a terapéutica contra o cancer (PISOSCHI;
POP, 2015; ALENCAR et al., 2016).
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Figura 6. Perfil fotomicrogréafico das células de camundongos tratados com o0s antineoplasicos
ciclofosfamida (CPA: 20 mg/kg), doxorrubicina (DOX: 2 mg/kg), e protocolo AC (CPA e
DOX: 20/2 mg/kg), assim como pelo palmitato de retinol (PR: 100 Ul/kg), analisadas por meio
do teste cometa. Coloracdo com nitrato de prata e aumento de 400X ao microscopio optico. DO:
Dano 0. D1: Dano 1. D2: Dano 2. D3: Dano 3. D4: Dano 4.
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4 Concluséo

Os farmacos CPA, DOX e suas associa¢es induziram danos toxicogenéticos sobre
células de linhagens cancerigenas de S-180 pelo aumento das frequéncias de micronucleos,
pontes, brotos e alteracdes nucleares indicativas de morte celular: apoptose e necrose. De forma
similar os antineoplasicos CPA, DOX e sua associacdo no protocolo AC promoveram efeitos
genotoxicos, por meio da avaliagdo de danos sobre o material genético em células de sangue
periférico de camundongos Mus musculus sadios. Entretanto, o PR, um micronutriente derivado
da vitamina A, modulou os efeitos toxicos dos antineoplasicos isolados e em associagdo, em
dois modelos de estudo, nos testes ndo-clinicos de CBMN em células tumorais e avaliacdo de
danos ao DNA, com o teste cometa. Como relatado, inUmeros estudos indicam a combinagéo
de antioxidantes, a exemplo do PR durante terapias oncoldgicas, especialmente para minimizar
os efeitos colaterais e adversos dos antineoplasicos. Porém, os efeitos antioxidantes destes
compostos nutricionais podem influenciar na eficicia das terapias oncoldgicas, j& que 0s

mesmos conseguem interferir sobre os mecanismos citogenéticos de a¢do dos antineoplasicos.
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RESUMO

O céancer é uma patologia multifatorial de importancia para a saude publica, devido seu alto
indice de mortalidade. A ciclofosfamida e a doxorrubicina sdo farmacos cléssicos aplicados na
terapia oncologica, usados de forma isolada ou em associac¢ao. Os antineoplasicos apresentam
agressividade toxicogenética que leva a instabilidade genética. O estudo avaliou 0s possiveis
efeitos antigenotdxicos, antimutagénicos e anticitotoxicos do palmitato de retinol frente aos
efeitos toxicogenéticos induzidos pela doxorrubicina (2 mg/kg), ciclofosfamida (20 mg/kg) e
protocolo AC (2/20 mg/kg) em camundongos Mus musculus, por meio do teste cometa e do
teste de micronucleos em células ndo tumorais de medula éssea. 80 animais sadios, divididos
igualmente por género, receberam a administracdo por via intraperitoneal dos quimicos. Apos
0 periodo de meia-vida dos farmacos, os animais foram eutanasiados para a punc¢éo da medula
0ssea nos 0ssos femurais. Os quimioterapicos induziram aumentos significativos do indice e
frequéncia de danos, efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos pelo aumento de micronicleos,
assim como apresentaram citotoxicidade pela interferéncia sobre a relagdo entre eritrocitos
policrométicos e normocromaticos em células de medula 6ssea de Mus musculus sadios. No
entanto, o palmitato de retinol, na concentracdo de 100 Ul/kg, reduziu significativamente as
acOes oxidativas dos quimioterdpicos, modulando os seus efeitos genotdxicos de 30,54% a
59,60%; mutagénicos, de 20,00% a 44,54%; e citotoxicos. Os resultados apontam que o
palmitato de retinol interfere sobre os mecanismos de acéo dos antineoplasicos. Dessa forma,
0 uso de vitaminas antioxidantes ainda exige ressalvas, devido as interacfes metabdlicas e
efeitos sinérgicos com os farmacos, especialmente durante a meia-vida destes, 0 que pode
influenciar a terapia oncoldgica.

Palavras-chave: Doxorrubicina; Ciclofosfamida; Protocolo AC; Efeitos toxicos; Palmitato de
retinol.
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ABSTRACT

Cancer is a multifactorial pathology of importance to public health, because of its high mortality
rate. Cyclophosphamide and doxorubicin are classic drugs used in cancer therapy, used in
isolation or in association. The antineoplastic feature aggressive toxicogenética which leads to
genetic instability. The study evaluated the possible effects antigenotoxicos, antimutagénicos
and anticitotdxicos of the retynil palmitate front toxicogenéticos effects induced by doxorubicin
(2 mg/kg), cyclophosphamide (20 mg/kg) and AC protocol (2/20 mg/kg) in mice Mus musculus,
by means of the Comet assay and micronucleus test in bone marrow tumor cells. 80 healthy
animals, divided evenly by gender, received the intraperitoneal administration of the chemicals.
After the half-life period of pharmaceuticals, the animals were eutanasiados to the bone marrow
puncture in femoral bone. The chemotherapy induced significant increases in the index and
frequency of damage, clastogénicos and/or aneugénicos effects by increasing of microkernels,
as presented by cytotoxicity interference on the ratio of normochromatic to polychromatic
erythrocytes and bone marrow cells of Mus musculus healthy. However, retinol palmitate, at a
concentration of 100 IU/kg, significantly reduced the oxidative action of chemotherapy by
modulating their genotoxic effects of 30.54% 59.60%; mutagens, 44.54% 20.00%; and
cytotoxic. The results indicate that the retinol palmitate interferes on the mechanisms of action
of antineoplastic. In this way, the use of antioxidant vitamins still requires reservations due to
metabolic interactions and synergistic effects with drugs, especially during the half-life of these,
which can influence the cancer therapy.

Palavras-chave: Doxorrubicin; Cyclophosphamide; AC protocol; Toxics Effects; Retynil
palmitate.
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1 Introdugéo

O céncer é um termo coletivo para mais de 200 patologias caracterizadas por um intenso
processo proliferativo de células neoplasicas. A quimioterapia apresenta-se como o tratamento
de patologias que afetam processos fisioldgicos celulares, no qual sua terapéutica € aplicada
prioritariamente contra o potencial agressivo e invasivo de células que tendem a formar tumores.
Embora os principais tipos de quimioterapia sejam as antineoplésicas ou antiblasticas,
empregadas na terapia oncoldgica, existem quimioterapias usadas para o controle de doencas
auto-imunes e também para a imunossupressao de pacientes apos a rejeicdo de transplantes
(INCA, 1999; FARSI, 2016; HASSAN et al., 2016).

Os quimicos aplicados nestas finalidades, usados de forma isolada ou em associagdo
terapéutica sdo denominados quimioterapicos ou antineoplasicos. Esta classe de compostos
compreende farmacos com variados mecanismos de acdo antitumoral. Os agentes alquilantes
impedem a multiplicagdo celular pela incorporacéo de grupos alquil sobre sua cadeia metabolica.
Os antimetabdlitos sdo responsaveis por inibir a biossintese de DNA e RNA. Os antibioticos
citotoxicos e inibidores da topoisomerase, interferem tanto no ciclo celular como na duplicacdo
do material genético. Os agentes hormonais sdo usados na terapéutica de neoplasias malignas
hormoniossensiveis principalmente quanto aos niveis de estrogénio e progesterona, € 0S
anticorpos monoclonais agem simulando o sistema imunolégico do paciente oncol6gico
atrapalhando o desenvolvimento tumoral (FERRARI et al., 2010; CECILIO et al., 2015: BA-
SANG et al., 2016).

A doxorrubicina (DOX) é um antibidtico da familia das antraciclinas que age por dois
mecanismos principais. Sao eles: intercalagdo a molécula de DNA, por meio da inibicdo da
sintese do préprio DNA ou da sua interacdo com a TOP2A, topoisomerase 1l; e formacao de
radicais livres que provocam danos oxidativos sobre membranas celulares e também sobre o
material genético. A ciclofosfamida (CPA) na verdade é um prd-farmaco, pois sé apresenta
atividade antitumoral ap6s a bioativacao hepatica. E uma mostarda nitrogenada que possui como
mecanismo de ac¢do a inibicdo da duplicacdo do DNA. Por promover a alquilacdo de grupos
nucleofilicos, como o N7 guanina na fita dupla do DNA, a CPA é considerada um agente
alquilante e oxidante (EMADI; JONES; BRODSKY, 2009; CHENNURU; SALEEM, 2013).

Embora sejam aplicados vérios critérios para a indicacdo da quimioterapia, os efeitos

citotoxicos, oxidantes e mutagénicos dos farmacos nédo sao especificos a células tumorais. Até
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mesmao tecidos bioldgicos que se renovam com rapidez, como a medula 6ssea, sofrem com a a¢éo
oxidante dos quimioterapicos, independente das inimeras modificagcBes sobre protocolos de
associacao quimioterapica e intervencdes nos ciclos periodicos dos tratamentos (INCA, 1999;
BROWN, 2016).

Com o intuito de atenuar os efeitos toxicos dos quimioterapicos, a suplementacdo
nutricional de compostos antioxidantes tem dado ao controle dietético de pacientes oncoldgicos
maiores chances de melhoras terapéuticas. O palmitato de retinol (PR), CasHs0O2, € uma
variacdo sintética da vitamina A comumente aplicado em produtos de natureza cosmetica e
estética por estimular a producdo de elastina e colageno, o que retarda o envelhecimento
cuténeo. Tendo em vista que a estrutura quimica basica dos derivados e metabdlitos do retinol
€ a mesma, e 0s seus ésteres, como o palmitato de retinol, apresentam uma maior estabilidade
na presenca de luz e oxigénio. Compostos estes, conhecidos por seus potentes efeitos
antioxidantes no combate aos radicais livres (NIH, 2012; OLIVEIRA et al., 2014).

Os biomarcadores citogenéticos sdo importantes para o biomonitoramento de
organismos sob a acdo lesiva e tdxica de agentes quimicos. Entretanto, a pesquisa com seres
humanos enfrenta grandes entraves metodoldgicos e principalmente éticos para aprovacao e
realizacdo. Nesse contexto, 0s modelos de estudo ndo-clinicos, apresentam-se
irrevogavelmente como ferramentas eficazes na compreensdo de inlmeros processos
bioldgicos e farmacodinamicos, como também toxicogenéticos, especialmente sobre os efeitos
da associacdo medicamentosa de antineoplasicos com compostos vitaminicos (BOLOGNESI
et al., 2013; AKYIL; KONOK, 2015). Portanto, o estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos
antigenotdxicos, antimutagénicos e anticitotoxicos do PR frente aos mecanismos de acdo
antitumoral da DOX, da CPA e do protocolo AC (associacgéo terapéutica entre DOX e CPA)
em medula dssea de roedores sadios, durante o periodo de meia-vida dos farmacos, por meio

da aplicacdo dos testes cometa e micronucleos em camundongos Mus musculus.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Preparo dos farmacos e do palmitato de retinol

Os antineoplasicos foram diluidos em solucdo fisioldgica estéril 0,9% até a
concentracdo final de 20 mg/kg para ciclofosfamida (CPA), 2 mg/kg para doxorrubicina
(DOX), sob 0 nome comercial de adriamicina e 2/20 mg/kg para o protocolo de associacéo
entre os dois farmacos (AC). O palmitato de retinol (PR) também foi solubilizado para a
administracdo de 100 Ul/kg, por via intraperitoneal, tendo em vista que doses superiores a 1.000
Ul/kg de PR administrados isoladamente em roedores Wistar adultos apresentam efeitos pro-
oxidantes (Figura 1) (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 1. Estrutura quimica da CPA (A), DOX (B) e PR (C).
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Adaptacdo de HADI et al., 2012; NIH, 2012 e de BASU et al., 2015.

2.2 Tratamento dos animais com 0S quimicos.

Os experimentos in vivo foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da UFPI, sob documento de aprova¢do com o nimero 081/14. Foram
utilizados para os experimentos 80 camundongos (Mus musculus), da linhagem Swiss, albinos,

com igual numero de machos e fémeas, pesando entre 25 a 30 g, com aproximadamente 2 meses
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de idade, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrérias - CCA da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os animais foram mantidos sob condi¢cbes monitoradas
de temperatura equivalente a 22 £ 1 °C, com livre acesso a racao tipo pellets (Purina®) e agua,
mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas cada. Os animais foram divididos em 8 tipos de
tratamento e o periodo de exposi¢do aos antineoplésicos foi definido com base na meia-vida
dos farmacos, aproximadamente: 7 h para CPA e 48 h para DOX (Tabela 1).

Tabela 1. Esquema dos tratamentos dos animais com 0s quimicos.

Grupos Tratamentos n de animais *
Controle Negativo Sem tratamento
CPA: 20 mg/kg
Controle Positivo DOX 2 mg/kg
Protocolo AC: 2/20 mg/kg n=10
PR 100 Ul/kg

CPA + PR 100 Ul/kg
Grupos Teste DOX + PR 100 Ul/kg
AC + PR 100 Ul/kg

# n=10/grupo, com igual proporgéo de géneros (5 animais machos e 5 fémeas).

2.3 Teste cometa em medula 6ssea de camundongos Mus musculus

Os antineoplasicos, DOX e CPA e o antioxidante PR foram administrados por via
intraperitoneal. Ap0Os os testes, os animais foram eutanasiados pela administracdo de
pentobarbital sédico (150 mg/kg). O teste cometa foi realizado segundo Hartmann et al (2003)
e Uno et al (2015), a partir da obtencdo de células da medula 6ssea de camundongos Mus
musculus. 10 pL das amostras de medula 6ssea foi misturado a 90 pL de agarose low mellting
(com baixo ponto de fusédo) a 0,75% sob uma temperatura de 37°C. O homogenato foi disposto
sobre laminas de pré-cobertura com agarose sob ponto de fusdo normal a 0,75%, cobertas com
laminulas (24 x 60 mm), e mantidas em temperatura ambiente até a solidificacdo. Retirou-se a
laminula e mergulhou-se a 1damina em solucéao de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM
Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH 10) a 4°C e protegida da luz, por 72 horas. Em seguida,
realizou-se a corrida de eletroforese com a solucdo de eletroforese (1 mM EDTA, 300 mM
NaOH, pH > 13), sob banho de gelo para a manutencdo da temperatura em torno de 4°C, por
20 minutos, para o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas ligacGes e a exposicao

O palmitato de retinol com agdo antigenotdxica, antimutagénica e anticitotdxica frente a antineopldsicos



140

dos sitios alcalino-labeis. A eletroforese foi conduzida a 25 V e 300 mA, por 20 minutos na
presenca de lumindrias com baixo comprimento de onda. Posteriormente, as laminas foram
retiradas da cuba de eletroforese e mergulhadas na solucdo de neutralizacdo (0,4 M Tris, pH
7,5) por 5 minutos; e expostas por 10 minutos, & solugdo fixadora (Acido tricloroacético 15%,
Sulfato de zinco heptahidratado 5%, e Glicerol 5%). Apds secas, as laminas foram coradas com
solucdo de Nitrato de Prata (0,02%) e lavadas com &gua destilada por 3 vezes. Adicionou-se a
solucdo de parada (acido acético) por 5 minutos, lavou-se as laminas 3 vezes com agua
destilada, sendo estas deixadas em bandejas para secagem em temperatura ambiente. Para cada
grupo, n = 5, foram fotografadas 100 células por lamina, sendo 2 laminas por animal. A
avaliacdo foi realizada a partir da anélise do tamanho e intensidade de degradacéo e arraste do
material genético, onde 5 classes de danos foram identificadas: classe 0, material genético sem
dano ou intacto; classe 1, classe 2; classe 3; até 0 maximo de dano, classe 4. Por fim, calculou-

se 0 indice de dano (ID), variando de 0 a 400, segundo a férmula:
ID = Z 0x(C0) + 1x(C1) + 2x(C2) + 3x(C3) + 4x(C4)

Nota: “CO” representa o numero de nucleos em Classe 0, “C1” representa o nimero de
nucleos em Classe 1, “C2” representa o nimero de nucleos em Classe 2, “C3” representa o
nimero de nicleos em Classe 3 e “C4” representa o nimero de nucleos em Classe 4; em 100
nacleos avaliados. Também foi calculada a frequéncia de dano (FD), variando de 0 a 100%,

segundo a formula: FD = 100% — danos de classe 0.
FD (%) = 100 — CO

Nota: “CO” representa o numero de células em Classe 0, em 100 nucleos avaliados.
2.4 Teste de Micronucleo em medula dssea de camundongos Mus musculus

Os dois ossos fémurais de cada roedor foram retirados e lavados internamente com soro
bovino fetal (20%), para lavagem da medula 6ssea. 25 pL da suspensdo celular foram
direcionados a laminas de vidro, para fixacdo e coloracdo com Giemsa 10%. A anélise
microscopica sob o aumento de 1000 X considerou os danos nucleares presentes em 1000

células/lamina. Teste foi realizado em duplicata.
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2.5 Célculo da relacéo eritrocitica em medula 6ssea

O célculo para andlise da citotoxicidade dos tratamentos foi aplicado por meio da
quantificacdo do namero de eritrocitos normocromaticos (ENC) e policromaticos (EPC) em
medula 0ssea de camundongos por meio da avaliacdo de 400 eritrdcitos por tratamento
(FURTADO et al., 2008). A andlise foi realizada em microscéopio dptico sob o uso de 6leo de
imersdo e aumento de 1000X. Teste foi realizado em duplicata. A formula aplicada foi:

EPC
ENC + EPC

Relacio Eritrocitica =
2.6 Modulacéo dos efeitos genotoxicos e mutagénicos da CPA, DOX e protocolo AC pela

influéncia do palmitato de retinol

A modulag&o do PR sobre os danos ao material genético induzidos pelos antineoplésicos
CPA, DOX e protocolo AC foram calculados, em porcentagem, de acordo com a férmula:

X— (Y +PR)
- 100

Modulacio (%) = X

Legenda: “X” representa os valores para cada tipo de danos induzidos pelos
quimioterapicos, € “Y + PR” representa os valores dos danos toxicogenéticos induzidos pelos

quimioterapicos quando associados ao palmitato de retinol.
2.7 Analise estatistica

Os resultados foram considerados significantes a partir de uma correlacdo positiva de
95%. Foram aplicados a Anélise de Variancia (ANOVA) e Bonferroni como post hoc teste, por
meio do programa GraphPad Prism versao 6.00 para Windows, (GraphPad Software, San Diego
California USA).
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3 Resultados e Discussdo

3.1 Avaliagdo antigenotdxica do PR frente a CPA, DOX e protocolo AC.

O teste cometa, quando realizado sob pH alcalino recebe esta denominacéo por avaliar
através de uma técnica eletroforética a presenca de quebras nas moléculas de DNA, de lesdes
em sitios alcalino-sensiveis e em sitios de reparo por excisdo incompleta, em células de
mamifero. Por ser um teste aplicavel para o controle de inUmeros tipos de substancias, como
farmacos ja em comercializacdo, o teste cometa representa uma versatilidade no monitoramento
de protocolos terapéuticos para mensuracdo do potencial genotdxico de drogas isoladas ou em
associacao (CASH et al., 2014). Devido aos fatores ligados as a¢des toxicas da doxorrubicina
e da ciclofosfamida, este trabalho aponta, através da analise das classes de danos estruturais
sobre o material genético de células sadias de medula dssea de Mus musculus, a genotoxicidade
da CPA, DOX, e do protocolo AC pelo significante aumento (P<0,001) do indice e da
frequéncia de danos genotdxicos nas células analisadas quando comparadas ao grupo de

animais ndo tratados com os mesmos quimioterapicos (Tabela 2).

A genotoxicidade ¢ um termo geral empregado ao potencial lesivo de compostos
enddgenos ou exdgenos sobre a conformacdo morfo-funcional do acido desoxirribonucléico
(DNA). Metabdlitos de bioprodutos, modificacGes espontaneas da base nitrogenada, radiacdes
ultra-violetas, radiacdes ionizantes e agentes quimicos sdo fontes de danos ao material genético,
que quando ndo corrigidos pelos mecanismos intrinsecos de reparo tornam-se mutagenos
cruciais para o comprometimento da estabilidade genémica (ABBOTTS; THOMPSON,;
MADHUSUDAN, 2014). Os efeitos antitumorais dos quimioterapicos apresentam grande
habilidade de causar danos ao material genético. Esses efeitos lesivos estdo relacionados
principalmente a agdo de radicais livres, agentes alquilantes a molécula de DNA, a inibigdo da
atividade de enzimas relacionadas a divisdo celular, como as topoisomerases e a inibi¢ao
farmacoldgica dos mecanismos de reparo de danos sobre 0 DNA, o que pode resultar na inducéo
a morte celular (ABBOTTS; THOMPSON; MADHUSUDAN, 2014; YARD et al., 2016).
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Tabela 2. Avaliacdo antigenotoxica do PR diante dos danos genotoxicos induzidos por
ciclofosfamida (CPA), doxorrubicina (DOX), e protocolo AC (CPA + DOX), e a modulagéo
destes pelo palmitato de retinol (PR) em medula éssea de Mus musculus por meio da aplicacédo
do teste cometa.

Genotoxicidade #

Tratamentos indice de Dano (0-400) Frequéncia de Dano (0-100%)
Sem tratamento 13,80 + 0,86 5,40 £0,51
PR 100 Ul/kg 20,20 £ 0,33 9,10 + 0,24
CPA 20 mg/kg 260,54 + 1,62 @ 96,80+ 1,98
8 CPA+PR 118,70 + 3,99 2 45,90 + 1,88 2
§ DOX 2 mg/kg 262,54 £ 8,96 2 96,75+1,822
DOX+PR 147,30 £ 4,75 3¢ 51,80 + 0,95 2°¢
AC 2/20 mg/kg 309,26 £ 11.402 97,00+ 1,302
AC + PR 170,40 + 7,24 ad 65,40 + 1,13 &
Sem tratamento 13,20 £ 0,97 5,40 £ 0,51
PR 100 Ul/kg 20,90 £ 0,85 9,40 £ 0,57
CPA 20 mg/kg 292,54 £ 9,202 97,60+ 1,602
ﬁ CPA+PR 118,30 + 3,29 P 44,80 + 1,25 2P
fEI_—‘ DOX 2 mg/kg 260,54 £ 25,342 97,00+1,842
DOX+PR 141,00 + 6,62 2°¢ 51,10 £1,822°¢
AC 2/20 mg/kg 252,26 + 20,152 97,60+ 1,282
AC + PR 168,30 + 5,64 a4 67,80 + 2,11 a4

*PR (100 Ul/kg). CPA (20 mg/kg). DOX (2 mg/kg). Protocolo AC (DOX e CPA: 2/20 mg/kg). ANOVA-One-way
e pos-teste de Bonferroni. n=5. Valores significantes (MD£DP) de P<0,001 para # comparado ao grupo sem
tratamento, ® & CPA, ¢a DOX e %ao protocolo AC.

Os tratamentos em associacdao do PR com os quimioterapicos continuaram a induzir de
forma significante (P<0,001) danos genotdxicos em relacdo ao grupo ndo tratado com 0s
quimioterapicos pelo aumento dos indices e frequéncias de danos, em medula dssea. Entretanto,
0 PR, na concentracdo de 100 Ul/kg, reduziu de forma significativa (P<0,001) os efeitos
genotoxicos dos antineoplasicos testados. A andlise das classes de danos ao DNA, para
determinacdo do ID (0-400) e FD (0-100%) em células ndo tumorais de medula déssea de
roedores, tanto para camundongos machos quanto para fémeas revelou um decréscimo do
potencial genotdxico da CPA, da DOX e do protocolo de associacdo AC, quando estes farmacos

sofreram influéncias do PR devido as interagdes quimicas (Tabela 2).

A avaliacdo da influéncia do PR sobre a agdo genotoxica dos antineoplasicos por meio

da analise do ID no teste cometa em células de medula éssea de camundongos machos
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demonstrou que as taxas MD+DP oscilaram, de 118,70 + 3,99 a 170,40 + 7,24, respectivamente,
para a associa¢do do PR com a CPA e com o protocolo AC. Para a anélise da FD (%), a variacao,
também para machos foi de 45,90 + 1,88 a 65,40 + 1,13 para as mesmas interacoes
medicamentosas. Na analise do indice de danos para Mus musculus fémeas os valores de MD
+ DP oscilaram, de 118,30 * 3,29, para associa¢do do PR com a CPA, a 168,30 + 5,64, para
associacdo do PR com o protocolo AC. Para a andlise da frequéncia de danos, a variacao
também para fémeas foi de 44,80 + 1,25 a 67,80 = 2,11 para as mesmas associacOes

medicamentosas (Tabela 2).

Os efeitos antigenotoxicos do PR modularam (0-100%) de forma significante (P<0,001)
a acdo de mecanismos genotoxicos, incluindo danos oxidativos, dos antineoplasicos sobre o
DNA de medula 6ssea dos roedores independente do sexo do animal. Na analise da modulagéo
do PR em células de medula 6ssea dos camundongos machos, o ID oscilou de 43,90%, na
influéncia do palmitato de retinol sobre a DOX, a 54,45% na influéncia do PR sobre a CPA.
Quanto a mesma andlise em camundongos do sexo feminino, a oscilacdo foi de 33,20%, na
associacdo do PR com o protocolo AC, a 59,60% na associacdo do PR com a CPA, levando-se
em comparacdo ao farmaco isolado. Na avaliacdo da modulacdo do PR sobre a FD (%) em
machos, a variacdo foi de 32,58%, na associacdo do PR com o protocolo AC, comparado ao
protocolo isolado, a 52,59% na associacdo do PR com a CPA, comparando-se com o farmaco
isolado. Quanto a andlise da FD em camundongos fémeas, o percentual de modulacdo variou
de 30,54%, sobre o protocolo AC, a 54,10% levando-se conta a atenuacdo dos efeitos sobre a
CPA isolada (Figura 2).

A quimioterapia gera intenso estresse genotdxico e danos diretos ao DNA de células
ndo neopléasicas (Tabela 2). Os agentes quimioterapicos inibidores das topoisomerases, usando
NAD+ disponiveis, conseguem modificar proteinas responsaveis pelo reparo por excisdo de
bases, promovendo o acimulo de danos ao material genético. Drogas desta classe, a exemplo
da doxorrubicina, ainda desregulam a correta reparacao de lesdes dupla-fitas no DNA, o que
pode acarretar em aneuploidias, aberracfes genéticas e morte celular (KELLEY; LOGSDON;
FISHEL, 2014). A terapia para o0 cancer, a partir do uso de mostardas nitrogenadas foi
justificada principalmente apés o fim da Primeira Guerra Mundial, onde a supressdo da medula
0ssea, pela reducdo do numero de globulos vermelhos foi detectada apos a exposicao a estes

quimicos. Ndo obstante, os agentes alquilantes ao DNA representam uma das classes mais
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velhas de drogas antineoplésicas e sdo liberados pela FDA para o tratamento de neoplasias
hematoldgicas, como leucemias e linfomas (TORGOVNICK; SCHUMACHER, 2015).

Figura 2. Modulagéo (%) do palmitato de retinol sobre os danos genotoxicos induzidos por
ciclofosfamida (CPA: 20 mg/kg), doxorrubicina (DOX: 2 mg/kg) e protocolo AC (DOX e CPA:
2/20 mg/kg) em medula d6ssea de Mus musculus por meio do teste cometa: indice (A) e
frequéncia de danos (B). ANOVA-One-way e pos-teste de Bonferroni. n=5. Valores
significantes de P<0,001 para @ comparado ao grupo tratado com CPA, para ® comparado ao
grupo tratado com DOX e para © comparado ao grupo tratado com o protocolo AC.
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As drogas responsaveis por inserir grupos alquil em moléculas biolégicas ndo agem
especificamente sobre 0 DNA, também formam reativos intermediarios no RNA, proteinas e
lipideos. Podem ser mono ou bifuncionais, sendo reativas a mais de um sitio ativo. Interferem
durante todas as fases do ciclo celular, interagindo com varios grupos estruturais de bases
pdricas e pirimidicas, como N7 e O6 em guaninas; N1, N3, N6 e N7 em adeninas; N3 e O2 em
citosinas; e em posi¢des 02, N3, e O4 de timinas. Neste espectro, a atividade anticancerigena
da ciclofosfamida apresenta grande potencial mutagénico, como corroborado com os dados
apresentados por sua genotoxicidade sobre células hematoldgicas (Tabela 2) (KONDO et al.,
2010; PUYO; MONTAUDON; POURQUIER, 2014).

Para avaliar o potencial genotdxico de substancias e quimicos em geral, a OECD
assegura o teste cometa na versao alcalina (pH >13) como um teste eficiente em avaliar o risco
de instabilidade genética em modelos de estudo in vivo. A intensidade da migracdo do material
genético apds a aplicacdo da eletroforese em gel de agarose, aponta a danificacdo seriada do
DNA por meio da corrida protéica em inumeros tecidos bioldgicos (Figura 3). O arraste do
material analisado comprova lesGes sobre a estrutura do material genético, pela ocorréncia de
mecanismos citotoxicos e mutagénicos/genotdxicos das substancias testadas, capazes de
diminuir a viabilidade das células em anélise pela inducao de apoptose e necrose celular (CASH
etal., 2014; UNO et al., 2015).

A integridade do genoma, em células normais, apos a exposi¢do a agentes genotoxicos
aponta uma eficiente sinalizacdo de danos ao material genético, por meio de pontos de
verificacdo em todo o ciclo celular e a existéncia de eficazes vias de reparacdo do proprio DNA
lesionado. Com esta fungdo os compostos vitaminicos sdo associados ndo apenas ao combate
dos efeitos oxidativos de radicais livres, no citosol celular, para as vitaminas hidrossollveis, e
na protecdo da peroxidacdo lipoprotéica, para as vitaminas lipossolGveis, mas também na
protecdo do material genético, tendo em vista que os radicais livres interagem fortemente com
grupos nucleofilicos (BROUSTAS; LIEBERMAN, 2014). Frente a processos oxidativos em
macromoléculas essenciais, a vitamina A recebe a influéncia de sinalizadores celulares para a
sua metabolizacdo. Os compostos derivados da estrutura do retinol, modulam inimeros
processos bioldgicos, incluindo a interferéncia sobre a funcionalidade do ciclo celular, sobre a
diferenciacéo e proliferacdo de células, assim como a propria inducdo de morte celular por
apoptose, resposta fisiolégica comum a danos genotdxicos de grande intensidade (MARCATO
etal., 2015).
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Figura 3. Fotomicrografias apontando a a¢do antigenotdxica, do palmitato de retinol frente aos
danos genotoxicos da ciclofosfamida, doxorrubicina, e do protocolo AC em células de medula
6ssea de Mus musculus analisadas por meio do teste cometa. PR: palmitato de retinol. CPA:
ciclofosfamida. DOX: doxorrubicina. AC: protocolo de associagdo. D 0: dano 0. D 1: dano 1.
D 2: dano 2. D 3: dano 3. D 4: dano 4. Coloragdo com nitrato de prata no teste cometa e analise
microscépica de 100 células/ldmina sob o aumento de 400 X ao microscopio Optico. Teste
realizado em duplicata.

e

CPA: 20 mg/kg CPA +PR

DOX: 2 mg/kg DOX + PR

AC: 2/20 mg/kg AC + PR
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O PR foi eficiente em modular os efeitos genotdxicos pelas diferengas observadas entre
0s tipos e intensidade de danos nucleares, como observados nas fotomicrografias (Figura 3).
Alguns mecanismos de acao do PR podem possivelmente ser associados a sua interferéncia no
estresse oxidativo e na inducdo de apoptoses foram inferidos devido ao uso do teste cometa na
sua versdo alcalina. Os antineoplésicos sdo indutores de apoptose celular, efeitos terapéuticos
desejados no controle de neoplasias em paciente oncologicos. No entanto, existem relatos que
podem determinar que o efeito antioxidante do PR tenha acentuado as etapas fisiologicas de
reparacao de fatores transcricionais e de danos a molécula de DNA, processos intensamente
afetados pelos efeitos genotoxicos dos antineoplasicos (SASTRE-SERRA et al., 2010; WANG;
DUSZA; LIM, 2010).

3.2 Avaliagdo antimutagénica e anticitotdxica do PR frente aos mecanismos tdxicos da CPA,
DOX e protocolo AC.

A inducdo de micronucleos pelos antineoplésicos foi significante (P<0,001) em
relagcdo ao grupo sem tratamento, para todos os grupos de animais expostos a ciclofosfamida,
doxorrubicina e ao protocolo de associacdo entre 0s dois antineoplasicos. Evidenciou-se assim,
0 potencial mutagénico dos quimioterapicos. No entanto, enfatizamos a acdo antimutagénica
do PR, pela significante (P<0,05) reducdo da quantificacdo de MN em células de medula éssea
de camundongos indicando seus possiveis efeitos antianeugénicos e anticlastogénicos (Tabela
3).

A pesquisa em genética toxicoldgica surge como um campo relativamente novo, mas
essencial dentro da analise e controle de medicamentos. Vale ressaltar que este campo vai bem
além da andlise de toxicidade aguda e crdnica de compostos, apresentando inclusive relacéo
direta com o campo da citogenética como base para a mensuracdo de interferéncias induzidas
sobre a estrutura tridimensional e funcional do material genético, o que pode gerar efeitos ndo
silenciosos aos organismos (TORRES-BUGARIN et al., 2014). Os quimioterapicos, quando
ativados metabolicamente induzem a formag&o de radicais livres, que ao interagirem com
moléculas de oxigénio geram radicais superoxido. Estes, interagem com o perdxido de
hidrogénio e formam radicais hidroxila altamente reativos a componentes de membranas
celulares, lipoproteinas, carboidratos, RNA e DNA. Processos oxidativos que caracterizam o
potencial citotoxico e mutagénico da doxorrubicina e da ciclofosfasmida (POWIS, 1989;
FURTADO et al., 2008), como averiguados neste trabalho (Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliacdo da acdo antimutagénica e anticitotoxica do palmitato de retinol frente a
acdo toxica induzida por ciclofosfamida (CPA), doxorrubicina (DOX), e protocolo AC (CPA +
DOX) em ceélulas de medula 6ssea ndo tumorais de Mus musculus por meio do teste de
micronucleos (MN).

Mutagenicidade e Citotoxicidade #

Tratamentos Micronucleos EPC/EPC+ENC
Sem tratamento 1,80+ 0,37 0,84 £0,01
PR 100 Ul/kg 2,00+0,32 0,82+0,01
CPA 20 mg/kg 11,20+£0,58% 0,43+0,01%
é CPA+PR 6,20 + 0,37 &P 0,64 + 0,02 &b
§ DOX 2 mg/kg 12,80 +0,66° 0,44 +0,01°
DOX+PR 8,00 £ 0,70 3¢ 0,63 £0,01 3¢
AC 2/20 mg/kg 16,00+ 0,702 0,47+0,01°
AC + PR 12,80 + 0,86 ¢ 0,64 + 0,02 a4
Sem tratamento 1,40 £ 0,25 0,85+0,01
PR 100 Ul/kg 2,20+0,20 0,83+0,01
CPA 20 mg/kg 10,40+ 0,252 0,36 +0,01°
§ CPA+PR 580+1,16 &P 0,65+ 0,02 &b
fEL’ DOX 2 mg/kg 11,60 + 0,51° 0,44 +0,02°
DOX+PR 8,20 £ 0,86 2¢ 0,62 £ 0,02 ¢
AC 2/20 mg/kg 16,00+ 1,052 0,52+0,01°
AC + PR 12,60 + 0,98 ¢ 0,63 +0,02 24

*PR (100 UlI/kg). CPA (20 mg/kg). DOX (2 mg/kg). Protocolo AC (DOX e CPA: 2/20 mg/kg). Relagdo entre o
numero de eritrocitos policromaticos e a soma de eritrocitos policrométicos (EPC) e normocromaticos (ENC) em
400 células analisadas (EPC/EPC+ENC). ANOVA-One-way e pds-teste de Bonferroni. n=5. Valores significantes
(MD=+DP) de P<0,05 para comparado ao grupo sem tratamento, ® & CPA, ¢a DOX e %ao protocolo AC.

O DNA lesionado segue obrigatoriamente trés vias fisioloégicas a depender da
funcionalidade dos mecanismos enddgenos relacionados a reparacdo de danos no material
genético. Na auséncia de reparo dos danos sobre 0 DNA, o0 mesmo perde as atividades que
seriam conferidas apds a codificacdo genética daquele segmento. Caso o reparo seja incorreto,
mutacdes podem ser geradas, por exemplo, pelo mal pareamento de bases nitrogenadas.
Entretanto, quando o sistema de reparo responde corretamente, 0 DNA é completamente

restaurado (FENECH, 2007; TORRES-BUGARIN et al., 2014).

As alteracdes relacionadas a danos ao material genético mais comuns séo aquelas que

ndo modificam a quantidade de cromossomos de uma célula, mas podem originar cromossomos
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anormais. Nesse sentido, quebras e amplificacdes do DNA podem ser facilmente detectadas por
meio de técnicas citogenéticas em inimeros modelos de estudo, ex vivo e in vivo. Nesse
contexto, o teste de micronucleos (MN) é eficiente na deteccdo de efeitos aneugénicos e
clastogénicos por meio da avaliacdo de anormalidades nucleares induzidas por mutagenos,
indutores de alteracGes estruturais ao DNA passiveis de serem herdadas por novas células
durante a diviséo celular, em variados tecidos celulares (EL-ZEIN et al., 2014; BOLOGNESI
etal., 2015).

A atividade antioxidante do PR, possivelmente, promoveu significantes percentuais de
modulagbes (P<0,05) dos efeitos mutagénicos da ciclofosfamida, da doxorrubicina e do
protocolo de associacao entre estes. O decréscimo da incidéncia de MN em células ndo tumorais
de medula 6ssea foi significativo independente do sexo do animal, no qual o percentual de
modulacéo sobre os efeitos mutagénicos variou de 20,00% a 44,64%, para animais machos, e
de 21,25% a 44,23%, para fémeas de Mus musculus, caracterizando o potencial antimutagénico
do composto frente aos danos cromossdémicos dos quimioterapicos (Figuras 4 e 5). Os MN
encontrados em eritrocitos de medula dssea sao originados pela ocorréncia de fragmentacdes
nos cromossomos, ndo incorporadas pelo nacleo das novas células, logo apds a citocinese
celular (LUZ et al., 2012).

Figura 4. Modulacéo (%) do palmitato de retinol (PR) sobre o nimero de microndcleos (MN)
induzidos por ciclofosfamida (CPA: 20 mg/kg), doxorrubicina (DOX: 2 mg/kg) e protocolo AC
(DOX e CPA: 2/20 mg/kg) em medula 6ssea de Mus musculus por meio do teste de
micronucleos. ANOVA-One-way e poés-teste de Bonferroni. n=5. Valores significantes de
P<0,05 para @ comparado ao grupo tratado com CPA, para ® comparado ao grupo tratado com
DOX e para ¢ comparado ao grupo tratado com o protocolo AC.
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Figura 5. Fotomicrografias apontando a acdo antimutagénica e anticitotdxica do palmitato de
retinol frente aos efeitos téxicos da ciclofosfamida, doxorrubicina, e do protocolo AC em
células de medula éssea de Mus musculus analisadas por meio do teste de micronucleo. PR:
palmitato de retinol. CPA: ciclofosfamida. DOX: doxorrubicina. AC: protocolo de associacéo.
MN: microntcleo. ENC: eritrécito normocromatico. EPC: eritrocito policromatico. Coloragédo
com Giemsa a 10% no teste de micronucleo e anélise microscopica de 1000 células/lamina sob
0 aumento de 1000X ao microscopio éptico. Teste realizado em duplicata.

CPA: 20 mg/kg CPA +PR

DOX: 2 mg/kg DOX + PR

AC: 2/20 mg/kg AC + PR
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Devido a seus potenciais efeitos citotdxicos, os antineoplésicos, mesmo em células
ndo tumorais promoveram significantes (P<0,05) decréscimos da relagio EPC/EPC+ENC em
células de medula éssea em comparacgédo ao grupo sem tratamento quimioterapico (Tabela 3).
A interferéncia sobre a relacdo entre células jovens da linhagem eritréide da medula 6ssea,
avaliada pela quantificacdo dos nimeros de eritrdcitos policroméaticos em relacdo ao nimero
total de eritrocitos, soma dos eritrocitos normocromaticos e policrométicos, apresenta uma
eficiente representatividade da inducdo de danos téxicos a linhagens celulares hematologicas
(FURTADO etal., 2008; LUZ et al., 2012).

A citotoxidade é determinada como uma propriedade nociva de um composto em
relacdo a células. O efeito toxico que tem capacidade de interferir sobre 0 metabolismo de
linhagens celulares, por meio de estudos ex vivo; ou em células teciduais, em estudos in vivo,
alterando a sua proliferacéo e viabilidade celular, confere a um agente o potencial caracterizado
citotoxico. Drogas citotdxicas podem influenciar sobre a maturagéo e diferenciacao de células,
desencadeando ou ndo em resposta fisioldgica para morte celular. CPA e DOX sdo drogas
comprovadamente tdéxicas a células sanguineas. Causam leucopenia, neutropenia e
trombocitopenia, o que compromete a homeostase corporal principalmente pelo acometimento
de desordens funcionais imuno-hematoldgicas (FERRARI et al., 2010; CECILIO et al., 2015).

Todavia, o PR protegeu as células sadias de camundongos dos efeitos citotoxicos dos
quimioterapicos testados, pelo significante (P<0,05) aumento da relagdo hematoldgica, assim
como dos efeitos mutagénicos dos mesmos antineoplasicos. Derivados sintéticos da vitamina
A, com o ATRA, exercem influéncia sobre a diferenciacao de células mieldides e induzem uma
protecdo Gssea (BEHR et al., 2012; ZHANG et al., 2014). O PR, comumente aplicado em
produtos farmacéuticos na cosmética e estética, apresenta efeito antioxidante comprovado na
protecdo de células da derme e epiderme contra o envelhecimento precoce (OLIVEIRA et al.,
2014; IBRAHIM et al., 2016). A vitamina A e os retindides ainda exercem outras atividades de
destaque, como interacéo a receptores nucleares, por meio da ativacao ou bloqueio da expresséo
de genes-alvo; ou a regulacéo da sinalizacao de vias dependentes da fosforilacdo alvo-especifica,
por meio da regulacéo de eventos celulares ndo dependentes de regulacdo génica, mas associados
a acado de fosfatases e proteinas quinases. Resultando em respostas celulares variadas a inimeros
tipos de estimulos (NAPOLI, 2012; EVANS; MANGELSDORF, 2014; LOO-BOUWMAN;
NABER; SCHAAFSMA, 2014).
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Tendo em vista a atuacdo destes compostos na homeostase corporal, pode-se
compreender a agdo protetora do PR frente aos efeitos toxicos dos antineoplasicos analisados
neste estudo em células hematopoiéticas de camundongos Mus musculus. Os retindides,
micronutrientes essenciais, derivados da vitamina A, em aplicagdes clinicas apresentam relacéo
direta com a regulagdo ou hiperestimulacdo do estado redox mitocondrial e parametros
bioenergéticos. Os compostos associados a vitamina A atuam sobre o ciclo celular, indugdo do
estresse oxidativo e nitrosativo, disfuncdo mitocondrial e apoptose celular em variados modelos
de estudo experimentais. Entretanto seus mecanismos de acdo ndo sdo claros e especificos
(O'REILLY; BAILEY; LANE, 2008; OLIVEIRA, 2015). A administracdo e/ou ingestao
suplementar de vitaminas, naturais ou nutracéuticas pode representar uma alternativa clinica-
nutricional no combate a agressividade dos antineoplasicos durante a quimioterapia. Entretanto,
a probabilidade da inducdo de efeitos sinérgicos destes compostos quando associados aos
quimioterapicos ainda comprova a auséncia de um consenso literario e clinico que corrobore na
seguranga terapéutica desta proposta (CENCIC; CHINGWARU, 2010; ALENCAR et al., 2016).

Muito embora os efeitos antioxidantes dos compostos associados a vitamina A sejam
extremamente discutidos, existem relatos que o PR também possa apresentar efeitos pro-
oxidativos, quando ativos em meio a exposicdo a luz. Foto-genotoxicidade, foto-
mutagenicidade, foto-citotoxicidade e foto-carcinogenicidade ja foram detectados como efeitos
oxidantes do palmitato de retinol em variados modelos de estudo (DUFOUR et al., 2009; MEI
etal., 2009; IBRAHIM et al., 2016). Portanto, a funcionalidade de cada composto associado ao
retinol, dentre outros fatores, depende da especificidade de sua identificacdo molecular e de sua
responsividade ao combate de radicais livres, ERO’s: anion superOxido, radicais hidroxila e
hidroperoxila contra grupos organicos, como o material genético (ZEEGERS; GOLDBOHM,;
VAN DEN BRANDT, 2001; DOLDO et al., 2015). Nesse contexto, ndo apenas atividades
benéficas dos precursores, metabdlitos ou derivados da vitamina A, sobre sistemas bioldgicos

sdo evidenciadas e comprovadas em pesquisas cientificas.

A suplementacdo ou a caréncia de compostos retindides promove ndo apenas efeitos
antioxidantes, em linhagens celulares ou organismos vivos, 0 que depende da
dose/concentracdo usada, do tecido-alvo de escolha, dos modelos de experimentagéo, como
também das interacbes medicamentosas que possam configurar efeitos sinérgicos ou
antagbnicos sobre o estado redox corporal. Fatos que exprimem cautela na

administracdo/incorporagcdo do palmitato de retinol como agente atenuante do estresse
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oxidativo promovido por quimioterapicos durante terapias oncoldgicas (SCHNORR et al.,
2011; IBRAHIM et al., 2016).
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4 Concluséo

Os biomarcadores citogenéticos indicados pelos testes cometa (indice e frequéncia de
danos ao DNA) e de micronucleos (aneuoploidia e/ou clastogenia) foram eficientes no estudo
toxicogenético da ciclofosfamida (CPA), da doxorrubicina (DOX) e do protocolo AC sobre
camundongos. Entretanto, 0 PR (CzsHe0O2) uma variagdo da vitamina A modulou os danos
genotdxicos, mutagénicos e citotdxicos dos quimioterdpicos em medula Ossea de Mus
musculus. Os dados obtidos apontam que 0 PR tem acdo: (1) antigenotdxica, por possiveis
mecanismos antioxidantes; (2) antimutagénicas, por provaveis efeitos anticlastogénicos e/ou
antianeugénicos e (3) anticitotdxica, como evidenciado pela interferéncia na relacdo entre
eritrécitos normocromaticos e policromaticos. Portanto, os resultados corroboram com os alvos
clinico-terapéuticos buscados durante terapias oncologicas. No entanto, o envolvimento de
vitaminas antioxidantes, sobre a regulacdo do estado redox, torna a incorporacdo destes
compostos uma incégnita quanto a seguranca da auséncia de efeitos sinérgicos aos proprios
quimioterapicos. Esses possiveis mecanismos de acdo do PR precisam ser melhor
compreendidos, inicialmente em estudos ndo clinicos, principalmente durante o periodo de
meia-vida dos quimioterapicos, onde podem ser ocasionados prejuizos a eficacia da

quimioterapia e do progndéstico oncoldgico.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os antineoplésicos ciclofosfamida e doxorrubicina, isolados ou em associacao
induziram danos toxicogenéticos em linhagens de células tumorais e ndo tumorais em modelos
de estudo ndo-clinicos. A indugdo de alteragdes citogenéticas, como micronicleos, pontes
citoplasmaticas e brotos nucleares; de morte celular, por apoptose e necrose; a descompensacao
do estado redox em linhagens celulares leveduriformes; e a inducdo de efeitos citotoxicos,
mutagénicos e genotdxicos em Mus musculus pela CPA, DOX e AC foram detectadas com os
modelos de estudo de S. cerevisiae, Sarcoma 180 e dos testes de MN, CBMN e cometa. Em
sintese, a caréncia de estudos conclusivos e ndo conflitantes sobre a ingestdo da vitamina A
como um antioxidante, isolada ou disposta em formulacfes de suplementos vitaminicos para
prevenir ou tratar o cancer necessita de mais esclarecimentos. Frisa-se ainda que a diminuicao
da predisposicgéo para certos tipos de canceres, por consequéncia deste tipo de suplementacao
nutricional, ndo exclui o risco do acometimento de outra desordem corporal, incluindo
especialmente os danos ao material genético. O PR, concomitante ao tratamento quimioterapico
com ciclofosfamida, doxorrubicina e o protocolo AC, sem considerar a meia-vida dos
antineoplasicos, promoveu interferéncias sobre a apoptose celular, como apontado em modelos
de estudos de farmacomonitoramento em células neoplasicas de Sarcoma 180, e em linhagens
de S. cerevisiae, possivelmente devido a sua acdo antioxidante. Também teve acdo
antigenotdxica/antimugénica em linhagens tumorais de Sarcoma 180 e em linfécitos de sangue
periférico de Mus musculus. Em medula dssea de Mus musculus, o PR teve acdo
antigenotoxica/antimutagénica e anticitotoxica, como evidenciado pela interferéncia na relagéo
entre eritrocitos normo e policromaticos. Esses mecanismos de acdo do palmitato de retinol
podem ser considerados em novos estudos para elucidar as controvérsias do uso de

antioxidantes durante as terapias oncoldgicas.
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