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APRESENTACAO

Esta dissertacdo esté estruturada na seguinte maneira: Introducdo, Revisédo
da Literatura, Objetivos, Metodologia, Resultados e Discussdes, Artigo
cientifico submetido, Conclusdes, Referéncias Bibliograficas e Perspectivas
Futuras.

Pelo fato desta dissertagao ocorrer durante a pandemia mundial causada pelo
Covid-19, a pratica em ambiente laboratorial ndo pode ser continuada, pois o
acesso as areas da universidade ficaram restritos devido as sucessivas
Portarias declaradas pelo Governos Estadual e pela propria UFRGS (Portaria
n° 2522/2020, Portaria n°® 2.806/2020, Portaria n°® 3.160/2020, Portaria n°®
3368/2020, Portaria n.° 3991/2020, Portaria n° 4.336/2020, Portaria
4.881/2020, Portaria n° 5.996/2020). Desta forma, o artigo submetido presente

nesta dissertacdo trata-se de uma revisao sisteméatica, porém também seréo

apresentados os resultados preliminares obtidos anteriormente a restricdo das
atividades presencias e o que foi desenvolvido nos periodos de reabertura da
UFGRS.
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RESUMO

O cancer é o principal problema de saude publica do mundo, visto que € a
doenca néo-transmissivel com maior taxa de mortalidade. Os tipos de
canceres com maiores numeros de casos esperados sdo o de mama e de
pulmdo. O tratamento utilizado para o cancer € extremamente agressivo,
causando efeitos toxicos que impactam negativamente na qualidade de vida
do paciente. Sabe-se que elegera um desequilibrio das espécies reativas
causando estresse oxidativo. Sendo assim, a utilizacdo de antioxidantes
podeser uma boa estratégia para diminuir a toxicidade e melhorar a qualidade
de vida dos pacientes. Nesse sentido, esse trabalho tem como objetivo avaliar
se a acdo de uma mistura de antioxidantes e do extrato da roma podem
minimizar alguns efeitos nocivos causados pelos quimioterapicos docetaxel e
carboplatina, usando o modelo alternativo Caenorhabditis elegans. Além disso,
também foi realizada uma revisdo sistemética com o intuito de analisar se os
antioxidantes associados ao tratamento do cancer de mama e de pulméo
podem ajudar a melhorar os efeitos colaterais, o prognostico ou a qualidade
de vida dos pacientes. Os ensaios realizados em C. elegans mostraram que a
mistura de antioxidantes foi capaz de reduzir a mortalidade causada pelos
agentes quimioterapicos, porém esse resultado néo foi obtido para o extrato
de roma. Para a revisdo, foram selecionados 515 estudos, destes, 45 deles
foram incluidos no trabalho. Os antioxidantes mais utilizados nos estudos
avaliados foram as vitaminas. A maioria dos estudos tiveram um resultado
positivo associando o uso de antioxidantes com quimioterapia. Entretanto,
alguns estudos nos quais 0s pacientes se autoadministravam os antioxidantes,
tiveram um prognadstico negativo. Nesse sentido, foi visto que os antioxidantes
sdo de extrema importancia para melhorar a qualidade de vida do paciente
com cancer e ajudar no tratamento, porém, ainda sado necessariosmais

estudos.

Palavras-chave: Toxicidade; Antioxidantes; Docetaxel; Carboplatina,;
Caenorhabditis elegans, Cancer de Mama; Cancer de Pulméo.






ABSTRACT

Cancer is the main public health problem in the world, as it is the non-
communicable disease with the highest mortality rate. The types of cancer with
the highest number of expected cases are breast and lung. The treatment used
for cancer is extremely aggressive, causing toxic effects that negatively impact
the patient's quality of life. It is known to elect an imbalance of reactive species
causing oxidative stress. Therefore, the use of antioxidants can be a good
strategy to reduce toxicity and improve the quality of life of patients. In this
sense, this work aims to evaluate whether the action of a mixture of antioxidants
and pomegranate extract can minimize some harmful effects caused by the
chemotherapeutic drugs docetaxel and carboplatin, using the alternative model
Caenorhabditis elegans. In addition, a systematic review was also carried out
in order to analyze whether antioxidants associated with the treatment of breast
and lung cancer can help to improve patients' side effects, prognosis or quality
of life. The tests carried out on C. elegans showed that the mixture of
antioxidants was able to reduce the mortality caused by chemotherapeutic
agents, but this result was not obtained for the pomegranate extract. For the
review, 515 studies were selected, of which 45 were included in the work. The
most used antioxidants in the evaluated studies were vitamins. Most studies
have had a positive result associating the use of antioxidants with
chemotherapy. However, some studies in which patients self-administered
antioxidants had a negative prognosis. In this sense, it was seen that
antioxidants are extremely important to improve the quality of life of cancer

patients and help with treatment, however, further studies are needed.

Keywords:
Toxicity; Antioxidants; Docetaxel; Carboplatin; Caenorhabditis elegans; Breast

Cancer; Lung Cancer.
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INTRODUGCAO




O cancer é uma doenca na qual células somaticas sofrem mutacdes e
possuem taxas de crescimento anormais e essas células sao capazes de invadir
qualquer tecido. A maioria dos canceres séo devido a fatores ambientais, como:
obesidade, infeccbes, exposicdo a radiacdo ionizante, tabagismo e falta de
exercicio fisico. Apenas 10% dos casos sdo devido a fatores genéticos (Klaunig,
2019). O céancer é considerado como o maior problema de saude publica em
todo o mundo, visto que, é a principal causa de morte por doencas nado
transmitidas. A estimativa de novos casos de cancer no Brasil, para os anos de
2020 a 2022, sao de 625 mil casos (INCA, 2020).

O cancer de mama é conhecido por ser o tipo mais frequente de cancer
em mulheres. Possui alta taxa de mortalidade, sendo responsavel por 15.403
mortes em 2015 (INCA, 2017). Em 2020, estimou-se 66.280 novos casos entre
mulheres brasileiras (INCA, 2020). A etiologia do cancer de mama é multifatorial,
incluindo fatores reprodutivos e enddcrinos, mutacfes herdadas e fatores
ambientais (WHO, 2014). Em relagdo aos homens, o cancer de pulm&o é o
responsavel pelo maior nimero de mortes, e sua incidéncia esta diretamente
relacionada com o tabagismo (Barta et al., 2019). Outros fatores de riscos estao
associados a exposicdo a fumaca do cigarro e fatores ambientais, como exemplo
a exposicao a asbestos e emissdes de diesel (Chivima, 2015).

O tratamento para o cancer pode ser local, sistémico ou uma combinacao
dos dois. O tratamento local se refere a remocao cirargica do tumor e
radioterapia. Ja o sistémico € aquele no qual sédo utilizados medicamentos,
podendo ser a quimioterapia ou hormonioterapia (American Cancer Society,
2021).

Normalmente, o tratamento utilizando uma combinacdo de
guimioterapicos é extremamente agressivo, sendo estes, causadores de danos
celulares oxidativos, ndo apenas nas células malignas, como também nas
saudaveis, 0 que leva a sérios efeitos adversos (Lamson e Brignall, 1999). A
maioria dos agentes antitumorais utilizados promovem a produgédo de altos
niveis de espécies reativas, 0 que causa uma diminuicdo nos niveis de
antioxidantes plasmaticos nos pacientes (Gorrini et al., 2013). Nesse sentido,

uma das formas de melhorar a qualidade de vida dessa populacdo € a
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suplementacdo com antioxidantes, visando diminuir os efeitos adversos
causados pela toxicidade do tratamento (Block et al., 2007).

Esse tratamento complementar tornou-se popular e estima-se que de
13% a 87% dos pacientes estejam tomando suplementos a base de
antioxidantes (Block et al., 2007). No entanto, a automedicac&o por pacientes
com antioxidantes pode ser um problema em doencas complexas, como o
cancer, porgue esses compostos podem interferir na terapia, protegendo néo
apenas as células normais, mas também as células cancerigenas (Moss et al.,
2006). Apesar disso, existem estudos mostrando que os antioxidantes ajudaram
a aliviar os sintomas e parecem ser uma boa alternativa para ajudar os pacientes
a permanecerem em tratamento (Figura 1) (Moss et al., 2006).

Nesse sentido, este projeto tem como objetivos investigar se 0s
antioxidantes poderiam proteger contra os efeitos téxicos dos quimioterapicos,
utilizando modelo alternativo in vivo o nematoide Caernohabditis elegans. Devido
a pandemia do coronavirus, foi realizada também a escrita de um artigo de

revisdo sistematica a respeito do tema proposto.

CANCER TRATAMENTO

g{) ESTRESSE OXIDATIVO Q

‘ EFEITOS ADVERSOS DO TRATAMENTO ‘

!

* Medicina complementar alternativa (MCA)

+ 64 a 81% dos pacientes utilizam

multivitaminicos.

Figura 1. Estresse oxidativo como efeito adverso do tratamento e forma de
manejo pelos pacientes de cancer de mama e pulmao.
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OBJETIVOS




1. Objetivo Geral:

Este projeto teve como objetivo inicial avaliar se o extrato de roma (POMx)
e uma mistura de antioxidantes (&cido a-lipéico, vitamina C, coenzima Q10,
curcumina) podem minimizar os efeitos nocivos causados pelo docetaxel e
carboplatina, quimioterapicos utilizadas no tratamento do cancer de mama,
utilizando o modelo alternativo C. elegans. Devido a pandemia do coronavirus,
0S ensaios laboratoriais tiveram que ser interrompidos, desse modo foi realizado
a escrita de um artigo de revisdo sistematica relacionada ao tema proposto.
Portanto este trabalho foi divido em uma parte experimental e uma parte de

revisao.

2. Objetivos Especificos

2.1 Objetivos Especificos da Parte Experimental
Avaliar a exposi¢do de antioxidantes e quimioterapicos docetaxel
e carboplatina em C. elegans;
Realizar testes preliminares de mortalidade e desenvolvimento em
C. elegans tratados com o extrato de roma
Realizar testes preliminares de mortalidade e desenvolvimento em
C. elegans tratados com a mistura dos antioxidantes acido a-
lipdico, vitamina C, coenzima Q10 e curcumina
Avaliar a mortalidade e desenvolvimento de C. elegans expostos
ao docetaxel e carboplatina previamente tratados com extrato de
roma e com a mistura dos antioxidantes;
Analisar a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
C. elegans quando exposto ao docetaxel e carboplatina
previamente tratados com extrato de roma e com a mistura dos
antioxidantes;
Analisar se os antioxidantes foram capazes de minimizar os efeitos
téxicos causados pelos quimioterapicos docetaxel e carboplatina.
2.2 Objetivos Especificos da Revisédo

e Realizar uma revisdo sistematica sobre o uso de antioxidantes

concomitantes ao tratamento do cancer de mama e pulmao.
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REVISAO DE LITERATURA




1. Céancer

O céancer é considerado uma doenca que tem como caracteristica o
crescimento de forma agressiva, rapida e desordenada de células que sofreram
uma alteracdo genética, transformando-se entdo em uma célula cancerosa,
podendo acometer qualquer tecido do corpo (INCA, 2020). O cancer é a segunda
maior causa de morte a nivel mundial, estando este dado, porém, em transicao.
Um estudo realizado em 21 paises mostrou que alguns j& tinham o cancer como
primeira causa da mortalidade da populacdo (Hulvat, 2020).

Para o ano de 2020, foram estimados mais de 19 milhdes de novos casos
e 10 milhdes de mortes, mundialmente. Os tipos de cancer mais comumente
diagnosticados sao de o mama feminino, pulmao, préstata, pele ndo melanoma
(sem considerar os casos de carcinoma basocelular) e colon. Nos homens, o
tipo de céancer responsavel pela maior mortalidade € o de pulmdo e nas
mulheres, o cancer de mama. Quando considerado ambos os géneros juntos, o
de pulméo é o responsavel pelo maior numero de mortes, sendo 1 em cada 5
(Sung et al., 2020). No Brasil, sdo esperados mais de 600 mil casos para 0s anos
de 2020 a 2022, sendo o de pele ndo melanoma o mais incidente seguido pelos
canceres de mama e préstata, coloretal e pulméo (INCA, 2019).

O tratamento do cancer, normalmente, refere-se a um conjunto de agoes,
que consistem em remocdao cirargica do tumor, radioterapia e tratamento com
medicamentos, como a quimioterapia (INCA, 2019). A radioterapia foi utilizada
na clinica pela primeira vez em 1896 e desde entdo esta técnica foi evoluindo.
Atualmente, é utilizada como tratamento em 50% dos casos de cancer (Allen et
al., 2017). A radioterapia tem como objetivo controlar localmente o tumor,
ajudando a impedir o espalhamento da doenca, e pode ser utilizada em todos os
tipos de cancer. O principio do tratamento é a aplicacdo de radiacdo de feixes
de alta energia onde o tumor estd localizado, causando danos no DNA das
células cancerigenas e levando-as a morte (Jarosz-Biej et al., 2019).

Em 1960, o tratamento baseava-se em cirurgia e radioterapia, porém o
aparecimento de micrometastases fez com que o uso de medicamentos fosse
associado a esses tratamentos para melhorar o indice de cura (DeVita Jr e Chu,
2008). A associacdo de quimio e radioterapia ajuda a garantir uma eficacia

melhor com menos efeitos toxicos, visto que a radioterapia faz apenas um
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controle da proliferacéo celular local (DeVita Jr e Chu, 2008; Allen et al., 2017).
O primeiro caso de sucesso utilizando quimioterapia foi no tratamento de linfoma
utilizando mostardas nitrogenadas (Amjad, et al., 2020).

A guimioterapia tem como objetivo impedir a proliferacdo das células
malignas interferindo na sintese de acido desoxirribonucleico (DNA), acido
ribonucleico (RNA) ou de proteinas, levando, entdo, a morte celular. As células
cancerigenas exigem a repeticdo do tratamento para serem eliminadas.
Infelizmente, o tratamento quimioterapico também atinge as células saudaveis,
0 que causa toxicidade no organismo levando a uma série de efeitos
indesejados. Tendo em vista a diminuicdo desta toxicidade, € sugerido o uso de
quimioterapia combinada, ou seja, a utlizacdo de diferentes agentes
quimioterapicos para promover a morte celular. Os quimioterapicos séao divididos
em diversas classes de acordo com o mecanismo de acdo, sendo algumas:
agentes alquilantes, como a ciclofosfamida; inibidores mit6ticos, como os
taxanos; antimetabdlitos, como o 5-fluorouracil e gemcitabina; antraciclinas,
como a doxorrubicina; os inibidores da sintese de DNA, como os derivados de
platina; os anticorpos, como o trastuzumabe e horménios ou antagonistas de
horménios, como o tamoxifeno (Amjad et al., 2020).

O céancer esta fortemente relacionado com o estresse oxidativo. Espécies
reativas de oxigénio (EROS) estdo associadas a iniciacdo, progressao e
promocao tumoral, além de levarem a danos ao DNA (Klaunig et al., 2019). O
tratamento do cancer também esta associado a uma elevacdo de espécies
reativas. Diversos estudos mostram a associacdo dos efeitos adversos do
tratamento com a producao de radicais livres (Weijl, 1997; Conklin et al., 2000;
Liu et al., 2020). Muitos quimioterapicos acabam tendo como mecanismo de
acao a producdo de radicais livres e sabe-se que as antraciclinas e os compostos
de platina sdo os que geram a maior elevacédo nos niveis de espécies reativas.
Porém, esse mecanismo ndo € a principal via de acéo destes quimioterapicos. A
cisplatina, por exemplo, liga-se ao DNA formando adutos impedindo a replicacéo
do DNA, o que entéo, leva a formacdo de estresse oxidativo. Outro ponto
importante, € que a exposicdo prolongada a espécies reativas gerado pela
quimioterapia gera resisténcia ao tratamento, diminuindo sua eficacia (Yang et
al., 2018).
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O maior problema enfrentado pelos pacientes com céancer durante o

tratamento s&o os efeitos adversos da terapia, afetando a qualidade de vida do
paciente, podendo levar até a uma possivel diminuicdo da dosagem dos agentes
quimioterapicos. Um estudo realizado com pacientes da Australia utilizando
guimioterapia, mostrou que os efeitos indesejados sédo diversos, mas 0s mais
relatados foram fadiga, constipacdo e dor (Pearce et al.,, 2017). Sabe-se que
alguns efeitos adversos sdo mais comuns em determinadas classes de agentes
quimioterapicos, como por exemplo: antraciclinas causam cardiotoxicidade e os
derivados de platina nefrotoxicidade e neurotoxicidade (Livshits et al., 2014;
Amjad et al., 2020).
A medicina complementar e alternativa (MCA) é utilizada por muitos pacientes
de cancer com o intuito de melhorar a qualidade de vida e amenizar os sintomas
adversos causados pelo tratamento. Refere-se desde a pratica de atividades
religiosas até a suplementacédo de produtos naturais e antioxidantes (Abuelgasim
et al., 2018). Um estudo realizado na Suécia mostrou que pelo menos 25% dos
pacientes com cancer fazem préatica de MCA e que estdo muito satisfeitos com
os resultados obtidos (Wode et al., 2019). Outro estudo mostra que 25 a 80%
dos pacientes usam MCA para manejo do cancer (Alsharif et al., 2021). Em
relacéo ao uso de suplementos dietéticos, estima-se que 64 a 81% dos pacientes
de céncer fazem o uso de multivitaminicos apds receberem o diagnéstico
(Poljsak e Milisav, 2018).

Tendo em vista que o cancer de pulmdo e o de mama sdo 0s mais
prevalentes em nivel mundial, estes serdo abordados com mais detalhes a
seguir, principalmente a respeito dos agentes quimioterapicos de escolha e a

toxicidade causada por eles no organismo.

1.1 Céncer de Mama

Sabe-se que a etiologia do cancer de mama é multifatorial e 80% dos
casos ocorrem em mulheres acima dos 50 anos. Género, idade e historia
genética, sdo os trés maiores riscos, mas a doenca também pode estar
associada a outros fatores como: sobrepeso, consumo excessivo de bebidas
alcoolicas, tabagismo, gravidez apés os 30 anos e menarca anterior aos 12 anos.
O céancer de mama pode ser classificado como invasivo e ndo invasivo e estes

dividem-se em diversos subtipos (Akram et al., 2017).
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Estudos indicam que 1 em cada 8 mulheres desenvolvera cancer de
mama, sendo apenas 5 a 10% dos casos decorrentes de fatores genéticos.
Como a maior parte dos casos do cancer de mama decorrem de fatores
ambientais e estilo de vida, é de suma importancia que a medicina siga em
constante evolucdo para melhorar a prevencao primaria. Esta, consiste em
reduzir ao maximo os fatores de risco e melhorar o sistema imunoldgico da
populacao (Kolak et al., 2017).

Os fatores ambientais, como os citados acima, sado de grande influéncia
no desenvolvimento ou ndo de doencas em geral. Ja existem estudos que
comprovam que uma dieta rica em gordura trans e de alto indice glicémico esta
associada a um maior risco de cancer de mama. Em relacdo a obesidade, os
casos de cancer de mama em mulheres que previamente ao diagnostico ja
apresentavam sobrepeso, apresentam 33% de mais chances de mortalidade,
além de piorar o prognéstico a longo prazo de mulheres que ja realizaram o
tratamento quimioterapico. Com relacdo a intensidade de exercicios fisicos,
estudos mostram que mulheres que realizam atividade fisica de intensidade
moderada a alta possuem o risco reduzido em 10 a 25% de desenvolver cancer
em relacdo a mulheres sedentérias (Kolak et al., 2017).

Os trés principais subtipos de cancer de mama sao classificados de
acordo com a presenca ou auséncia de marcadores moleculares para receptores
de estrogénio ou progesterona e o receptor do fator de crescimento epidermal 2
(ERBB2, antigo HER-2). Sendo que 70% possuem receptor de horménio
positivo, mas ERBB2 negativo, 15 a 20% dos casos sdo ERBB2 positivo e o
restante é conhecido como triplo negativo, que nao apresentam os marcadores
moleculares previamente descritos (Waks e Winer, 2019).

O cancer de mama com receptores de horménio positivo corresponde a
maior parte dos casos, € menos agressivo e é associado a um melhor
prognostico. Nesses casos, mais de 50% dos pacientes apresentam resultados
positivos com a hormonioterapia (Vingiani e Viale, 2017). A superexpresséao do
oncongene receptor do fator de crescimento epidermal 2 (ERBB2) causa um
aumento da proliferagcéo e crescimentos das células tumorais e, normalmente, é
associado a um pior prognostico do quadro do paciente (Liu et al., 2019; Asif et

al., 2016). Quando nao ha a expressao dos receptores de horménios e nem de
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ERBB2, o cancer de mama é classificado como triplo negativo. Pacientes com
cancer de mama triplo negativo em metastase apresentam um pior prognaostico,
visto que ndo ha um consenso de um regime de tratamento especifico para esse
subtipo de cancer de mama (Andre et al.,2017).

O diagnostico de cancer de mama é feito a partir de técnicas de imagem,
como a mamografia, por marcadores bioquimicos e analise dos sintomas fisicos,
como dor e nédulos ou massas palpaveis (Jafari et al., 2018). Se detectado na
fase inicial da doenca, quando ainda ndo ha metastase, o cancer de mama é
potencialmente curavel. O diagndstico para malignidade é confirmado por
biopsia. Em relacdo a pesquisa por metastase, s6 é feita em pacientes
sintomaticos ou com alto risco de recidiva. Para os assintomaticos, a metastase
ocorre nagueles que possuem tumor com diametro grande ou que possuem
doenca nodal extensa (linfonodos positivos). Para avaliar o estadiamento, sédo
feitos exames de rotina no paciente, como radiografia de tdérax, ultrassom
abdominal e cintilografia 6ssea (Harbeck et al., 2017).

Para o tratamento do cancer, a quimioterapia € uma grande aliada, sendo
utilizada de forma concomitante ou subsequente a outras estratégias, como a
radioterapia, cirurgia, hormonioterapia e imunoterapia. Os quimioterapicos
possuem diferentes mecanismos para matar as células cancerigenas e sdo mais
eficazes em células que possuem alta taxa de proliferacdo (llghami et al., 2020).

Mulheres com o diagnostico de cancer de mama local em estado
avancado ou invasivo em estagio inicial tem a recomendacdo de remocao
cirargica seguida por radioterapia. Para os casos com receptores de horménios
positivos em mulheres p6s menopausa, € indicada a utilizagédo de inibidores da
aromatase, com ou sem tamoxifeno. Todas as pacientes com linfonodos
positivos devem receber quimioterapia (Fisusi et al., 2019).

A terapia adjuvante tem como objetivo melhorar o tratamento localizado
do cancer (radioterapia e cirurgia). No cancer de mama, as terapias adjuvantes
constam de quimioterapia, hormonioterapia e terapia-alvo, que ataca
especificamente em receptores especificos. O regime quimioterapico mais
utilizado € uma combinagédo de antraciclinas com taxanos. A hormonioterapia

consiste em inibidores de aromatase, bloqueadores do receptor de estrogénio e

24



agonistas do hormonio liberador de gonadotropina. E para a terapia-alvo é
utilizado anticorpo monoclonal (Maughan et al., 2010).

O céncer de mama com receptores hormonais positivos representa
aproximadamente 75% dos casos e a hormonioterapia € indicada para o
tratamento. Para mulheres pré-menopausa, € indicada a ablacdo ovariana, que
€ a remoc¢do dos ovarios, associada ao uso de um inibidor de aromatase ou
tamoxifeno (Andre et al., 2017). Mulheres p6s menopausa tem como indicacao
o tamoxifeno e inibidores de aromatase ndo esteroidais, como o0 anastrozol e o
letrozol, e os esteroidais, exemestano, que sao indicados principalmente quando
h& contraindicacdo do uso de tamoxifeno devido a trombose, embolia ou
doencas oculares (Veronesi et al., 2005).

Os inibidores da aromatase agem inibindo a enzima aromatase, que € a
responsavel pela sintese de estrogénio (Al-Mahmood et al., 2018). O tamoxifeno
age suprimindo o estrogénio, que no cancer de mama € um hormonio
responsavel pela proliferacdo das células malignas. O tamoxifeno € responsavel
por gerar um quadro de estresse oxidativo, causando apoptose e gerando
peroxidacao lipidica. Varios estudos ja relataram seu potencial genotéxico e o
uso a longo prazo pode levar a ocorréncia de cancer endometrial, assim como,
diminuicdo nos niveis de enzimas antioxidantes, o que gera uma resisténcia ao
tratamento (Yang et al., 2013).

Os casos de cancer de mama triplo negativo ndo tém um tratamento
sistémico especifico. Recomenda-se 0 uso de compostos da platina, como a
carboplatina e a cisplatina (Andre et al.,, 2017). O tratamento combinando
antraciclinas com taxanos possuem uma boa resposta e a associacdo de
ciclofosfamida a essa combinac¢éo também apresentou bons resultados (Bergin
e Loi, 2019).

Existem diversos regimes quimioterapicos para o tratamento do cancer de
mama ERBB2 positivo, normalmente, eles consistem na combinagdo do
trastuzumabe com outros agentes quimioterapicos. O trastuzumabe é um
anticorpo monoclonal humano que age no receptor ERBB2, inserido nos testes
clinicos a partir de 1990, que comprovaram que a adicdo deste anticorpo ao
tratamento aumentou a sobrevida dos pacientes (Waks e Winer, 2019).

Geralmente, é bem tolerado, mas possui como seu principal efeito adverso o
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aumento do risco de disfungéo cardiaca (Azim et al., 2018; Barish et al., 2019).
A cardiotoxicidade causada pelo trastuzumabe esté relacionada a sua grande
afinidade na ligacdo ao ERBB2, tornando o receptor incapaz de dimerizar. Os
cardiomidcitos ficam sob um quadro de estresse, ndo podendo ativar as vias de
sobrevivéncia celular que lidariam com a producéo excessiva de EROs (Zeglinski
et al., 2011).

Foram realizados estudos clinicos combinando o uso do trastuzumabe
com regimes quimioterapicos compostos predominantemente de antraciclinas. A
adicao do anticorpo monoclonal reduziu em aproximadamente 50% a chance de
recorréncia e melhorou em 30% o tempo de sobrevida. Porém, esta associagado
causou um aumento na taxa de insuficiéncia cardiaca. Dentre as possiveis
combina¢cBes deste anticorpo com outros quimioterapicos, um regime que
mostrou bons resultados foi a associacdo deste ao docetaxel e a carboplatina,
conhecido como TCH, devido a presenca de um sinergismo entre estes
farmacos. Também foi previsto que, utilizando esta associacdo, a toxicidade
cardiaca do tratamento seria reduzida em relacdo aos tratamentos utilizando
antraciclinas (Slamon et al., 2011).

Os compostos de platina causam uma leséo a célula devido a interacao
com o DNA, inibindo a sintese tanto do DNA como do RNA e proteinas. Tanto a
cisplatina quanto a carboplatina se ligam ao DNA formando adutos, causando
alteracdes estruturais (Dilruba e Kalayda, 2016). Estudos mostraram que o dano
oxidativo € um dos principais mecanismos responsaveis pela toxicidade de
compostos a base de platina, estando o aumento da producdo de EROS
associado como um dos mecanismos de neurotoxicidade, um dos principais
efeitos adversos causado por essa classe de quimioterapicos. Com a intencdo
de aumentar a seguranca dos regimes terapéuticos utilizando estes compostos,
sugere-se a suplementacdo com antioxidantes (Stankovic et al., 2020). O
docetaxel € da classe dos taxanos e tem como principal mecanismo de a¢ao a
estabilizacdo dos microtubulos, seu principal efeito adverso € a neutropenia.
Também possui como efeito adverso, a producdo excessiva de EROS, o que
muitas vezes limita o uso desse quimioterapico, visto que os danos colaterais

sao agressivos (Kutuk et al., 2020).
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As antraciclinas, como a doxorrubicina, ligam-se ao DNA e inibem a sua
sintese causando uma inibicdo na a¢do da topoisomerase Il (Rivankar, 2014). O
tratamento com esses agentes, causa efeitos adversos como nausea,
cardiotoxicidade e sindrome mielodisplasica (Shah et al., 2018). A
cardiotoxicidade causada pela doxorrubicina € dose dependente e pode causar
insuficiéncia cardiaca. Sabe-se que essa toxicidade nas células cardiacas é
causada pelo estresse oxidativo gerado pelo agente antitumoral. E sugerida a
administracdo de antioxidantes para evitar esse efeito adverso (Songbo et al.,
2019).

Um estudo realizado em mulheres com cancer de mama mostrou que 80%
das pacientes utilizam medicina complementar alternativa para melhorar a
qualidade de vida e diminuir os efeitos adversos (Subramami et al., 2017). O
tipo de medicina complementar alternativa mais utilizado pelas pacientes com
cancer de mama € o uso de plantas medicinais e suplementos de vitaminas e
antioxidantes, seguido por préaticas como por exemplo, a meditacdo. Apesar do
uso dessas terapias alternativas ser alto entre as pacientes, ainda faltam estudos
gue comprovem a seguranca destas terapias sem influenciar no tratamento

tradicional do cancer (Wanchai e Stewart, 2010).

1.2 Cancer de Pulméo

O cancer de pulméo é inicialmente assintoméatico, o que leva a ser
descoberto em um estagio mais avancado e, consequentemente, seu
prognostico é pior. Motivo que justifica o fato deste ser o cancer com maior
nimero de mortes no mundo. E um cancer que acomete pessoas mais velhas,
normalmente a partir dos 50 anos, e os homens sdo mais afetados do que as
mulheres. Estima-se que 80 a 90% dos casos sao devido ao habito de fumar,
porém apenas 15% dos fumantes desenvolvem céancer de pulmédo. Também ha
influéncia de fatores genéticos. Uma das manifestacdes clinicas de cancer de
pulmdo presente em fumantes ou ex fumantes é o aparecimento de tosse.
Pneumonia recorrente e dispneia também sao sintomas que devem ser
observados (Schwartz & Cole, 2015 e Nasim et al., 2019).

E importante notar que ndo somente o tabagismo, como também a
inalacdo da fumaca do cigarro, tanto em fumantes quanto em nao fumantes,

causa uma reacdo inflamatéria no pulméo, que gera um quadro de estresse
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oxidativo no tecido e com isso, ocorrem modificacdes das funcdes das proteinas
levando a alterac6es no DNA. Além do cigarro, a inalagcdo de substancias toxicas
presentes na poluicdo como asbestos, emissdes de diesel e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, favorecem o desenvolvimento de cancer de pulméo
(Filaire et al., 2013).

O cancer de pulmao é classificado em dois grupos: cancer de pulméo de
pequenas células (CPC), 15% dos casos, ou cancer de pulméo de ndo pequenas
células (CNPC), 85% dos casos. Este ultimo, € subdividido em trés subtipos:
carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma e cancer pulmonar de
grandes células (Herbst et al., 2008). Por ser muitas vezes assintomatico, o
diagnostico ocorre pela descoberta de um nédulo acidentalmente quando o
paciente realiza uma radiografia do peito ou uma tomografia (Hoffman & Sachez,
2017). O diagnostico do tecido para cancer de pulméao de células ndo pequenas
em estagio inicial é a toracotomia. Ja para pacientes em estado mais avancado
ou com cancer de pulméo de células pequenas, sugere-se um método menos
invasivo, como a quimioterapia. E importante fazer exames de imagem do térax
com frequéncia em pacientes que possuem suspeita de metastase (Collins et al.,
2007).

O tratamento para pacientes com CNPC em estado inicial ocorre através
da remocao cirdrgica da massa tumoral. Para pacientes que nao podem realizar
o procedimento cirdrgico, sugere-se radioterapia. Em casos de CNPC com
caracteristicas de alto risco, deve-se fazer o uso de quimioterapia. Ja pacientes
com CPC recomenda-se 0 uso de quimioterapia e radioterapia (Hoffman &
Sachez, 2017).

O regime quimioterapico para CNPC avancado é uso de cisplatina ou
carboplatina associado a um segundo quimioterapico. A associacdo mais
comum € a de cisplatina com vinorelbina, porém essa associacdo acaba sendo
muito toxica para alguns pacientes (Harada et al., 2021). Outros agentes
utilizados em conjunto com os derivados da platina sdo o paclitaxel, docetaxel,
etoposideo, gencitabina e irinotecan. Para CPC, a combinacdo de etoposideo
com cisplatina ou carboplatina € a mais utilizada, com taxa de resposta de 71 a
94% para cisplatina e de 69-87% para carboplatina. Outra associacdo muito

utilizada é ciclofosfamida, doxorrubicina e vincristina (Cersosimo, 2002).
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Os efeitos adversos mais comuns da cisplatina e carboplatina incluem:
nauseas e vOmitos, fadiga, mielosupressao, ototoxicidade, nefrotoxicidade,
neurotoxicidade e hepatotoxicidade. A cisplatina € mais téxica do que a
carboplatina (Rossi & Maio, 2016). A vinorelbina é pertencente da classe dos
alcaloides da vinca e age principalmente inibindo a mitose na fase de metéafase
do ciclo celular, pois interage com a tubulina. Pacientes que utilizam a vinorelbina
apresentam como efeitos toxicos, toxicidade hematoldgica, sintomas
gastrointestinais, neurotoxicidade e nefrotoxicidade (Nobili et al., 2020). A
vincristina, também pertencente a classe dos alcaloides da vinca, liga-se a
tubulina e impede a mitose (Mohammadgholi et al., 2013). O paclitaxel e o
docetaxel também fazem com que a diviséo celular pare durante a mitose, visto
que, eles estabilizam os microtubulos (Gautam & Koshkina, 2003). Estes
agentes quimioterapicos causam toxicidade pulmonar, sendo o paclitaxel
causador de reacdo de hipersensibilidade, resultando em dispneia e
broncoespasmo (Long & Suresh, 2020).

A acdo do etoposideo se da pela interferéncia na acéo da topoisomerase
II, causando danos no DNA (Van Maanen et al, 1988) e o irinotecan age inibindo
a topoisomerase | (Noda et al.,, 2002). A gencitabina é incorporada ao DNA
causando morte celular (Manegold, 2004). A ciclofosfamida é um agente
alquilante, ligando-se a molécula de DNA e impedindo a formacdo da dupla
hélice (Emadi et al., 2009).

Os agentes quimioterapicos causam um aumento dos niveis de espécies
reativas no organismo, gerando efeitos adversos que acabam influenciando na
resposta ao tratamento. Um estudo realizado por Gupta e colaboradores (2010),
analisou o estresse oxidativo causado pelo tratamento em pacientes com cancer
de pulmao e, também, a atividade de enzimas antioxidantes dos pacientes. O
tratamento com cisplatina e etoposideo causou um aumento nos niveis de
peroxidacao lipidica e de 6xido nitrico no plasma e uma diminui¢do na atividade
de glutationa peroxidase (GSH) e superdxido dismutase (SOD) (Gupta et al.,
2010). Outro estudo publicado sobre os parametros de estresse oxidativo em
pacientes com cancer de pulméo, também teve como resultado a alteracao da
atividade de enzimas antioxidantes e de biomarcadores de estresse oxidativo
(Zanini et al., 2012).
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Os efeitos adversos mais comumente relatados pelos pacientes sdo dor,
fadiga, fraqueza e nausea, além dos efeitos que afetam a salde emocional,
como depresséo e ansiedade. Para buscar uma melhora destes problemas,
estudos mostram que 23 a 66% dos pacientes com cancer de pulméao optam pelo
uso de medicina complementar e alternativa (Frenkel et al., 2018). Tendo em
vista que os pacientes com cancer de pulméo sao diagnosticados tardiamente,
eles acabam sentindo mais efeitos adversos da doenca em relagdo aos outros
tipos de cancer. Sabe-se que os sintomas indesejados causados pela doenca e
tratamento estéo relacionados com o prognaostico e por isso, é tdo importante o
conhecimento de alternativas para o manejo dos efeitos adversos (Wells et al.,
2007).

2. Antioxidantes

Os processos fisioldgicos geram radicais livres, que sao moléculas que
atuam transferindo elétrons necessarios para as rea¢des bioquimicas. Quando
em excesso no corpo, estes radicais podem gerar danos oxidativos, que causam
desde doencas autoimunes até cancer. Para evitar que haja o acimulo destas
moléculas no organismo, existem os antioxidantes, que sédo capazes de defender
0 organismo de danos oxidativos celulares. Quando ha um desequilibrio entre
as espécies oxidantes e antioxidantes, gera-se um quadro chamado de estresse
oxidativo (Ferreira et al., 1997; Barbosa et al., 2010). O estresse oxidativo
provoca inflamagdo no organismo, que eventualmente, pode causar
carcinogénese ou estimular a progressdao do céancer e o0 comportamento
metastatico (Rijo et al., 2020).

Os antioxidantes sdo enzimas ou moléculas que servem como cofatores
de reacdes que eliminam as espécies reativas, podendo ser enddégenas ou
exogenas. Sao classificados como antioxidantes enziméticos ou ndo enzimaticos
(Harris et al., 2020). Possuem trés possiveis mecanismos que atuam
defendendo o organismo. Os antioxidantes preventivos tém como objetivo
suprimir ou prevenir a formacéo de radicais livres, sendo representados pelas
enzimas antioxidantes, como catalase e superoxido dismutase, e proteinas
presente no plasma sanguineo. Os antioxidantes eliminadores de radicais
consistem em moléculas ndo enzimaticas, como as vitaminas, coenzima Q10 e

acido alfa-lipéico. Em relacdo a ultima classificacdo de antioxidantes, os
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reparadores de novo, Sao 0s que reparam ou eliminam os danos estruturais das
biomoléculas causados pelos radicais livres, representados pelos sistemas de
enzimas de reparo de DNA, lipase e enzimas proteoliticas (Stankovic et al.,
2020).

Sabe-se que o0 cancer causa um quadro de estresse oxidativo no
organismo dos pacientes. Essa producdo aumentada de espécies reativas
ocorre devido as células cancerigenas demandarem uma quantia elevada de
adenosina trifosfato (ATP), garantindo energia suficiente para a proliferacéo
anormal quando comparada a células sadias (Gorrini et al., 2013). Para garantir
a sobrevivéncia das células cancerigenas, essas possuem mecanismos de
antioxidantes de alta eficAcia. Com o uso dos quimioterapicos, ocorre uma
elevacao de radicais livres muito maior do que a causada pela prépria doenca,
impedindo que esse mecanismo avancado de defesa antioxidante das células
cancerigenas funcione, diminuindo entdo, o crescimento destas (Conklin et al.,
2000).

A guimioterapia e a radioterapia possuem como resultado do mecanismo
de acdo a formacdo de espécies oxidantes, causando estresse oxidativo, que
acaba por prejudicar ndo somente as células malignas, mas também as
saudaveis. O tratamento com antitumorais causa uma série de danos nocivos no
organismo ndo somente a longo prazo, mas também causa uma toxicidade
aguda durante o tratamento, o que pode causar uma dificuldade na continuidade
deste (Prasad et al., 1999). A producdo excessiva de espécies reativas ocorre
de forma dose e tempo dependente, aumentando continuamente os radicais
livres, que entdo acabam por sobrecarregar a capacidade antioxidante
intracelular levando a efeitos adversos (Liu et al., 2020).

Como forma de melhorar o tratamento e a fim de diminuir efeitos adversos,
estudos veem sugerindo o uso de antioxidantes associados a terapia para ajudar
a proteger as células saudaveis (Figura 2) (Lamson e Brignall, 1999; Nechuta et
al., 2010). O uso de antioxidantes auxilia na melhora dos sistemas antioxidantes
nas células normais, principalmente elevando a atividade de enzimas
antioxidantes, diminuindo enzimas que geram EROS ou aumentando

antioxidantes ndo enzimaticos, o que leva a uma atenuacdo no estresse
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oxidativo e, consequentemente, diminuicdo dos efeitos adversos (Liu et al.,
2020).
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Figura 2. Células cancerigenas e o tratamento do cancer levam a um aumento
nos radicais livres que podem ser diminuidos com o uso de antioxidantes.

A radioterapia tem como principal mecanismo de acdo a ionizacdo de
moléculas gerando radicais livres nas células, que reagem com o DNA e causam
a morte celular (Lawenda et al., 2008). Os efeitos adversos da terapia
normalmente ocorrem de forma local, no érgéo especifico. Exemplos dos efeitos
indesejados mais comuns sao fibrose, atrofia e danos neuronais e eles sdo
relacionados ao estresse oxidativo causado pela radiagdo (Liu et al., 2020).
Como os antioxidantes nao protegem de forma especifica um tecido do corpo,
ha uma possivel interferéncia deles na acdo da radioterapia (Lawenda et al.,
2008). Porém, ja existem estudos demonstrando a capacidade de antioxidantes
de proteger as células normais enquanto sensibilizam as células cancerigenas a
radiacdo. Por exemplo, estudos mostraram que tanto a vitamina C quanto a E
tem esta capacidade, visto que ambas foram capazes de diminuir os efeitos
adversos da terapia e com isso, 0s pacientes toleram melhor o tratamento
(Vostrikova et al., 2020).

A quimioterapia, como citado anteriormente, leva a um aumento do
quadro oxidativo no organismo. Os agentes quimioterapicos agem nas células
gue possuem taxa de proliferacdo elevada causando danos no DNA, muitas
vezes pelo proprio aumento das espécies reativas. Com o intuito de proteger as
células saudaveis, a administracdo de antioxidantes associados a quimioterapia
sdo uma alternativa. Ainda h& muitas duvidas sobre a utilizagdo dos
antioxidantes na pratica clinica, pois ha a possibilidade de causar uma
diminuicdo da atividade dos antitumorais. Apesar disso, estudos vem provando
os beneficios da associacdo destes (George e Abrahamse, 2020). O proéprio
guadro de estresse oxidativo causado pelo quimioterapico € desfavoravel para o
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seu mecanismo de acdo. Devido ao aumento excessivo de espécies reativas, a
taxa de proliferacé@o celular & diminuida, alterando entdo o ciclo celular. Como
muitos agentes antitumorais dependem da progressdao do ciclo, uma
interferéncia nesta progressao diminui a atividade dos agentes (Conklin et al.,
2004).

O uso de suplementos contendo antioxidantes entre 0s pacientes de
cancer é comum e a maioria utiliza com o intuito de aliviar os efeitos adversos e
melhorar a qualidade de vida (Ladas et al., 2004). Mais de 60% dos pacientes
utilizam vitaminas (Prasad, 2004). A vitamina C € um poderoso antioxidante que
também age em diversos processos como cofator de enzimas envolvidas em
processos do cancer, como a transcricdo e regulacdo epigenética da expressao
génica. Também possui papel no sistema imunoldgico e anti-inflamatorio, etapas
de extrema importancia no combate as células pré-cancerosas e cancerosas do
hospedeiro (Pawlowska et al., 2019). Estudos mostram que a vitamina C € uma
indutora de apoptose em células de cancer de mama, mas ndao em células
normais (Lee et al., 2019).

A vitamina D também é largamente utilizada pelos pacientes com cancer
e nao ha evidéncias reportadas sobre sua interacdo com agentes
quimioterapicos (Frenkel et al., 2013). Outra vitamina que também possui
atividade antioxidante e € muito estudada € a vitamina E. Um estudo clinico que
analisou pacientes com cancer de préstata que estavam utilizando 50 mg por dia
de vitamina E mostrou uma reducao de 41% das mortes (Kline et al., 2007).

A curcumina, derivada da planta Curcuma longa, esta entre os 10
suplementos dietéticos mais consumidos pelos pacientes de cancer. Estudos
utilizando este antioxidante demonstraram sua atividade protegendo rins, figado
e coracao da toxicidade induzida pelo tratamento do cancer (Frenkel et al., 2013).
A curcumina, além de antioxidante, ajuda na prevencdo do cancer, agindo em
vias proliferativas, apoptoticas, angiogénicas e metastaticas. JA possuem
estudos que afirmam ser vantajosa a associa¢do do uso desta molécula com
quimioterapicos. Um estudo realizado com células de cancer de prostata
mostrou que a curcumina utilizada juntamente com o docetaxel aumentou a
eficacia terapéutica do tratamento ao inibir a proliferacdo e aumentar a apoptose

das células cancerigenas (Banerjee et al., 2017).
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Seguindo na linha de antioxidantes derivados de plantas, o extrato de

roma (Punica granatum L.) possui propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias devido a alta quantidade de taninos hidrolisaveis e antocianinas.
Em comparacédo a outras moléculas antioxidantes, a roma possui antioxidantes
que aparentam ser unicos devido as combinacfes de uma ampla gama de
polifendis, os quais possuem amplo espectro de acao contra diversos tipos de
radicais livres (Sharma et al., 2017). Além destas propriedades, o extrato de
roma possui propriedades que previnem o cancer, sendo 0sS mecanismos
envolvidos nessa atividade antiproliferativos, anti-invasivos, antimetastaticos,
antigenotoxicos, bem como inducao de apoptose (Moreira et al., 2017).
O cha verde possui grandes concentracfes do polifenol epigalocatequina 3
galato (EGCG), molécula antioxidante que possui efeitos protetores contra o
dano de DNA. Um estudo com pacientes de cancer de pulmao fazendo
tratamento com radioterapia, cisplatina e etoposideo em associacao a ingestao
de uma solucdo contendo EGCG mostrou que o antioxidante, além de auxiliar
na esofagite causada pelo tratamento, é seguro e efetivo (Almatroodi et al.,
2020). Outro polifenol encontrado na dieta que tem atividade antioxidante é a
quercetina, a qual ja teve seus efeitos sinérgicos com a cisplatina reportados
(Rauf et al., 2018).

Compostos presentes em cogumelos, como os B-glucanos, também
possuem atividade antioxidante conhecida e sdo muito utilizados, principalmente
na Asia. Citamos um estudo com pacientes que realizavam quimioterapia,
utilizando concomitantemente um extrato de cogumelo, e obtiveram um aumento
da resposta ao tratamento além dos efeitos adversos amenizados (Frenkel et al.,
2013).

Um antioxidante secretado pelo proprio corpo humano € a melatonina.
Estudos clinicos que usam a melatonina em associagdo a quimioterapia
mostraram resultados como diminuicdo dos efeitos adversos e melhora da
resposta ao tratamento. Um estudo em pacientes com cancer de mama
demonstrou que a melatonina, além de melhorar o sono das pacientes, melhorou
as fungdes cognitivas (Li et al., 2017).

A coenzima Q10 tem como atividades biolégicas o reforco imunoldgico,

eliminacdo de radicais livres e protecdo do DNA (Tafazoli et al., 2017). E
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responsavel por mediar a fosforilacdo oxidativa na mitocéndria, por participar da
cadeia de transporte de elétrons para manter ativamente a respiragdo celular
aerébica e, também por atuar como antioxidante intracelular. Ja foram
publicados artigos que relataram que os niveis da coenzima Q10 em pacientes
de cancer de mama séo inferiores em relacéo aos pacientes saudaveis (Abdi et
al., 2020).

O acido alfa-lipéico possui caracteristicas antioxidantes e, também é uma
molécula capaz de induzir apoptose e morte celular por ativacdo da caspase 3 e
caspase 9. Por ser capaz de eliminar os radicais livres, acaba protegendo as
células saudaveis da quimioterapia. Estudos j& demonstraram que a associacao
deste antioxidante as terapias contendo taxanos auxilia na supressdo do
crescimento das células malignas de cancer de mama (Kothari et al., 2019).
Outros estudos ja apontaram que o acido alfa-lipdico tem efeito citotoxico e
antiproliferativo em varios tipos de cancer, dentre eles, o de mama (Tripathy et
al., 2018).

Alguns estudos apresentaram dados de que antioxidantes combinados
em mistura sdo capazes de reduzir o desenvolvimento do cancer. Um estudo
que tratava células de cancer pulmonar com uma mistura de antioxidantes
(vitamina C, vitamina E e betacaroteno) previamente a aplicacdo dos
quimioterapicos paclitaxel e carboplatina, indicou um potencial efeito sinérgico
desta combinacédo (Pathak et al., 2002).

Visto que, muito pacientes optam pelo uso de antioxidantes para melhorar
a qualidade de vida durante o tratamento do céncer, € de extrema importancia
estudar a influéncia desses antioxidantes no mecanismo de acdo das terapias

para a doenca.

3. Caernohabditis elegans
Andlises experimentais usando modelo animal sdo complexas,
demandando muito tempo, dinheiro e grande numero de animais. Em 1959 foi
proposto o principio dos 3 Rs (do inglés Replacement, Reduction e Refinement)
por Russel e Burch, que tem como objetivo deixar de forma mais humanitaria a
pesquisa com animais. A partir de 1980, esse principio dos 3 Rs comecou a vir

mais a tona no mundo cientifico (Lee et al., 2012).
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Em relacdo aos testes de toxicidade, ja existe uma ampla utilizacdo de
testes in vitro e até testes utilizando bactérias (teste de Ames) para a realizacao
de ensaios. Um dos fatos que contribui para o incentivo ao crescimento de
modelos alternativos a animais na toxicologia € o fato de que, mais de 200.000
novas substancias séo identificadas por ano, o que geraria um gasto muito
grande se todas estas fossem testadas em animais (Kniewald et al., 2005). Além
do aumento de novas substancias, houve o aumento da consciéncia em relagéo
as questdes éticas do uso de animais na pesquisa (Piersma, 2006). Um exemplo
de modelo alternativo ao uso de ratos e camundongos, € o0 hematoide de vida
livre Caernohabditis elegans.

Por muito tempo, pensava-se que o C. elegans poderia ser encontrado
somente no solo, em humus rico. A partir dos anos 2000, comecgou-se a
pesquisar mais a respeito da cepa selvagem desse nematoide. Esta busca foi
motivada pelo fato do C. elegans aparentar ser um 6timo modelo para estudar
biologia evolutiva e ecologia, além de que aumentaria o conhecimento a respeito
dessa espécie (Frézal e Félix, 2015).

O C. elegans, encontrado no solo, vem ganhando destague para
pesquisas cientificas que vao desde estudos de genética até ecotoxicologia.
Possui uma série de caracteristicas que o tornam um modelo ideal como por
exemplo, seu ciclo de vida curto (2 dias), tempo de vida de 3 a 4 semanas,
dimensdo pequena e facil cultivo (Weinhouse et al., 2018). Seu genoma foi
completamente mapeado por Sydney Brenner em 1974, e este nematoide se
mostrou muito importante, pois possui um sistema que permite o estudo de
neurociéncia celular, desenvolvimento e comportamento (Shen, 2019).

O ciclo de vida do nematoide ja é conhecido, podendo ter dois caminhos
(Figura 3). O primeiro caminho é quando o C. elegans se encontra em condi¢cdes
favoraveis, o ovo recém eclodido passa pelos 4 estagios larvais e apés
aproximadamente 3 dias, é encontrado na forma adulta. Porém, quando o
ambiente no qual ele esta se desenvolvendo nédo é favoravel, como por exemplo
quando ha falta de comida ou aglomeracdo, os vermes acabam indo para o
estagio de crescimento conhecido como dauer. As larvas que se encontram

nesse estagio sdo mais resistentes e quando voltam a condi¢cbes favoraveis,
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retornam ao desenvolvimento e evoluem para o estagio adulto (Frézal e Félix,
2015).
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Figura 3. Ciclo de vida do C. elegans (Fonte: Worm Atlas, 2021).

Tendo em vista o0 vasto conhecimento a respeito do nematoide C. elegans
e considerando que estudos de toxicologia em mamiferos sdo caros e
demorados, este modelo alternativo vem se tornando um aliado as pesquisas
toxicolégicas (Hunt et al., 2016). Diferentemente dos modelos in vitro, este
modelo garante a visualizacdo de um sistema completo quando em contato com
agentes toxicos. Além disso, 0 genoma dos nematéides possui a maioria dos

genes e caminhos de doencas semelhantes aos humanos (Kaletta et al., 2006).
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MATERIAIS E METODOS




1. Reagentes

Os antioxidantes curcumina e extrato de roma (POMXx) foram obtidos da
Fagron®. A vitamina C e a coenzima Q10 foram adquiridas da Purifarma® e o
acido a-lipdico foi obtido da Infinity Pharma®. Docetaxel, carboplatina, diacetato
de 2,7-diclorofluoresceina (DCF-DA), metanossulfonato de metila (MMS) e
paraquat foram fornecidos pela Sigma-Aldrich Co®. (St Louis, MO, EUA). Bacto-
agar e bacto-peptona foram obtidos da Becton Dickinson BD® (New Jersey,
EUA) e HiMedia Laboratories® (Mumbai, india), respectivamente. Todos os
outros produtos quimicos e solventes eram de grau analitico. As cepas de
nematoides utilizadas neste trabalho foram N2 Bristol, obtidas no Caenorhabditis
Genetics Center (CGC).

2. Preparo de Solugdes

A solucéo estoque de extrato de roma (POMX) foi preparada dissolvendo
o0 extrato em dimetilsulfoxido (DMSO), tendo concentracéo final de 50 mg/mL. A
concentracdo utilizada foi de acordo com estudo in vitro anterior (Jeune et al.,
2005), e a dose foi ajustada para C. elegans. A partir dessa solucdo estoque de
POMX, obtiveram-se as outras solugcdes de trabalho nas concentragdes de 10,
20, 30 e 40 mg/mL.

A mistura de antioxidantes (Mix) foi feita com os antioxidantes acido a-
lipéico, curcumina, vitamina C e coenzima Q10. A concentracdo de cada
antioxidante usado na mistura foi de acordo com estudos que testaram esses
antioxidantes em C. elegans (Brown et al., 2006; Liao et al., 2011, Ishii et al.,
2014; Sonane et al, 2017). Foram preparadas cinco misturas com
concentracfes crescentes de cada antioxidante, sendo elas: Mix A, Mix B, Mix
C, Mix D e Mix E.

e Mix A: 5.1 ug/mL de acido a-lipéico, 18.4 ug/mL de curcumina, 6.2
pg/mL de vitamina C e 37.5 ug/mL de Coenzima Q10;

e Mix B: 10.3 pg/mL de acido a-lipéico, 36.8 pg/mL de curcumina,
12.4 pg/mL de vitamina C e 75 pg/mL de Coenzima Q10;

e Mix C: 20.6 pg/mL de acido a-lipéico, 73.6 pg/mL de curcumina,
24.8 pg/mL de vitamina C e 150 pg/mL de Coenzima Q10;

e Mix D: 41.2 pg/mL de acido a-lipdico, 147.2 pg/mL de curcumina,
49.6 pg/mL de vitamina C e 300 pg/mL de Coenzima Q10;
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e Mix E: 61.8 pug/mL de acido a-lipdico, 220.8 pg/mL de curcumina,
74.4 pg/mL de vitamina C e 450 pg/mL de Coenzima Q10;

A solucdo estoque (Mlix E) foi preparada pesando os antioxidantes e
dissolvendo-os em dimetilsulfoxido (DMSO). As solucbes de trabalho foram
preparadas diluindo as soluc¢des de estoque em agua.

As solucdes dos quimioterapicos docetaxel e carboplatina foram
preparados em agua destilada e 0,05% de tween 80 no dia do experimento para
evitar a degradacao dos medicamentos. As concentracdes de docetaxel testadas
foram de 0,2 mg/mL (D1) e 0,1 mg/mL (D2), de carboplatina foram 99,4 pg/mL
(C1) e 49,7 ug/mL (C2) (Rantanen et al., 1994). Os quimioterapicos foram
testados separadamente.

As solucdes de controle foram preparadas de acordo com os diluentes
utilizados: DMSO a 5%, Tween 80 a 0,05% e DMSO a 5% com Tween 80 a
0,05%. Também foi usado um controle negativo de solucdo salina a 0,5%.
Paraquat (PQ) e metanossulfonato de metila (MMS) foram utilizados como
controles positivos visto que esses agentes nocivos sdo conhecidos por
causarem alteracbes no ciclo redox e danos diretamente no DNA,
respectivamente (Charéo et al., 2015; Qureshi et al., 1989).

3. Cepa N2 e sincronizagdo dos nematoides

A cepa escolhida para este estudo foi a N2 (tipo selvagem) e foi mantida
em placas de meio de crescimento de nematoides (NGM) semeadas com
Escherichia coli OP50, como fonte de alimento, a 20°C. Para a sincronizacéo, C.
elegans gravidicos foram lavados das placas para tubos de centrifugacédo e
depois lisados com uma mistura de bleaching (NaOCI 1%; NaOH 0,25 M),
seguido de flotacdo em uma solugcéao de sacarose a 30% (m/v) para separar 0s
ovos de vermes e detritos de bactérias. Os ovos foram lavados com tampé&o M9
(KH2PO4 0,02M, Na2HPO4 0,04M, NaCl 0,08M e MgSO4 0,001M) e foram
deixados em placa NGM overnight, para entdo obter os vermes em estagio larval
L1.

4. Exposicdo dos nematoides aos antioxidantes e aos
quimioterapicos
ApOGs a sincronizagdo, 2.500 larvas no estagio L1 foram tratadas com

POMx e com a mistura de antioxidantes (Mix). Os nematoides foram incubados
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por 24 horas a 20°C, com agitacdo constante em um rotador em meio liquido
NaCl a 0,5%. Apds a incubacéo, os vermes foram lavados trés vezes com NacCl
a 0,5% para remover os antioxidantes e, em seguida, transferidos para placas
de petri NGM inoculadas com Escherichia coli OP50 para ensaios posteriores
(controles) ou foram adicionados 50uL de PQ, MMS, docetaxel ou carboplatina
aos vermes (Rantanen et al., 1994). Apés 24h de incubacgéo, os nematoides
foram lavados trés vezes com NaCl a 0,5% para remover os farmacos e os

vermes foram colocados em novas placas NGM semeadas com OP50.

5. Avaliacéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Para medir as EROS, 1.500 vermes N2 em estagio L1, apds o tratamento
com antioxidantes e quimioterapicos, foram ressuspensos em 100 pyL de NaCl a
0,5% e transferidos para placas de 96 pocos com 100 uL de diacetato de 2,7-
diclorofluoresceina 0,05 mM (DCF-DA). A fluorescéncia foi medida na excitacao
de 485 nm e emissdo de 535 nm, por 90 minutos, utilizando um leitor de
microplacas (Spectramax Me2; Molecular Devices LLC, Sunnyvale, CA, EUA) a
20°C. Os valores foram expressos como porcentagem da intensidade da
fluorescéncia em relacdo ao controle. Pelo menos trés experimentos

independentes foram realizados em duplicata.

6. Ensaio de Mortalidade

Os nematoides foram expostos ao tratamento, conforme descrito no
topico 4.4. Ap6s 24h de incubagdo com o tratamento, foram realizadas 3
lavagens com NaCl a 0,5% para retirar o tratamento e os vermes foram
colocados em placas NGM semeados com E. coli OP50. Passadas 24h dos
vermes nas placas de petri, o parametro de mortalidade foi avaliado por
contagem dos nematoides presentes nas placas com auxilio do
estereomicroscopio. Todas os experimentos foram realizados em duplicata e
repetidas pelo menos trés vezes de forma independente.

7. Ensaio de Desenvolvimento

A é&rea corporal foi avaliada em 20 vermes no estagio L4, em cada
concentracdo testada, 48 horas ap0s a remocdo dos tratamentos. Os
nematoides foram lavados das placas NGM com agua destilada e transferidos
para um tubo de centrifugacao, permitindo que os vermes se assentassem e se

separassem das bactérias. O processo foi repetido até que a solugéo estivesse
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limpida. Em seguida, 15 pL da solugcdo foram depositados em uma lamina
coberta com agarose e adicionados 25 pL de levamisol a 2,25%. Os vermes
foram fotografados e a area da superficie corporal plana foi medida com o auxilio
do software AxioVision LE versdo 4.8.2.0 para Windows.

8. Anélise Estatistica

A analise estatistica incluiu os testes de variancia de uma via (ANOVA)
e/ou de medidas repetidas (ANOVA), de acordo com a distribuicdo de cada
variavel, seguidos do teste de Bonferroni. Todas as analises foram realizadas
prevendo um nivel de significAncia de 0,05. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa GraphPad Prism versao 7.0.
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RESULTADOS E DISCUSSOES




1. Toxicidade do extrato de roma (POMXx) e da mistura de antioxidantes
(Mix) ap06s 24 h de exposicao
A Figura 4 mostra a mortalidade dos vermes apdés 24 horas de incubacgéo
com POMx e Mix. Em relacéo a exposicdo ao POMX, foi possivel observar uma
mortalidade significativa nas concentracdes de 20, 40 e 50 mg/mL (p<0,001)
quando comparado ao DMSO 5% (Figura 4A). Para o Mix, todas as
concentracOes testadas apresentaram mortalidade significativa (p<0,01) em
comparacao com DMSO 5% (Figura 4B).
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Figura 4. Mortalidade do C. elegans apds 24 horas de exposicdo a
diferentes concentragdes de extrato de roma (POMXx) e misturas de antioxidantes
(Mix). (A) POMx (5, 10, 20, 40 e 50 mg/mL); (B) Mistura (A, B, C, D e E). Os
valores foram expressos como médias + DP de trés experiéncias independentes
(n = 3). As comparacdes estatisticas foram feitas usando ANOVA/Bonferroni.

(**p<0,01; **p<0,001 vs. grupo controle).

Nossos resultados mostraram que as concentracbes de POMx
aumentaram a mortalidade de C. elegans. Um estudo recente mostrou que a
longevidade de C. elegans foi prejudicada quando os vermes foram expostos a
doses mais altas de POMx, mas melhorou quando doses mais baixas foram
usadas, mostrando que a toxicidade e os efeitos benéficos sdo dependentes da
dose. Essa diminui¢cdo no crescimento pode ser devido ao fato da roma comecar
a agir como pro-oxidante a partir de uma determinada concentragao (Kiliggun et
al., 2015).

Assim como no POMx, as concentracdes testadas do Mix também
apresentaram diferenca significativa quando comparadas aos grupos controle. A
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dose letal foi encontrada aproximadamente quando os vermes foram tratados
com o Mix E. A respeito dos antioxidantes utilizados no Mix, um estudo anterior
no qual o C. elegans foi exposto a uma concentragcéo baixa (20uM) e uma alta
(200 uM) de curcumina, mostrou que a longevidade dos nematoides aumentou
na concentragcdo menor, porém nao foi alterada quando testada na concentracdo
alta, indicando que a concentracdo elevada néo foi benéfica, mas também néo
causou maleficios (Liao et al., 2011).

Em relacdo a coenzima Q10, vermes adultos que receberam uma dieta
sem esse antioxidante, tiveram uma sobrevida maior em relacdo aos vermes
adultos que receberam coenzima Q10. Quando os vermes receberam desde a
fase larval o antioxidante, eles apresentaram um desenvolvimento melhor
comparado aos que nao receberam (Larsen, 2002). De acordo com Ishii et al.
(2004), o tratamento dos vermes desde o estagio larval com as concentracfes
de 50 e 150 pg/mL de coenzima Q10 prolongaram a longevidade deles,
possivelmente devido a capacidade da coenzima Q10 diminuir o estresse
oxidativo quando utilizada em altas concentracoes.

Ja foi reportado que o acido a-lipdico é capaz de aumentar a longevidade
da Drosophila melanogaster (Bauer et al., 2004). Em C. elegans, quando
utilizado na concentracdo de 24 puM, além de ter aumentado a longevidade,
diminuiu os niveis de radicais livres (Brown et al., 2006). A vitamina C mostrou
uma influéncia positiva no aumento da longevidade do C. elegans, porém isso
s6 ocorre até determinada concentracdo. Quando séo utilizadas concentracdes
muito altas, estas podem apresentar efeitos pré-oxidantes, levando a toxicidade
(Pallauf et al., 2013). Tendo em vista que o tratamento com a mistura desses
antioxidantes em C elegans € inédita, ainda € desconhecido se a administracéo
deles, de forma concomitante, pode causar toxicidade ou ndo. Considerando o
uso dos antioxidantes de forma independente, entende-se que é possivel que a
toxicidade seja devido a altas concentracfes de vitamina C, causando um
aumento na mortalidade dos nematoides, visto que 0s outros antioxidantes

utilizados néao causaram danos ao C.elegans nos estudos apresentados.
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2. Avaliacdo do potencial efeito protetor da mistura de antioxidantes
sobre a mortalidade induzida por Paraquat e MMS nos nematoides
Foi possivel observar na Figura 5 que tanto o PQ quanto o MMS
aumentaram significativamente a mortalidade dos vermes em relacdo ao
controle negativo (p<0,001). A pré-incubacdo de POMx nao apresentou
diferenca significativa em relagdo a PQ (Figura 5A) ou MMS (Figura 5B), n&o
sendo capaz de proteger os nematoides da toxicidade.
Na Figura 5C, os nematoides incubados com Mix ndo apresentaram
reducdo significativa na mortalidade induzida por PQ. No entanto, quando a
mortalidade foi induzida por MMS, Mix D e E, reduziram a mortalidade de vermes

significativamente (p<0,05), conforme observado na Figura 5D.
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Figura 5. Mortalidade do C. elegans ap6s 48 horas de exposi¢do ao extrato de
roma (POMXx) e mistura de antioxidantes (Mix), seguido por paraquat (PQ) e
metanossulfonato de metila (MMS). Concentragdes de grupos: POMx (5, 10, 20,
40 e 50 mg/mL), Mix (A, B, C, D e E), PQ (0,5 mM) e MMS (1 uM). (A) POMx +
Paraquat. (B) POMx + MMS. (C) Mix + Paraquat. (D) Mix + MMS. Os valores
foram expressos como meédia £+ DP (n = 3 experimentos independentes

realizadas em duplicata). As comparacdes estatisticas foram feitas usando
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ANOVA/teste post-hoc de Bonferroni (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. grupo
de controle; #p<0,05, #p<0,01, ##p<0,001 vs. MMS).

Paraquat e MMS foram usados para testar o efeito protetor dos
antioxidantes. O principal mecanismo de toxicidade do paraquat € a alteracéo do
ciclo redox, causando uma maior producdo de EROS (Charéo et al., 2015). O
PQ por causar um quadro de aumento das espécies reativas causa uma
disfuncé&o mitocondrial, que gera o estresse oxidativo e é considerado um agente
toxico ao C. elegans (Bora et al., 2020).

Chardo e colaboradores (2015) realizaram um trabalho expondo os
nematoides a um pré-tratamento com melatonina e apds PQ (Charéo et al.,
2015). Nossos resultados cocorroboram com esse, demonstrando que nenhum
antioxidante foi capaz de reverter a mortalidade causada pelo PQ. Porém, neste
mesmo estudo, quando nanoencapsulada, a melatonina é capaz de reverter a
mortalidade causada pelo PQ, sugerindo que o antioxidante pode ser um bom
protetor.

O MMS é um agente citotoxico que atua diretamente no DNA (Qureshi et
al., 1989). Um estudo em ratos, no qual foi induzida uma toxicidade reprodutiva
por MMS, teve os efeitos toxicos reduzidos quando a Vitamina E foi administrada
de forma concomitante (Tang et al., 2015). No nosso trabalho, o Mix D e E foram

0s Unicos que ajudaram a reduzir a mortalidade induzida pelo MMS.

3. Avaliacao do potencial efeito protetor do extrato deromé e da mistura
de antioxidantes sobre a mortalidade induzida por Docetaxel e
Carboplatina

Como demonstrado na Figura 6, o Tween 80 (0,05%) e o DMSO (5%) nao
afetaram a mortalidade dos nematoides. O docetaxel, em ambas as
concentracdes, levou a um aumento significativo na mortalidade dos vermes em
comparacdo com Tween 80 (0,05%) (p<0,01; Figura 6A e 6C). O pré-tratamento
com POMx 40 nao foi capaz de proteger os vermes contra a mortalidade induzida
por docetaxel (Figura 6A), no entanto, com o Mix D houve uma diminuicdo
significativa na mortalidade induzida por ambas as concentracdes de docetaxel
(p <0,05; Figura 6C).

49



A carboplatina, em ambas as concentracdes, causou um aumento
significativo na mortalidade de vermes em comparagao com o Tween 80 (0,05%)
(p<0,01; Figura 6B e 6D). O pré-tratamento com POMx 40 ndo foi capaz de
proteger os vermes contra a mortalidade induzida pela carboplatina (Figura 6B),
no entanto, com o Mix E observamos uma diminui¢éo significativa na mortalidade
induzida pela menor dose de carboplatina testada (C2) (p<0,05), mas nao pela
maior dose (C1) (Figura 6D). Como os quimioterapicos utilizados neste estudo
atuam no nivel do DNA das células cancerigenas, decidimos utilizar a
concentracdo de Mix que teve melhor desfecho em relagcédo ao MMS, sendo essa

o Mix D. Para o POMX, utilizamos a segunda maior concentracao.
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Figura 6. Mortalidade do C. elegans apés 48 horas de exposicdo ao extrato de
roma 40 mg/mL (POMx 40) e a mistura de antioxidantes D (Mix D) seguida de
docetaxel (D1 e D2) e carboplatina (C1 e C2). (A) POMx 40 mg / mL + Docetaxel;
(B) POMx 40 mg / mL + Carboplatina; (C) Mix D + Docetaxel; (D) Mix D +
Carboplatina. Concentrag¢des dos grupos: D1 (0,2 mg/mL) e D2 (0,1 mg/mL); C1
(99,4 pg/mL) e C2 (49,7 ug/mL). Os valores foram expressos como média + DP
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(n = 3 experimentos independentes realizadas em duplicata). As comparacdes
estatisticas foram feitas usando ANOVA/teste post-hoc de Bonferroni (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 vs. grupo de controle; #p<0,05, #p<0,01, ##p<0,001 vs.

docetaxel ou carboplatina).

Sabe-se que o docetaxel causa toxicidade in vivo (Kim et al., 2017). A
cisplatina, um quimioterapico pertencente a mesma classe da carboplatina,
apresenta toxicidade ja relatada no C. elegans (Garcia-Rodriguez et al., 2018).
Tendo em vista que os dois quimioterapicos possuem 0 mesmo mecanismo de
acado, se ligam ao DNA formando adutos, causando alteragcbes estruturais,
sugere-se que a carboplatina também causa efeitos téxicos no nematoide.

Wang e colaborados (2013) demonstraram que o POMx quando
combinado com docetaxel pode ajudar a aumentar a apoptose de linhagens
celulares de céncer de prostata, C4-2, PC3 e ARCaPM, sugerindo que a
utilizacdo da roma é interessante para melhorar o tratamento com este
guimioterapico. Porém, o resultado encontrado in vitro ndo é sempre reprodutivel
da mesma forma que o in vivo. No nosso trabalho, o POMx ndo se mostrou eficaz
em relacdo a protecdo do C. elegans, tanto quando tratado com o docetaxel
como com a carboplatina.

No entanto, o Mix D mostrou uma diferenca significativa em todas as
concentracdes de docetaxel (D1 e D2) e na menor concentracdo de carboplatina
(C2). Presume-se que a mistura dos antioxidantes € melhor do que o POMX,
devido ao fato de que misturas quando combinadas a agentes antitumorais
aumentam a apoptose em células cancerigenas, sem causar a morte de células
normais (Pathak et al., 2013). Algumas vitaminas antioxidantes, quando
utilizadas em conjunto, apresentam um resultado melhor do que quando
utilizadas isoladamente, podendo utilizar uma dose menor dessas para afetar o
crescimento da célula cancerigena (Cole et al., 1997).

4. Avaliacdo da areacorporal do C. elegans expostos ao extrato de roma
(POMx) ou mistura de antioxidantes (Mix)

Em relacdo a area corporal, o DMSO 5% causou uma diminuicao

significativa quando comparado ao controle negativo (p<0,01), conforme a Figura

7. Nao foram observadas diferencas significativas para as concentracdes
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testadas de POMx (Figura 7A) e Mix (Figura 7B) quando comparadas com
DMSO 5%.
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Figura 7. Area corporal de C. elegans apds 24 horas de exposi¢do com extrato
de roma (POMx) (A) e misturas de antioxidantes (Mix) (B) em diferentes
concentracfes. Os valores sdo expressos como médias + DP de trés
experimentos independentes (n = 3). As comparacdes estatisticas foram feitas
usando ANOVA/teste post-hoc de Bonferroni (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs.
grupo de controle).

O DMSO é um solvente amplamente utilizado nos experimentos com C.
elegans devido sua capacidade de solubilizar moléculas hidrofobicas. Ja foi visto
que, quando os vermes sao tratados com DMSO 1%, o comportamento alimentar
€ alterado, diminuindo significativamente o consumo de alimento e a estrutura
morfologica do verme (Calahorro et al., 2021). Como podemos observar na figura
7, o DMSO causou uma diferenca significativa no desenvolvimento do C.
elegans, o que pode estar relacionado ao fato destas alteracdes serem causadas
pelo solvente.

Além do DMSO, o POMx pode estar relacionado com alteracbes do
desenvolvimento corporal. Um estudo publicado por Kilicglin e colaboradores
(2015), no qual foi analisada a taxa de crescimento dos nematoides, mostrou
gue houve uma diminui¢cdo no crescimento quando tratados com concentracdes
de 10 a 20 mg/mL de extrato de roma (Kilicgun et al., 2015), resultados que
reforgcam nossos achados.

Em relacdo aos antioxidantes presentes no Mix, a curcumina também ja

foi relacionada com a diminuicdo do tamanho dos nematoides, fato que pode
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estar associada a diminuicao de taxa de bombeamento faringeal, interferindo no
comportamento alimentar do C. elegans (Liao et al., 2011). Em relagdo aos
outros antioxidantes presentes na mistura, ndo foram encontrados estudos que

comparem o desenvolvimento de C. elegans com eles.

5. Avaliagéo do efeito protetor do extrato de roma (POMx) e da mistura
de antioxidantes em relagdo ao PQ ou MMS na é&rea corporal de C.
elegans
Na Figura 8, € possivel observar que o DMSO (5%) apresentou diferenca

significativa quando comparado ao controle negativo (p<0,01). O PQ (Figura 8A
e 8C) e o MMS (Figura 8B e 8D) reduziram a area corporal dos vermes em
comparacao com DMSO 5% (p<0,001). As pré-incubactes, tanto com POMx e
Mix, ndo foram capazes de reverter a diminuicdo da area corporal causada por
PQ ou MMS.
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Figura 8. Areas corporais dos C. elegans ap06s 48 horas de exposicdo ao extrato

de roma (POMx) e mistura de antioxidantes (Mix) seguido por paraquat (PQ) e

metanossulfonato de metila (MMS). Concentragdes de grupos: POMx (5, 10, 20,

40 e 50 mg/mL), Mix (A, B, C, D e E), PQ (0,5 mM) e MMS (1 pM). (A) POMx +

Paraquat. (B) POMx + MMS. (C) Mix + Paraquat. (D) Mix + MMS. Os valores sao
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expressos como média + SEM (n = 3 experimentos independentes realizados
em duplicata). As comparaces estatisticas foram feitas usando ANOVA / teste
post-hoc de Bonferroni (*p<0,05, **p<0,01, *p<0,001 vs. grupo de controle;
#p<0,05, #p<0,01, ##p<0,001 vs. MMS).

O paraquat é responsavel por gerar um quadro de estresse oxidativo no
C. elegans. Um estudo publicado por Chardo e colaboradores (2015)
demonstrou que o PQ causou uma diminuicao significativa na area corporal e
mesmo quando 0s vermes receberam um pré-tratamento com a melatonina, ndo
houve uma reverséao deste quadro, mas quando nanoencapsulada, a melatonina
€ capaz de proteger o nematoide (Chardo et al, 2015). Resultados que
corroboram com nossos achados, tendo em vista que os antioxidantes testados
neste projeto ndo foram capazes de reverter a diminuicdo da area corporal
causada pelo PQ.

Em relacdo ao MMS, sabe-se que esse agente citotéxico causa danos no
DNA e é responsavel por causar um atraso no desenvolvimento do C. elegans
(Miyaji et al., 2018). Nossos resultados demonstraram que o MMS causou uma

diminuicao significativa no desenvolvimento corporal dos nematoides.

6. Avaliacdo do efeito protetor da mistura de antioxidantes contra
docetaxel e carboplatina na area corporal de C. elegans
A Figura 9 mostra que a area corporal do C. elegans foi significativamente
reduzida quando incubado com DMSO (5%) + Tween 80 (0,05%) em
comparacdo com o controle negativo (p<0,05). Ambas as concentracfes de
docetaxel (Figura 9A e 9C) e carboplatina (Figura 9B e 9D) reduziram
significativamente a area corporal dos vermes quando comparadas ao grupo
Tween 80 (0,05%) (p <0,001). Nem o POMx 40 nem o Mix D foram capazes de

reverter a toxicidade do desenvolvimento induzida pelos quimioterapicos.
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POMXx + Docetaxel B POMXx + Carboplatin
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Figura 9. Areas corporais de C. elegans ap0s 48 horas de exposic&o ao extrato
de roma 40 mg / mL (POMx 40) e mistura de antioxidantes D (Mix D) seguida de
docetaxel (D1 e D2) e carboplatina (C1 e C2). (A) POMx 40 mg / mL + Docetaxel;
(B) POMx 40 mg/mL + Carboplatina; (C) Mix D + Docetaxel; (D) Mix D +
carboplatina. Concentracfes: D1 (0,2 mg/mL) e D2 (0,1 mg/mL); C1 (99,4 ug/mL)
e C2 (49,7 pg/mL). Os valores sdo expressos como média + SEM (n = 3
experimentos independentes realizados em duplicata). As comparacoes
estatisticas foram feitas usando ANOVA/teste post-hoc de Bonferroni (*p<0,05;

**p<0,01; **p<0,001 vs. grupo controle).

Em relacdo ao docetaxel, ndo foram encontrados estudos que associem
0 uso desse quimioterapico em C. elegans. Ja em relacdo a carboplatina, um
estudo que avaliou a taxa de bombeamento faringeal, que é um ensaio onde séo
contados os movimentos da faringe dos nematoides por 30 segundos, mostrou
qgue C. elegans expostos a 1500 uM de carboplatina apos 168 h, obtiveram uma
diminuicdo significativa do bombeamento faringeral (Wellenberg et al, 2021).

Este resultado sugere que o comportamento alimentar dos nematoides foi
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alterado, corroborando com o nosso estudo, que indica que a carboplatina causa

uma diminuigao significativa no desenvolvimento dos vermes.

7. Producao de EROS

Em relacdo a avaliacdo da producédo de EROS, a solucdo utilizada para
solubilizar os quimioterapicos e antioxidantes (DMSO 5% + Tween 80 0,05%)
causou um aumento significativo nos niveis de EROS quando comparado ao
controle negativo (p<0,05; Figura 10).

Na figura 10A, é possivel observar que as concentracfes de docetaxel
testadas (D1 e D2) causaram um aumento na producao de EROS em relagéo ao
Tween 0.05%, solucdo na qual o quimioterapico foi solubilizado. Porém so a
concentracdo mais alta apresentou uma diferenca significativa (p<0,05). A Figura
10B mostra que apenas a concentracdo mais alta de carboplatina (C1)
apresentou diferenca significativa quando comparado a Tween 80 0,05% (p
<0,05). O POMx néao foi capaz de diminuir significativamente a producéo de
EROS causada tanto pelo docetaxel como pela carboplatina (Figura 10A e 10B)

Na figura 10C, é possivel observar que apenas a maior concentracao de
docetaxel (D1) apresentou diferenca significativa em relacdo ao Tween 0.05%
(p<0,05). Na figura 10D observa-se que apenas a maior concentracao de
carboplatina apresentou diferenca significativa quando comparado ao tween 80
(0,05%) (p<0,05). Em relacdo a mistura de antioxidantes testada (Mix D), foi
observada uma diminuicéo significativa da producdo de EROS quando utilizada
em associagdo com a maior dose de carboplatina (C1) (p<0,01).
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Figura 10. Niveis de EROS medidos por DCF-DA: (A) POMx 40 mg/mL +
Docetaxel; (B) POMx 40 mg/mL + Carboplatina; (C) Mix D + Docetaxel; (D) Mix
D + Carboplatina. D1 (0,2 mg/,mL) e D2 (0,1 mg/mL); C1 (99,4 pg/mL) e C2 (49,7
pug/mL). Os dados sdo expressos como meédia + DP (n = 3 experimentos
independentes realizados em duplicata). As comparacdes estatisticas foram
feitas usando ANOVA / teste post-hoc de Bonferroni de medidas repetidas
(*p<0,05 vs. controle negativo; ?p<0,05 vs. Tween 0,05%; 3p<0,05 vs. DMSO 5%
+ Tween 0,05%).

No ensaio de producédo de EROS, carboplatina e docetaxel se mostraram
oxidantes, resultado que era esperado, uma vez que tais agentes
quimioterapicos sdo conhecidos por aumentarem a producdo de EROS (Conklin,
2004). Analisando os resultados, o Mix apresentou um resultado melhor do que
0 POMx. Por ser uma mistura, provavelmente atuem em mais de um mecanismo

nos vermes, ajudando a minimizar a toxicidade.
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CONCLUSOES




O cancer € uma doenca de alta incidéncia e possui um tratamento
extremamente agressivo que gera muito desconforto aos pacientes, piorando a
qualidade de vida. Devido a toxicidade dos possiveis tratamentos, ha uma
necessidade em encontrar alternativas aos pacientes para amenizar os efeitos
adversos, facilitando a continuidade do tratamento. O uso de antioxidantes como
auxiliares para reduzir a toxicidade causada pela quimioterapia ou radioterapia
tem sido uma estratégia adotada por pacientes com todos os tipos de cancer.

Considerando que o cancer de mama e o de pulméo séo os que possuem
maior nimero de novos casos registrados, € de extrema importancia avaliar a
acao de antioxidantes concomitante ao tratamento. A parte experimental deste
estudo mostrou que a mistura antioxidante (Mix) teve melhores resultados do
que o extrato de roma (POMx), pois diminuiu a mortalidade de C. elegans
causada pelo docetaxel e pela menor dose de carboplatina, sugerindo que o uso
de uma mistura de antioxidantes pode ser interessante para reduzir a toxicidade
dos quimioterapicos testados. Em relacdo a revisdo apresentada nessa
dissertacdo, os estudos in vitro e in vivo mostraram que os antioxidantes séo
capazes de reduzir a toxicidade do tratamento sem interferir no mecanismo de
acdo dos quimioterapicos. Em relacdo aos ensaios clinicos ou estudos
observacionais com pacientes com cancer, nem todos tiveram resultados
positivos. Isso pode ser devido ao fato de alguns dos estudos terem sido feitos
entrevistando pacientes que ja faziam o uso de antioxidantes, ndo tendo assim
um controle na administracéo desses, e todos apresentarem a limitacdo de uma
amostra pequena, diminuindo o poder estatistico. Conforme visto nesta reviséo
sistematica, este tdpico, apesar de popular, ainda € novo e necessita de mais

estudos.
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PERSPECTIVAS FUTURAS




Avaliar a atividade dos antioxidantes testados no Mix na parte
experimental de forma individual,

Avaliar o potencial efeito protetor da mistura quando testado em
concentragbes menores;

Avaliar o efeito protetor dos antioxidantes quando tratados apds com a
associacao do docetaxel e carboplatina;

Realizar ensaios de lifespan e avaliacdo omportamental do C. elegans
quando exposto aos antioxidantes e quimioterapicos;

Realizar ensaios in vitro utilizando linhagem celular de cancer de mama,
para avaliar se os antioxidantes interferem no mecanismo de acédo dos

agentes quimioterapicos.
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