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Resumo vii

A neuropatia induzida por drogas quimioterapicas € uma complicagdo no tratamento
do cancer e outras doengas por ser frequentemente dolorosa e requerer a
interrupcédo da terapia. O antitumoral cisplatina € comumente usado contra muitas
formas de cancer ha aproximadamente 40 anos. Entretanto, sua aplicagdo é
associada a muitos efeitos toxicos, como neurotoxicidade, nefrotoxicidade, perda da
audicdo e vomitos. Estes efeitos adversos tém levado ao desenvolvimento de
agentes especificos para amenizar a toxicidade do farmaco. Alguns estudos
sugerem que a administracdo de antioxidantes é capaz de reduzir os danos e
proteger os tecidos. Dessa forma, os carotendides sdo mais uma opcao a ser
avaliada, pois sdo considerados eficazes agentes antioxidantes. O urucum é uma
fonte natural de corantes vermelhos e além da bixina (fragéo lipossoluvel do extrato),
estdo presentes nas suas sementes, outros carotendides, como a norbixina, o B-
caroteno, a criptoxantina, a luteina e a zeaxantina. Neste estudo, foi avaliada a
genotoxicidade e a antigenotoxicidade do urucum e da bixina sobre a toxicidade
induzida pelo antitumoral cisplatina em culturas de células PC12. A citotoxicidade foi
determinada pelo método do MTT, a frequéncia de danos cromossdmicos pelo Teste
do Micronucleo e a extensdo de danos primarios ao DNA pelo Ensaio do Cometa. O
urucum e a bixina foram avaliados preliminarmente quanto a sua genotoxicidade. O
urucum nas concentragdes 0,2, 0,5 e 1,0 ug/mL e a bixina nas concentragbes 0,05,
0,08 e 0,10 ug/mL nao foram citotdxicos e nem genotéxicos as células PC12. Assim,
essas concentracoes foram utilizadas nos experimentos para verificar a protecéo do
urucum e da bixina contra os danos induzidos pela cisplatina. Embora o efeito
protetor do urucum e da bixina ndo tenha sido evidente nos resultados obtidos pelo
Ensaio do Cometa, eles se mostraram eficazes na inibicdo dos danos
cromossémicos (Teste do Microndcleo), apresentando protecdo as células PC12
entre 66,4 e 76,7% e entre 50,8 e 74,6%, respectivamente. Dessa forma, os
resultados indicam que o urucum e a bixina podem ser considerados agentes
capazes de prevenir danos mutagénicos induzidos pela cisplatina in vitro e também
poderiam ajudar na modulacdo do estresse oxidativo encontrado na quimioterapia
com este farmaco. Entretanto, mais estudos devem ser realizados para melhor
entender os mecanismos envolvidos na atividade protetora desses agentes.
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The neuropathy induced by chemotherapeutic drugs is a complication in the
treatment of cancer and other diseases, because it is often painful and requires
discontinuation of the therapy. Cisplatin has been commonly used against many
forms of cancer for approximately 40 years. However, its application is associated
with many toxic effects such as neurotoxicity, nephrotoxicity, hearing loss and
vomiting. These adverse effects have led to the development of specific agents to
lessen the toxicity of the drug. Some studies have suggested that the administration
of antioxidants is able to reduce the damage and protect the tissues. Thus, the
carotenoids are one more option to be evaluated, because they are considered to be
effective antioxidants. Annatto is a natural source of red dyes and pigments and in
addition to bixin (liposoluble fraction of the extract), other carotenoids are present in
its seeds, such as norbixin, B-carotene, cryptoxanthin, lutein and zeaxanthin. In the
present study, the genotoxicity and antigenotoxicity of annatto and bixin on the
cisplatin induced-toxicity in PC12 cell cultures was assessed. Cytotoxicity was
determined by the MTT assay, chromosomal damage by the Micronucleus test and
the extent of primary damage to the DNA by the Comet assay. Annatto and bixin
were first assessed with respect to their genotoxicity. Annatto concentrations of 0.2,
0.5 and 1.0 pug/ml and bixin concentrations of 0.05, 0.08 and 0.10 ug/ml were neither
cytotoxic nor genotoxic to the PC12 cells. Thus, these concentrations were used in
experiments to verify the protective effect of annatto and bixin against damage
induced by cisplatin. Although the protective effect of annatto and bixin was not
evident in the results obtained by the Comet assay, effective inhibition of the
chromosomal damage (Micronucleus test) induced by cisplatin was shown. Annatto
and bixin protected the PC12 cells at levels ranging from 66.4 to 76.7% and from
50.8 to 74.6%, respectively. Thus, the results indicated that annatto and bixin could
be considered as agents capable of preventing the mutagenic damage induced by
cisplatin in vitro, and could also help in modulating the oxidative stress developed
during chemotherapy with this drug. However, further studies should be carried out to
better understand the mechanisms involved in the activity of these protective agents.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cisplatina

Drogas antineoplasicas sdo muito utilizadas no tratamento de varios tipos de
cancer. A atividade antitumoral de muitos agentes quimioterapicos é particularmente
dependente da sua habilidade em induzir danos mutagénicos e clastogénicos ao
DNA, incluindo adutos de base, erros de replicacdo, quebras de fitas e ligacoes
cruzadas (JACKSON, 2002). O objetivo desta terapia é destruir as células tumorais
mantendo a integridade das células normais. A diferenga entre a quantidade de
droga necessaria para induzir agdo anti-tumoral bem sucedida e a que produz
toxicidade em células normais é pequena (SANCHES-SUAREZ et al., 2008).

A cisplatina (cis-diaminodicloroplatina 1l, cDDP) tem ampla atividade
antineoplasica. Ela pode ser usada como agente simples ou em combinagdo no
tratamento de varios tipos de céancer, incluindo tumores malignos epiteliais, cancer
testicular e ovariano avangados, cancer de cabega e pescogo, bexiga, eséfago e
pulmdo (ZHANG et al., 2008; WANG, LIPPARD, 2005; FRANCESCATO et al.,,
2004). O sucesso clinico da cisplatina no tratamento do cancer € bem conhecido,
mas seu uso tem sido limitado por efeitos colaterais como neuropatia periférica,
nefrotoxicidade, ototoxicidade e resisténcia adquirida e intrinseca (PANG et al.,
2007, ABU-SURRAH, KETTUNEN, 2006). Devido a hiperhidratagcdo, que tem
reduzido significativamente a incidéncia de toxicidade renal, a neurotoxicidade se
torna a maior toxicidade dose-limitante (PACE et al., 2003).

A cisplatina € um farmaco que possui um atomo central de platina envolto por
dois atomos de cloro e dois grupos amoénia (Figura 1). Torna-se ativada dentro da

célula por substituicdo dos ions cloreto por moléculas de agua e esta forma € muito
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reativa nos centros nucleofilicos de biomoléculas como DNA, RNA, proteinas e
membranas fosfolipidicas (CHO et al., 2008, WANG e LIPPARD, 2005, JAMIESON,
LIPPARD, 1999). A cisplatina pode existir nas formas cis e frans, mas somente a

configuracao cis é efetiva. O isbmero frans nao tem bioatividade significativa.

g
E:l/ \I'-.IH

Figura 1. Estrutura quimica da cisplatina. Apresenta um atomo central de platina
rodeado por dois &tomos de cloro e dois grupos amdnia.
1.1.1 Histoéria

A descoberta da cisplatina como droga antitumoral tem uma histéria muito
interessante. A cisplatina foi sintetizada em 1845 por Peyrone. Apesar da sua
sintese, a estrutura da cisplatina ndo era conhecida até 1893, quando um quimico,
Prémio Nobel, Alfred Werner, explicou sua estrutura em detalhes. Depois disso, a
cisplatina ndo atraiu nenhuma atencao especial até que na década de 60 um
professor de fisica da Universidade de Michigan chamado Barnett Rosenberg
descobriu acidentalmente sua atividade biolégica (TRIMMER, ESSIGMANN, 1999;
ROSENBERG, VANCAMP, KRIGAS, 1965). Rosenberg estava interessado em
estudar os efeitos dos campos elétricos e das correntes elétricas no crescimento da
bactéria Escherichia coli. Por esta razao, ele colocou eletrodos positivos e negativos
imersos no meio de cultura da E. coli. Muito inesperadamente, ele observou que as
células entre os eletrodos de platina cresceram em tamanho, mas néo se dividiram

(ABU-SURRAH, 2007; TRIMMER, ESSIGMANN, 1999).
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Primeiramente, Rosenberg pensou que este efeito pudesse ser apenas
devido a presenca de campos elétricos no meio de cultura da E. coli mas
investigacées mais detalhadas revelaram que compostos contendo platina, que
foram produzidos pela reacédo do eletrodo de platina com a solucdo de NH4Cl na
presenca de luz e corrente elétrica, eram responsaveis pela inibicdo da divisdo da E.
coli (LIPPERT, 1999). Para confirmar esta hipétese, Rosenberg e colaboradores
aplicaram os seus recém-descobertos compostos de platina em alguns tipos de
tumores de ratos (ROSENBERG, VANCAMP, 1970). Véarios compostos foram
usados durante a eletrélise e a cisplatina mostrou-se mais efetiva na capacidade de
dificultar a divisdo celular. Portanto, o efeito inibitério da cisplatina sobre a divisdo
celular sugeriu que a cisplatina pudesse ter caracteristicas potenciais de um agente
antineoplasico (TRIMMER, ESSIGMANN, 1999; ROSENBERG, VANCAMP,
KRIGAS, 1965).

Esta pesquisa, primeiro publicada na Nature em 1969 (ROSENBERG et al.,
1969) foi um grande avango na histéria das drogas quimioterapicas. A Fase | dos
ensaios clinicos da cisplatina em humanos comegou em 1971 e a cisplatina foi
aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) em 1978 com o nome de Platinol
para tratamento de céncer testicular e de ovéario (WEISS, CHRISTIAN, 1993; HIGBY

et al., 1974).

1.1.2 Mecanismos de acao da cisplatina

Ao longo dos ultimos trinta anos, grandes esforgcos tém sido direcionados para
investigar a forma como a cisplatina exerce os seus efeitos sobre as células, a fim de
entender as razdes das suas propriedades farmacoldgicas e toxicas, e para fornecer

orientacao para o desenvolvimento de novas drogas. Muitas descobertas surgiram, e
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0S passos que agora acreditam estar envolvidos no mecanismo de acédo da

cisplatina sdo apresentados na Figura 2 (BARNES, LIPPARD, 2004).

Membrana celular

Reconhecimento de

HiN cl HyN OH, |+ HyN G proteinas
\pl/ Npt 4 \Pt d —* Inibigdo da transcrigéo
HaN 4 \CI H3N/ \CI HyN ¥ \G Tentativas de reparo

L Apoptose

Figura 2. Representacdo esquematica do mecanismo de agdo da cisplatina.

Adaptado de BARNES, LIPPARD, 2004.

Por muitos anos tem sido aceito que o complexo neutro da cisplatina entra
nas células por difusdo passiva. Entretanto, relatérios recentes fornecem evidéncias
de um mecanismo de transporte ativo. Ao entrar na célula, a concentragdo dos ions
cloreto esta substancialmente mais baixa que aquela encontrada no soro, causando
rapida hidrolise dos ions cloreto da cisplatina, deixando a platina disponivel para
qualquer ligacao a bases que possam estar presentes. O DNA é conhecido ser o
alvo biolégico primario da cisplatina (NITISS, 2002) e estudos comprovaram isso ao
mostrar que as células deficientes no reparo do DNA s&o hipersensiveis a cisplatina
(POPOFF, BECK, RUPP, 1987; BROUWER et al., 1981).

Portanto, a atividade antitumoral da cisplatina acredita-se resultar das
interacoes com o DNA. Sua citotoxicidade é atribuida a formagao de adutos de Pt-
DNA através da adicao de platina na posicdo N7 das bases de guanina no DNA
(Figura 3), originando ligacbes cruzadas intracadeias 1,2-d(GpG) — adutos entre

guaninas adjacentes — e 1,2-d(ApG) — adutos entre adenina e guanina adjacentes —
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e também ligagdes intercadeias — adutos ligando as duas cadeias da dupla hélice do
DNA (Figura 3) (WOZNIAK, CZECHOWSKA, BLASIAK, 2004, RAJSKI, WILLIAMS,
1998). Os adutos formados interferem com a duplicacdo do DNA pelo bloqueio da
enzima DNA polimerase, inibem a transcricdo do RNA, resultando em bloqueio do
ciclo celular e ativagdo das vias de sinalizagao da apoptose, e também a traducéo e
o reparo do DNA (CHO et al., 2008; NADIN et al., 2006; WOZNIAK, CZECHOWSKA,
BLASIAK, 2004). Devido a formacdo das ligagcbes cruzadas intracadeias,
intercadeias e DNA-proteina, o DNA danificado torna-se incapaz de replicar

(COOLEY et al., 1994; EASTMAN, 1987).

Cisplatina ¢ AR NH NH.

G righ C - NHg 2 NH,

pa— ‘ Inibigao da replicagao
¢ e “N--H=N G N Inibigdo da transcrigdo
— ) Parada do ciclo celular
4 Reparo no DNA
Morte celular

Figura 3. Formagéo e efeito dos adutos da cDDP. O atomo de platina da cDDP se
liga covalentemente a posicdo N das purinas. Os adutos DNA-cDDP causam varias
respostas celulares como: inibigdo da replicagdo celular, inibicdo de transcrigéo,
parada do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose (WANG; LIPPARD, 2005).
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Estudos in vitro verificaram que as ligagdes da cisplatina com o DNA formam
entre 60-65% de adutos do tipo ligagbes cruzadas intracadeias 1,2-d(GpG) e 20-
25% do tipo ligagdes cruzadas intracadeias 1,2-d(ApG). Juntos, estes sé&o
responsaveis por 90% do total de adutos formados. Os outros 10% dos adutos sao
formados por ligacdes cruzadas intracadeias 1,3, ligagdes cruzadas intercadeias e
ligagcbes cruzadas proteina-DNA (AUGE, KOZELKA, 1997; FICHTINGER-
SCHEPMAN et al., 1985).

Ha ainda uma discussao sobre quais tipos de adutos cisplatina-DNA sao mais
importantes na mediagdo da citotoxicidade da cisplatina. No entanto, cada vez mais
evidéncias indicam os adutos intracadeias como 0s principais responsaveis pela

acao citotdxica da cisplatina (SIDDIK, 2002).

1.1.2.1 Etapas do mecanismo de acao da cisplatina

Embora tenha ocorrido muito progresso para se entender o modo de agéo da
cisplatina e os mecanismos envolvidos na sua atividade antitumoral, o conhecimento
disponivel sobre os mecanismos de acdo da droga permanece incompleto
(JAMIESON, LIPPARD, 1999). O que esta claro é que o alvo primario da cisplatina &
o DNA, preferencialmente a posicdo N7 das bases de guanina (BAIK, FRIESNER,
LIPPARD, 2003). O caminho percorrido pela cisplatina apds entrar na célula é

descrito a sequir:

1.1.2.1.1 Acumulo celular de cisplatina
A cisplatina € administrada nos pacientes através de injecao intravenosa.
Sendo uma molécula neutra, ela pode se difundir rapidamente nas células por

difusdo passiva (GATELY, HOWELL, 1993). E também transportada para dentro e
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fora das células por difusdo ativa (CEPEDA et al., 2007; BOSE, 2002). A perda dos

ions cloreto facilita sua ligagdo ao DNA. As etapas envolvidas na ligagdo da

cisplatina com o DNA a partir da entrada na célula e a hidrdlise no interior da célula

seguida por sua ligacdo com as bases no DNA sao apresentadas na Figura 4.

P70

glicoproteina

—G—-G—

Na*JK*
ATPase (’

A
OH OH
NH; NH,
it
Pt
/ N\
Cl [+]}
Citoplasma

=B B -

NH{ /NH3 (©0-65%)

DNA cross link

NH, NH,
w
Pt
e e
_T_c_

(2025%)

NH,

Pt

/
—a c-

G-

©-2%)

Nicleo

Figura 4. A via de acado da cisplatina na célula. A (entrando na célula), B (no
citoplasma), C (no nucleo). (GUMINSKI, HARNETT, DEFAZIO, 2002; LLOYD,

KELLAND, 1999).

1.1.2.1.2 Hidrdlise da cisplatina

Acredita-se que a hidrélise da cisplatina seja 0 passo chave na ativacao da

molécula para sua ligacdo com alvos celulares, incluindo o DNA (MILLER, HOUSE,

1991). Apesar da cisplatina permanecer neutra no plasma sanguineo, perda

substancial de platina ainda ocorre devido a reagdo da cisplatina com proteinas e

enzimas extracelulares (BOSE, 2002). Dentro da célula, os ions cloro da cisplatina

podem ser substituidos pela agua (Figura 4B).
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1.1.2.1.3 Ligacdo ao DNA e outros alvos celulares

Apesar de apenas 1% das moléculas de cisplatina se ligarem ao DNA (HO,
AU-YEUNG, TO, 2003; PEREZ, 1998), a ligacdo entre a cisplatina e o DNA nos
nucleos celulares parece ser responsavel, em grande parte, por suas propriedades
antitumorais (GONZALEZ et al., 2001). Estudos de cristalografia por raios X mostram
que a posicdo N7 dos anéis imidazolicos das bases de purinas do DNA
(especificamente guanina) sao os locais mais favorecidos para a ligagdo do DNA

com a cisplatina (TAKAHARA et al., 1995).

1.1.3 Limitacoes no uso e danos neurotéxicos induzidos pela cisplatina

Na prética clinica, o uso da cisplatina € limitado devido aos seus efeitos
adversos como nefrotoxicidade, ototoxicidade, neurotoxicidade, mielossupresséo,
efeitos gastrintestinais e mutagénese (WEIJL, CLETON, OSANTO, 1997). Estas
toxicidades sdo dose-dependentes, limitando a terapia e a dose maxima tolerada.
Para a cisplatina, a dose maxima tolerada esta entre 100 e 120 mg/m? (1.V.) ou entre
2,5 e 3,0 mg/Kg (I.V.) por ciclo e deve ser administrada com pré- e pés-hidratacao
adequada (HARTMANN, LIPP, 2003; MARKMAN, 2003). A concentracao
normalmente encontrada no plasma de pacientes tratados com cisplatina é de 35 uM
(Dimanche-Boitrel et al., 2005). Entretanto, overdoses acidentais de cisplatina
podem ocorrer. Embora a reacdo a quimioterapia seja diferente de paciente para
paciente, quase todos os individuos que sao tratados com cisplatina apresentam
problemas gastrintestinais.

A Figura 5 resume os principais efeitos colaterais téxicos da cisplatina.
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Toxicidade Cisplatina
Ototoxicidade Adulto: 23-50%
Crianga: »50%

= Neuropatia Adulto: 30-86%
i'_"_ Periférica {média 62%)

Crianga: ~10%

Nefrotoxicidade  ~20-419%

Mielosupressao <5%

Figura 5. Toxicidades associadas ao tratamento com cisplatina (RABIK, DOLAN,
2007).

A resisténcia aos medicamentos é um grande problema no tratamento
quimioterapico do cancer (OHMICHI et al., 2005). A cisplatina ndo é excecado —
algumas células tumorais (ex. células de melanoma) s&o intrinsecamente resistentes
a cisplatina, enquanto que outras (ex. células de cancer de ovario) desenvolvem
resisténcia devido ao uso repetido (FRAM, 1992). Embora os mecanismos exatos de
resisténcia ndo sejam conhecidos, acredita-se que a resisténcia a cisplatina possa
ser associada com um ou mais dos seguintes procedimentos: 1) reduzir a absorgao
celular, 2) desativacado aumentada dentro da célula antes da ligacdo com o DNA e 3)
aumento no reparo do DNA (OHMICHI et al., 2005).

A utilizacdo da cisplatina proporciona queda nos niveis de antioxidantes
seéricos, que podem refletir faléncia do mecanismo de defesa contra a lesao oxidativa

induzida por drogas antineoplasicas (WEIJL et al., 1998). E capaz de gerar espécies
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reativas de oxigénio como o radical superoxido e o radical hidroxila, e varios efeitos
toxicos da cisplatina estdo associados a produgao de radicais livres pela interagao
com o DNA e pela peroxidagdo lipidica. A indugdo do estresse oxidativo pela
geracdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) provoca um desbalanco pro-
oxidante e antioxidante na célula podendo culminar na morte celular (MASUDA,
TANAKA, TAKAHAMA, 1994). Devido ao fato dos quimioterapicos nao serem
seletivos, as células normais também sao afetadas, ocorrendo complicagdes como
as toxicidades.

Muitas drogas citotoxicas utilizadas no tratamento do cancer causam
significante neurotoxicidade dose-limitante (QUASTHOFF, HARTUNG, 2002). A
neurotoxicidade € um dos efeitos colaterais dose-limitante bem conhecido da
cisplatina. A neurotoxicidade tipicamente se apresenta como uma neuropatia
sensorial dolorosa que pode tornar necessaria a diminuigdo da dose da droga ou o
término do tratamento, podendo diminuir a chance de cura do paciente. A incidéncia
de neuropatia € encontrada em cerca de 49-92% dos pacientes, sendo mais comum
a neuropatia periférica (COOLEY et al., 1994). A neuropatia periférica geralmente
progride por meses depois do final do tratamento, e os sinais e sintomas clinicos néo
sé@o freqientemente reversiveis podendo afetar significativamente a qualidade de
vida do paciente (PACE et al., 2003).

Atualmente a neuropatia sensorial periférica é considerada o maior efeito
colateral dose limitante do tratamento com a cisplatina (GOLDEN, JOHNSON, 2004;
JIRSOVA et al.,, 2006). Aproximadamente 20% dos pacientes sdo incapazes de
completar um curso completo da terapia com cisplatina devido a neuropatia sensorial
(MCDONALD, SOHAL, FORSTER, 2005a). Essa neuropatia € caracterizada por

queixas inicialmente de parestesia nas extremidades distais, que pode progredir
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para grave ataxia sensorial (MCCARRON et al., 1999; GILL, WINDEBANK, 1998).
Neurénios e células de Schwann séo diretamente afetados pela cisplatina (JIRSOVA
et al., 2006).

Exames neurologicos e neurofisioldgicos revelam que todos os pacientes que
receberam tratamento usando cisplatina com doses cumulativas maiores que 300
mg/m? (1.V.) desenvolveram sinais de neurotoxicidade, que é comumente irreversivel
(QUASTHOFF, HARTUNG, 2002; ALBERTS, NOEL, 1995). O mecanismo da
neurotoxicidade induzida pela cisplatina ndo esta plenamente conhecido, mas o
envolvimento seletivo de grandes fibras sensoriais mielinizadas sugere que pode
derivar de danos no ganglio da raiz dorsal (CAVALETTI, et al., 1992). Também foi
observada a inducdo de adutos em células da linhagem PC12 (MCDONALD et al.,
2005b) e exames farmacolégicos do tecido neural de pacientes tratados com
cisplatina tém mostrado acumulo de platina no ganglio da raiz dorsal que néao esta
protegido pela barreira sangue-cérebro (KRARUP-HANSEN, RIETZ, KRARUP,
1999; GREGG et al., 1992).

A linhagem celular PC12 foi desenvolvida de células de feocromocitoma da
glandula adrenal de ratos, e tem sido frequentemente utilizada com sucesso para o
estudo das fungdes neuronais (PIGA et al., 2007). Com relacdo aos estudos
neuronais, as células PC12 possuem varias vantagens sobre as culturas de células
neuronais primarias, incluindo a homogeneidade da populagdo celular
(COLOGNATO et al., 2006). Estas células possuem caracteristicas neuronais que
incluem: sintese, armazenamento e excrecdo de noradrenalina e dopamina, a
presenca dos receptores nicotinicos de acetilcolina, do acido gama-aminobutirico

(GABA), da colina acetiltransferase e da tirosina hidroxilase (GARTLON et al., 2006).
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Pesquisas indicam que a terapia nutricional pode exercer grandes beneficios
ao tratamento oncolégico por meio da minimizagao dos efeitos adversos produzidos
pelo tratamento antineoplasico, promovendo um melhor estado de saude ao
paciente. Estes efeitos adversos tém levado ao desenvolvimento de agentes
especificos para amenizar ou eliminar a toxicidade da cisplatina. Alguns estudos
sugerem que a administracdo de antioxidantes é capaz de reduzir danos e proteger
os tecidos (ANTUNES, BIANCHI, 2004; NISHIKAWA et al., 2001; LIU, BALIGA,
2000; WEIJL, CLETON, OSANTO, 1997; APPENROTH et al., 1997; BRAUNLICH,
APPENROTH, FLECK, 1997; SUGIHARA, GEMBA, 1986). Os antioxidantes
impedem, através de sua propria redugdo, o dano oxidativo celular e minimizam a

toxicidade causada pelos radicais livres (KONG, LILLEHEI, 1998).

1.2 Antioxidantes

Os antioxidantes sao substdncias que, mesmo presentes em baixas
concentragdes, sdo capazes de atrasar ou inibir as taxas de oxidagao (MAXWELL,
1995; SIES, 1993).

A administracdo de antioxidantes ndo parece interferir no efeito antitumoral
dos antineoplésicos, pois estes farmacos eliminam as células cancerosas por meio
de outros mecanismos celulares que nao envolvem a acao das espécies reativas de
oxigénio (ROS). Portanto, os antioxidantes da dieta poderiam atuar como
quimioprotetores, prevenindo contra os efeitos colaterais das ROS — que podem
causar danos a proteinas (GRACY et al., 1999), lipideos (FRAGA et al., 1987) e
acidos nucléicos (RICHTER, PARK, AMES, 1988) — e o desenvolvimento de
canceres secundarios, relacionados com as mutagdes induzidas pelo estresse

oxidativo no DNA (ANTUNES, BIANCHI, 2004; ELSENDOORN et al., 2001).
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As interacdes entre antineoplasicos e antioxidantes promovem a
potencializagdo do mecanismo de agao das drogas, resultando em diminuicdo do
tamanho do tumor com producdo de menores efeitos colaterais, melhoria da
qualidade de vida dos pacientes oncolégicos e maior tempo de sobrevida (LAMSON,
BRIGNALL, 1999; WEIJL et al., 1998).

Alguns compostos derivados de plantas podem ser utilizados como agentes
antimutagénicos (HAYDER et al., 2008; CALOMME et al., 1996) e antioxidantes
(BEN AMMAR et al., 2007; YAGI et al., 2002). Estas substancias podem ser uteis na
prevencao do cancer e outras doengas relacionadas com mutagao por fortalecer os
mecanismos de defesa fisioldgicos, ou atuar como fatores de protecdo (DE FLORA,
BRONZETTI, SOBELS, 1992).

Nos ultimos anos, muitos agentes neuroprotetores foram investigados com o
objetivo de reduzir o efeito da neurotoxicidade periférica. Em busca de uma
alternativa viavel para o tratamento adjuvante com a cisplatina, os carotendides sé&o
mais uma opg¢ao a ser avaliada.

Os carotendides sdo compostos pigmentados lipossoluveis, encontrados
principalmente em frutas e vegetais, que constituem as principais fontes de
carotendides na dieta humana. Estes sdo responsaveis por suas coloragdes
amarelas, alaranjadas e vermelhas (JOHNSON, 2002; AGARWAL, RAO, 2000).

Os carotendides desempenham diversas funcbes e acdes benéficas ao ser
humano, as quais estao correlacionadas com a sua acao antioxidante, por isso nao
podem ser considerados apenas corantes naturais. Nos Ultimos anos, devido as
suas propriedades antioxidantes, os carotendides tém recebido consideravel
interesse dos pesquisadores, profissionais da area da saude e agéncias

regulatorias. Estudos também tém mostrado que os carotendides podem mediar
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seus efeitos via outros mecanismos tais como juncdo de comunicacdo gap,
regulagdo do crescimento celular, modulagdo da expressao génica, resposta imune
e como moduladores da Fase | e Il de enzimas metabolizadoras de drogas (PAIVA,
RUSSELL, 1999; JEWELL, O'BRIEN, 1999; BERTRAM, 1999; ASTORG, 1997). A
acao antioxidante dos carotenoides ocorre através da desativacao de radicais livres
e/ou de espécies reativas de oxigénio. Essa desativacdo pode ser por dois
mecanismos: 0 primeiro, que consiste na associacdo direta com outra molécula
formando compostos de degradacdo; e o segundo, através da desativacdo de
espécies reativas, como o oxigénio singlete, 02(1Ag), pela transferéncia de energia
sem prejuizos para a molécula de carotendide que permanece com atividade
antioxidante (RIOS, ANTUNES, BIANCHI, 2008).

Apesar do reconhecido papel benéfico dos carotendides na saude humana,
eles ndo s&o considerados nutrientes essenciais e como tal, ndo tém um valor de
ingestdo de referéncia dietética (DRI) determinado. Baseado em estudos
epidemiolégicos, uma ligacdo positiva é sugerida entre ingestao de carotendides e
baixo risco de doengas crbnicas (ELLIOTT, 2005; JOHNSON, 2002; AGARWAL,
RAQO, 2000). p-Caroteno e licopeno sao inversamente relacionados ao risco de
doengas cardiovasculares e certos tipos de cancer (JOHNSON, 2002).

Varios trabalhos envolvendo diferentes estudos epidemiolégicos e
experimentos animais tém investigado seu potencial no processo carcinogénico. Um
mecanismo racional para o potencial efeito anticarcinogénico e antimutagénico do -
caroteno e outros carotenoides é sua habilidade em sequiestrar os radicais livres que
causam danos oxidativos ao DNA (ZHAO et al., 1998; SIES, STAHL, 1995). Em
culturas celulares, os carotendides inibem a proliferagéo celular, a transformacao, a

formacgao de micronucleos e a expressao de certos genes (COLLINS et al., 2001).
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1.3 Urucum e Bixina

Quando os conquistadores espanhdis chegaram ao Novo Mundo conheceram
muitas plantas cujos extratos eram empregados pelos Maias e Astecas. Uma destas
plantas, o urucum, existente ao longo da América tropical era usado pelos indios sul-
americanos na coloracdo de seus corpos, artesanatos, instrumentos de caca e
pesca e como repelente de insetos. O nome cientifico do urucum, Bixa orellana foi
dado por Francisco Orellana, apdés uma expedicdo na regido da Amazbnia
Setentrional (GIULIANO, ROSATI, BRAMLEY, 2003).

O urucum é uma das maiores fontes naturais de corantes vermelhos (Figura
6). Entre os corantes naturais, o urucum se destaca como o segundo em importancia

econdmica depois do caramelo (MERCADANTE, STECK, PFANDER, 1999).

Figura 6. Fotos de urucum. A: fruto verde; B: fruto maduro; C: em floragéo; D: fruto
aberto com sementes expostas. Fonte: http://www2.enq.ufsc.br/teses/d021.pdf

Os principais carotendides presentes nas sementes de urucum, bixina e
norbixina, formam um material colorido, conhecido como annatto, que é usado

principalmente na industria de alimentos. A coloracdo vermelha da semente esta
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diretamente relacionada ao percentual de bixina (C2sH3004), aproximadamente 80%,

e cuja estrutura se encontra na Figura 7 (PRESTON, RICKARD, 1980).

HOOC = S "™ S =0 S Sy T T

=
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Figura 7. Estrutura da bixina.

A bixina, um carotendide de cor vermelha, é a fracao lipossoluvel do extrato
do urucum e é empregada como corante natural em varias formulacdées na industria
alimenticia, tais como em manteigas, queijos, salsichas e sorvetes (DI MASCIO,
DEVASAGAYAM, SIES, 1990).

A bixina foi citada pela primeira vez em 1825 por Boussingault e sua
cristalizacao foi obtida com sucesso em 1878 por Etti (KARRER, JUCKER, 1950).

Os compostos de urucum sofrem grande interferéncia das condicbes de
processo, tornando-se susceptiveis a decomposi¢cdo provocada pelo calor, luz e
oxidagdo, como também potencializada por determinados solventes (RIOS,
BORSARELLI, MERCADANTE, 2005; MONTENEGRO et al., 2004). Uma vez
isolada da semente, a bixina torna-se muito vulneravel a degradagédo. (SCOTTER,
APLLETON, CASTLE, 2001).

E conhecido que diversos carotendides protegem contra as transformagées
induzidas quimicamente em culturas de células (PUNG et al., 1993; WENIGER et al.,
1993), e previnem ou modulam os danos genéticos causados por varios

mutagénicos/carcinogénicos conhecidos (ALVES DE LIMA et al., 2003; COLLINS,



Introducdo 18

2001; MURE, ROSSMAN, 2001; MATOS, DI MASCIO, MEDEIROS, 2000;
SALVADORI, RIBEIRO, NATARAJAN, 1994; SALVADORI et al., 1992). Segundo
alguns estudos, os pigmentos do urucum ndo sdo considerados genotdxicos ou
mutagénicos, baseados principalmente em dados in vitro (ISHIDATE et al., 1984;
HAVELAND-SMITH, 1981). Fernandes et al. (2002) investigaram o potencial
genotdxico dos pigmentos de urucum in vivo e observaram que a ingestdo desses
pigmentos ndo induziu quebras no DNA detectavel em figados e rins.

Dentre os carotendides naturais, a bixina é um dos mais eficazes
sequestradores da molécula de oxigénio singlete e pode contribuir para a protegcéao
das células e tecidos contra os efeitos deletérios dos radicais livres (SANTOS et al.,
2007; DI MASCIO, DEVASAGAYAM, SIES, 1990), sendo, portanto, um promissor
agente quimioprotetor especialmente contra danos ao DNA induzidos por radicais
livres de oxigénio ou compostos capazes de gerar tais moléculas.

A bixina € também um inibidor eficaz da peroxidagao lipidica. Zhang, Cooney
e Bertram (1991) estudaram o efeito de inibicdo da peroxidagdo, avaliando alguns
carotenos, entre estes, o beta-caroteno, a luteina, o alfa-tocoferol, o licopeno e a
bixina, avaliando a eficicia na inibicdo dos conseqlentes efeitos de transformacdes
neoplasicas induzidas quimicamente. De todos os carotendides testados, o alfa-

tocoferol foi o0 mais ativo inibidor da peroxidacao lipidica, seguido pela bixina.

1.4 Avaliacao de danos ao DNA

A carcinogénese é um processo de multiplos passos, envolvendo iniciacao,
promocdao e progressao (SUGIMURA, 1992). Baseado neste conceito, a
carcinogénese quimica tem sido alvo de uma grande variedade de tentativas para

criar modelos preditivos alternativos, variando de ensaios bioldgicos de curto prazo
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(ex. testes de mutagenicidade) para modelos tedricos (BENIGNI, ZITO, 2004). Com
melhor entendimento dos possiveis caminhos para modular a carcinogénese,
intervencdes preventivas durante estes estagios tornam-se muito atraentes.

Os mecanismos de mutagénese e carcinogénese parecem estar
intrinsecamente ligados. A mutacdo é conseqiéncia de danos no DNA e estes
danos podem ser o processo inicial da formacdo do tumor por carcinégenos
quimicos (RIBEIRO, SALVADORI, MARQUES, 2003).

Para se conhecer o potencial mutagénico e antimutagénico de um
determinado composto, existem testes de mutagenicidade bem definidos e
internacionalmente reconhecidos pelas agéncias reguladoras como parte da bateria
de testes recomendada para o registro de novos produtos que entram no mercado
mundial. A nova edi¢cao do “Guidelines for Carcinogen Risk Assessment”, publicada
pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, aponta as altera¢des na
expressao génica, reparo do DNA, controle do ciclo celular, instabilidade gendmica e
danos cromossdmicos como as principais conseqiéncias da exposicdo aos agentes
ambientais e eventos criticos envolvidos no processo de carcinogénese (PRESTON,
2007). Esta preocupagédo com a identificacdo de fatores envolvidos na etiologia do
cancer também inclui o papel da dieta e dos compostos bioativos dos alimentos, tais
como os carotendides.

Varios métodos citogenéticos tém sido utilizados para a monitorizacao
biolégica de populacdes expostas a agentes mutagénicos e carcinogénicos (ex.
quantificacao de micronucleos).

O teste do microndcleo (MN) tem sido amplamente empregado como
indicador de exposi¢cao genotdxica, uma vez que sua ocorréncia esta associada as

aberragcbes cromossOmicas. Durante a teléfase da mitose ou meiose podem ocorrer
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quebras cromossGmicas dando origem ao micronucleo, que sao fragmentos
cromossémicos acéntricos ou cromossomos inteiros que ndo foram incluidos no
nucleo principal. Dessa forma, os micronucleos sdo formados por uma discreta
estrutura da cromatina, envolta por membrana nuclear, que deixam de se ligar aos
fusos mitéticos e sao excluidos do nucleo, nao tendo qualquer ligacdo com o nucleo
principal (KAYANE, PARRY, 2008; MALUF et al., 2001; DE OLIVEIRA, MACHADO-
SANTELLI, 1987). E importante ressaltar que os danos no DNA somente sdo
expressos em micronucleos apds um ciclo de divisao celular.

A auséncia ou o defeito do fuso celular pode ndo levar a unido dos
cromossomos na placa metafésica, ocasionando a dispersédo e divisao destes (DE
OLIVEIRA, MACHADO-SANTELLI, 1987). Pode estar presente um ou mais por
célula, com dimensado de até 1/3 do tamanho do nucleo (FENECH et al., 1999).
Diferentes mecanismos podem estar envolvidos na formagédo dos MN, incluindo as
quebras cromossdmicas e a ruptura dos fusos (MALUF et al., 2001; EVANS, 1988;
HEDDLE et al., 1983).

Comparado a analise de cromossomos na metafase, a quantificacdo de MN
oferece muitas vantagens: é rapido e simples para desempenhar e ndo requer a
preparacdo de células na metafase (TUCKER, PRESTON, 1996). O teste do
micronucleo com bloqueio da citocinese tem mais vantagens: permite a identificacao
confiavel de células que completaram apenas uma divisdo nuclear e a deteccao de
outros endpoints, tais como pontes dicéntricas (FENECH, 1997). Enfim, o teste do
micronucleo in vitro € uma ferramenta bastante importante no campo da Genética

Toxicoldgica.
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O Ensaio do Cometa é um teste simples, rapido e preciso que tem sido
amplamente utilizado em estudo de epidemiologia molecular, no qual o dano ao
DNA avaliado é usado como um biomarcador de exposi¢cao (COLLINS et al., 1997).

O Ensaio do Cometa oferece uma oportunidade para correlacionar niveis de
danos ao DNA induzidos por terapia com a dose administrada e também para
modular a dose reduzindo danos genotéxicos (SANCHES-SUAREZ et al., 2008;
MIYAMAE et al., 1998). Ele tem sido usado em uma ampla variedade de aplicacées
incluindo biomonitoramento humano, genotoxicologia, monitoramento ecoldgico e
como uma ferramenta para investigar danos ao DNA e reparo em diferentes tipos
celulares em resposta a uma série de agentes nocivos ao DNA (COLLINS, 2004).
Em adicdo, este ensaio pode ser de grande valor ao beneficiar muitas areas da
investigacdo clinica, fornecendo informagbes valiosas sobre as caracteristicas
intrinsecas do DNA de células individuais e suas respostas a varios fatores externos,
tais como radiagdo, quimicos e drogas. Estas informagbes seriam relevantes no
diagnostico, prognéstico e tratamento do céncer (MCKENNA, MCKEOWN,
MCKELVEY-MARTIN, 2008).

Para avaliar danos ao DNA em células individuais, Ostling e Johanson (1984)
desenvolveram um método baseado na eletroforese de células imersas e lisadas em
agarose em laminas de microscopia. O mecanismo subjacente é que quando
ocorrem quebras nas fitas do DNA, que é organizado como uma grande estrutura
supercoloidal, esta estrutura torna-se relaxada e pode, assim, ser carregada na
eletroforese. Singh et al. (1988) modificaram esta técnica para permitir uma
avaliagdo de danos ao DNA em células unicas sob condigbes alcalinas. Esta
abordagem otimiza a desnaturacdo do DNA e permite uma avaliacdo de quebras de

fita-simples e locais alcali-labeis (TICE et al., 2000).
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A versdo alcalina da analise de eletroforese em gel de célula Unica (Ensaio
Cometa) é capaz de detectar quebra em fita simples do DNA, locais alcali-labeis,
ligagbes cruzadas entre DNA-DNA/DNA-proteina, e quebra de fita simples associado
com locais de reparo incompleto (TICE et al., 2000). Comparado com outros testes
de genotoxicidade, as vantagens do Ensaio do Cometa incluem sua sensibilidade
para detectar baixos niveis de danos ao DNA, a necessidade de pequeno numero de
células por amostra, sua flexibilidade, seu baixo custo, sua facilidade de aplicacao e
0 pouco tempo necessario para completar o experimento. E uma técnica bem
adequada para a monitorizacdo de trabalhadores expostos a riscos genotoxicos
(NESSLANY et al., 2007; KASSIE, PARZEFALL, KNASMULLER, 2000; TICE et al.,
2000; KRUSZEWSKI et al., 1998; WOJEWODZKA et al., 1998; MCKELVEY-
MARTIN et al., 1993).

Resumidamente, o Ensaio do Cometa € um procedimento simples, rapido e
sensivel para medir quebras no DNA em um pequeno ndmero de células. As células
séo incorporadas em uma fina camada de agarose em uma lamina de vidro, e
lisadas em uma solugdo contendo detergente e 2,5 M NaCl. Desta forma, as
membranas e os constituintes celulares solluveis, bem como as histonas, sé@o
removidos, deixando o DNA ainda supercoloidal e ligado a matriz helicoidal.
Posterior incubacao alcalina e eletroforese fazem com que o DNA contendo quebras
se mova para o anodo, formando uma “cauda de cometa” quando visualizado por
microscopia de fluorescéncia com um corante adequado. As imagens lembram
cometas e o conteudo relativo de DNA na cauda indica a frequiiéncia de quebras. As
“‘quebras” no contexto do Ensaio do Cometa alcalino incluem locais
apurinicos/apirimidinicos (AP), os quais sao alcali-labeis (DUSINSKA, COLLINS,

2008).
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Varios artigos sugerem que a migragdo do DNA na eletroforese é diminuida
por ligacdes intercadeias, mas facilitada por ligagdes intracadeias (PANG et al.,
2007; WOZNIAK, CZECHOWSKA, BLASIAK, 2004; TICE et al., 2000; FAIRBAIRN,
OLIVE, O'NEILL, 1995;). A migracdo do DNA facilitada por ligagdes intracadeias é
provavelmente devido a quebras na fita simples, resultado de bases alquiladas que
estdo sendo submetidas ao reparo do DNA, e que estas bases sao alcali-labeis
(MIYAMAE et al., 1997).

Naturalmente, nem todas as drogas produzem danos que podem ser medidos
por meio do Ensaio do Cometa, mas ele ainda tem se revelado um instrumento Util
na avaliacao da sensibilidade de células cancerosas em relagéo a varios compostos
(MCKENNA, MCKEOWN, MCKELVEY-MARTIN, 2008). A sensibilidade das células
a agentes quimicos mutagénicos, bem como a sua capacidade para reparar 0s
subsequentes danos, podem ser medidos utilizando o ensaio cometa. Véarias drogas,
que sao rotineiramente utilizadas na quimioterapia, foram investigadas em uma série
de linhagens celulares tumorais humanas in vitro, incluindo a cisplatina
(FRIEDMANN et al., 2004; YAMAUCHI, KAWAI, UEDA, 2003), a mitomicina C
(MCKENNA et al., 2003; SUGGITT et al., 2003), o tamoxifeno (WOZNIAK et al.,
2007; LIU et al., 2003) e epirubicina (ZOLI et al., 2004). O sucesso desta abordagem
significa que os investigadores podem explorar se as células tumorais podem ser
mais sensibilizadas com a acao de drogas quimioterapicas por meio da introducao
de outros fatores. Por exemplo, as células podem ser tratadas in vitro com
combinacgdes de drogas, com componentes que interferem com as vias de reparo do
DNA ou com uma combinacao de drogas e agentes nocivos. Dessa forma, a analise
do Ensaio do Cometa pode avaliar se ocorre aumento de danos ao DNA e/ou morte

celular (MCKENNA, MCKEOWN, MCKELVEY-MARTIN, 2008).
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A genotoxicidade da cisplatina e seus efeitos colaterais, como a
neurotoxicidade, ja estdo bem documentados na literatura. Assim, estudos mostram
que a cisplatina, além de formar ligagcdes cruzadas com o DNA, inibe certas
enzimas, entre elas a glutationa, alterando o estado redox da célula. Este fato pode
resultar na diminuicdo da capacidade antioxidante e consequiente aumento de
espécies reativas de oxigénio intracelular (SHEIKH-HAMAD, 2008). Portanto, é
grande o interesse na associacao de um agente antioxidante capaz de diminuir seus
efeitos toxicos em células saudaveis. Dessa forma, este estudo busca avaliar a
capacidade protetora do urucum e da bixina contra os danos genotéxicos induzidos

pela cisplatina em células PC12.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o possivel efeito protetor do urucum e do carotendide bixina sobre a
citotoxicidade e a genotoxicidade induzidas pelo antitumoral cisplatina em células

PC12.

2.2 Objetivos especificos

- Identificar concentragdes de cisplatina indutoras de danos as células PC12
que nao sejam citotéxicas;

- ldentificar concentragdes de urucum e de bixina que nao sejam citotdxicas as
células PC12, isto é, apresentem no minimo 80% de viabilidade celular;

- Avaliar a genotoxicidade do urucum e da bixina as células PC12, identificando
concentragbes nao genotoxicas;

- Determinar a freqiéncia de danos cromossémicos (pelo Teste do
Micronucleo) e a extensdo de danos ao DNA (detectada pelo Ensaio Cometa)
presentes em células PC12 das amostras de urucum ou bixina associadas
com cisplatina.

- Avaliar comparativamente a genotoxicidade e a antigenotoxicidade do urucum

e da bixina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

A cisplatina (cis-diamminedichloroplatinum Il, cDDP; CAS No. 15663-27-1) foi
obtida na sua formulagdo comercial da Quiral Quimica do Brasil S.A. (Platinil®). A
bixina, um produto insolUvel em agua, foi extraida e cristalizada a partir de sementes
de urucum adquiridas no comércio de Ribeirdao Preto, Sdo Paulo, de acordo com a
metodologia descrita por Rios e Mercadante (2004). O urucum em p6 foi doado pela
Corantec Corantes Naturais Ltda contendo aproximadamente 7% de bixina (Anexo 1
e 2). O meio de cultura RPMI 1640, a citocalasina B (CAS No. 14930-96-2) e o
dimetilsulféxido (DMSO) (CAS No. 67-68-5) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Soro
bovino fetal e soro equino inativados pelo calor, agarose de baixo ponto de fuséo,
agarose de ponto de fusdo normal e mix de antibidticos foram provenientes da

Invitrogen Brasil Ltda. Os demais reagentes foram de grau analitico.

3.1.1 Obtencao e cristalizacao da bixina

As sementes de urucum foram lavadas com hexano e metanol (Figura 8).
Ap6s a lavagem, foi adicionado acetato de etila e o liquido transferido para um
baldo. O extrato obtido foi seco em um evaporador rotatério (T<30°C), e o extrato
seco diluido em diclorometano e aquecido em placa de aquecimento (T<50°C).
Lentamente foi adicionado etanol absoluto gelado. A mistura foi levada para um
banho de gelo e depois colocada no freezer por 24 horas. Os cristais de bixina
formados foram filtrados e lavados com etanol absoluto gelado e secos em estufa a
vacuo por 24 horas. O grau de pureza obtido foi de 93-95% segundo Rios e

Mercadante (2004). As solugdes de bixina foram preparadas com 0,4% de DMSO e
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agua destilada autoclavada. O DMSO foi utilizado para auxiliar na solubilidade da

bixina, que € insoluvel em agua.

E m=mp  Hexano + Metanol my Extrato seco + Etanol
N J diclorometano absoluto
l descartado , ﬁ|w

Acetato de etila

Banho de gelo :

L.

Freezer — 24h T<50°C

!

Cristais de bixina

!

Filtrados

Grau de pureza: 93-95%

Etanol absoluto

T<30°C

Figura 8. Esquema simplificado da extra¢ao e cristalizac&o da bixina.

3.1.2 Linhagem celular e condicoes de cultura

Células PC12, isoladas de feocromocitoma de ratos, obtidas da ATCC
(American Type Culture Collection) foram cedidas pelo laboratorio de Toxicologia da
FCFRP/USP. As células foram cultivadas em frascos de 25 cm? e 75 cm? em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro equino inativado pelo calor, 5% de soro
bovino fetal inativado pelo calor e antibiéticos penicilina/estreptomicina (60 U/mL) e
mantidas a 37 °C em incubadora HEPA CLASS 100 da Thermo Electron Corporation
contendo 95% de ar e 5% de CO. (GREENE e TISCHLER, 1976). Para a
determinacao da viabilidade celular foi utilizado o meio RPMI 1640 sem vermelho de

fenol. Os experimentos foram realizados com as células entre a 3° e a 5° passagem
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apoés o descongelamento. Em todos os métodos foi realizado pré-tratamento com

urucum ou com bixina 1 hora antes do tratamento com a cisplatina.

3.2 Métodos

3.2.1 Protocolo experimental

O delineamento experimental foi realizado por meio da avaliagdo da
citotoxicidade e genotoxicidade da cisplatina, da citotoxicidade do urucum e da
bixina em células PC12 pelo método de viabilidade celular (MTT) e Teste do
Micronucleo, para determinar as concentragbes desses agentes a serem testadas
nos grupos experimentais. A concentragdo de cisplatina selecionada deveria induzir
genotoxicidade com baixo grau de citotoxicidade, e as concentragdes de urucum e

bixina selecionadas ndo deveriam apresentar citotoxicidade.

No método MTT para cada agente as seguintes concentragbes foram
testadas de acordo com o protocolo a seguir:
- cisplatina: 0,1, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 75,0, 100,0 e 150,0 pg/mL.
- urucum: 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 ug/mL.

- bixina: 0,05, 0,08, 0,10, 0,30, 0,50, 0,80, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0 e 20,0 pg/mL.

semeio tratamento MTT DMSO leitura

Oh 24 h 48 h 51 h 53 h
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No Teste do Micronucleo a cisplatina foi testada nas concentragdes de 0,1,

0,5, 1,0, 1,5 € 2,0 yg/mL de acordo com o protocolo a seguir:

semeio tratamento citocalasina B colheita

Oh 24 h 44 h 72 h

3.2.2 Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium), segundo procedimento descrito por Malecki
(2001), com pequenas modificagbes. As células foram semeadas em placas de
cultura de 96 pocos em uma densidade de 1 x 10° células por mL de meio, e
incubadas por 24 horas antes do tratamento nas condi¢des anteriormente descritas.
Trés horas antes do fim do periodo de incubacao, foram adicionados 10 uL de uma
solugdo 5 mg/mL de MTT e as células voltaram as condi¢ées normais de incubacao.
Ao término do periodo de incubacao foi adicionado 100uL de DMSO e a placa foi
protegida da luz por 2 horas ou até que todos os cristais formados fossem
solubilizados. A absorbancia da solucao final foi determinada a 570 nm usando um
leitor de microplacas Sigma. A viabilidade das culturas tratadas foi determinada
estabelecendo-se uma relagcdo entre a absorbancia obtida no grupo tratado e a
obtida no grupo controle. A solucédo de lise foi usada como branco de reagentes.
Cada experimento foi realizado em triplicata e os valores obtidos corresponderam a
média de trés experimentos independentes. Para as analises de genotoxicidade

foram utilizadas as concentragées com mais de 80% de viabilidade celular.
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3.2.3 Teste do Micronucleo

Para a obtenc&do dos micronucleos (MN) em células PC12 binucleadas (BN)
foi adaptado o protocolo descrito por Fenech et al. (1999) e Fenech (2002).

Foram semeadas 1 x 10° células em placas de cultura de células 100mm x
20mm e adicionado meio RPMI 1640 completo para um volume final de 5 mL. Apos
o periodo de incubacdo de 24 horas, as células foram tratadas com cisplatina,
urucum ou bixina, de acordo com 0s grupos experimentais descritos no item 3.3.
Também foi realizado o pré-tratamento com urucum ou bixina 1 hora antes do
tratamento com cisplatina. Apés 44 horas do inicio das culturas, foi adicionado
citocalasina B, na concentracéo final de 6,0 ug/ml de meio de cultura.

Apés um total de 72 horas a 37 °C, as células foram coletadas por
centrifugacdo a 212 g por 9 minutos. O sobrenadante foi desprezado, e as células
foram ressuspendidas delicadamente em 5 mL de solugéo hipoténica (CeHsNazO- .
2H,0, 0,034M) a 4°C por 5 minutos. Em seguida foi adicionado 0,5 mL de fixador
recém preparado (metanol - acido acético na propor¢cdo 3:1), e o material
homogeneizado e centrifugado a 212 g por 9 minutos. Apds a centrifugagcéo, o
sobrenadante foi desprezado, as células foram ressuspendidas em 5 mL de fixador e
25 uL de formaldeido, centrifugando em seguida o material a 212 g por 9 minutos. O
sobrenadante foi novamente desprezado, as células ressuspendidas em 5 mL de
fixador, e o material centrifugado pela ultima vez. O sobrenadante foi desprezado,
deixando 0,5 mL de material para confec¢do das laminas.

As laminas bem limpas, molhadas e geladas foram preparadas espalhando-se
uniformemente o material, com auxilio de pipeta Pasteur, mantendo-as levemente
inclinadas. As laminas foram secas a temperatura ambiente para posterior

coloragéo.
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As preparacdes foram coradas com uma solucdo de Giemsa diluido em tampé&o
fosfato (NA2HPO4 e KH2PO4 a 0,06M e pH 6,8) na proporgéo 1:30 por 10 minutos.
As laminas codificadas foram analisadas em teste cego, em microscopio de luz
Zeiss (Germany) em aumento de 400x ou 1000x, quando necessario. Para cada
tratamento, as seguintes informacdes foram obtidas:
1- Numero de MN em 1000 células BN, num total de 2000 células por tratamento.
2- Distribuicdo de células BN com zero, um ou mais MN;
3- IPBC: indice de proliferacdo de células sujeitas ao bloqueio da citocinese. O
IPBC € um indice de citotoxicidade, que indica o niumero médio de ciclos celulares
que uma dada célula foi submetida, o qual é biologicamente relevante no caso de
células com a citocinese bloqueada. Esse indice € calculado de acordo com a
seguinte expressao: IPBC = [M1 + 2(M2) + 3(M3 + M4)]/N, onde M1-M4 representam
0S numeros de células com um a quatro nudcleos, respectivamente, sendo
considerado que M3 e M4 estdo igualmente no seu terceiro ciclo celular, e N é o
namero total de células contadas, como proposto por Surrallés et al. (1995).

As células contadas para a freqiéncia de MN seguiram as caracteristicas de
células BN, com os dois nucleos possuindo membranas nucleares intactas e
situados dentro do mesmo limite citoplasmatico, iguais em tamanho, padrdo de
coloracdo e intensidade de coloracdo, podendo se tocar, mas idealmente nédo
sobrepor-se um ao outro. Células com os dois nucleos sobrepostos somente foram
contadas se os limites nucleares fossem distinguiveis (Figura 9 A e B).

Os MN contados seguiram as caracteristicas de terem entre 1/16 e 1/3 do
didmetro médio dos nucleos principais, ndo serem refratarios podendo, portanto,
serem facilmente distinguidos de artefatos, como particulas de coloragdo. Nao

estarem ligados ou conectados aos nucleos principais e o limite micronuclear ser
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distinguivel do limite nuclear, com a mesma intensidade de colora¢ao que os nucleos

principais, podendo ocasionalmente a coloragao ser mais intensa (Figura 9 C e D).

Figura 9. Microfotografia de células PC12 obtidas na analise de MN. (A) célula PC12
mononucleada, (B) célula PC12 binucleada, (C) célula PC12 binucleada com um
micronucleo e (D) célula PC12 binucleada com trés micronucleos. Aumento original
1000x, coloracao Giemsa.

3.2.4 Analise de eletroforese em gel de célula unica (Ensaio do Cometa)

O procedimento geral para o teste de genotoxicidade (Ensaio do Cometa),
originalmente descrito por Singh et al. (1988), seguiu o protocolo proposto por Tice
et al. (2000). Foram semeadas 1 x 10° células em frascos de cultura de 25 cm?
Apoés o periodo de incubacdo de 24 horas, as células foram tratadas por 4 horas
com cisplatina, bixina ou urucum e suas associagbes, de acordo com 0s grupos

experimentais descritos no item 3.3.
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A viabilidade celular das culturas foi avaliada pela técnica de exclusao por
azul de tripan. Com este método de determinacéo de citotoxicidade, as células foram
analisadas individualmente e somente foram submetidas ao teste do cometa as
culturas que apresentaram mais de 70% de viabilidade celular.

Em um microtubo foram misturados e homogeneizados 10 uL de suspensao
celular e 100 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%), e adicionados 100 pL
dessa mistura homogénea sobre uma lamina previamente coberta com uma camada
de agarose de ponto de fusdo normal (1,5%). O material foi coberto com uma
laminula (24 x 60mm) e deixado a 4°C por 5 minutos. ApGs esse periodo, a laminula
foi retirada delicadamente e as laminas foram mergulhadas em uma solugéo de lise
recem preparada a 4°C (NaCl 2,5 M, EDTA100 mM, Tris 10mM, Triton X-100 1% e
DMSO 10%, pH 10,0) por pelo menos duas horas. Apés a lise, as laminas foram
imersas em uma solucao alcalina (NaOH 300 mM e EDTA 1mM, pH>13) por 20
minutos a 4°C, e posteriormente foram transferidas para uma cuba de eletroforese
horizontal contendo o mesmo tampao, também a 4°C, onde aplicou-se por 20
minutos uma corrente elétrica de 25V e 300mA.

Apbs a eletroforese, as laminas foram lavadas em solucao de neutralizacao
(Tris 0,4 M, pH 7,5) por 15 minutos, secas a temperatura ambiente e fixadas em
etanol absoluto por 3 minutos. Todas as laminas foram confeccionadas em duplicata
e armazenadas em geladeira até o momento da analise.

A andlise de todas as laminas do ensaio Cometa foi feita apds coloracdo com
brometo de etidio (20 uL/mL), em microscépio de epi-fluorescéncia Zeiss (Germany),
usando um filtro de excitacdo de 515 — 560 nm e um filtro de emissdo de 590 nm e
objetiva de 40X. Foram capturadas aleatoriamente 100 imagens de nucledides

(Figura 10) usando uma camera Axiocan (Zeiss) pelo programa AxioVision 3.1
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(Zeiss). Esta etapa foi realizada no laboratorio de Citogenética e Mutagénese da
FMRP-USP de responsabilidade das Professoras Doutoras Catarina Satie Takahashi
e Elza Sakamoto Hojo. As imagens foram analisadas pelo programa Comet Score®,
da Tritek, cujo acesso é gratuito, no Laboratério de Bromatologia e Nutricdo da
FCFRP-USP. Os parametros considerados pela leitura do programa foram a
porcentagem de DNA na cauda do cometa (%DNA), o Tail Moment (TM) e o Olive
Tail Moment (OTM).

Foram realizados 3 experimentos independentes e em cada um foram
utilizadas laminas codificadas para cada grupo de tratamento. Foram analisadas
duas laminas por grupo de tratamento em cada experimento. Em cada lamina foram

analisados 50 nucleodides.

Figura 10. Microfotografia de um nucledide integro (A) e em forma de cometa com
diferentes intensidades de danos (B) obtido pelo Ensaio Cometa em células PC12.
Aumento original 40X. Coloragédo com brometo de etidio.
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3.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para o tratamento dos grupos experimentais foi selecionada uma
concentracao de cisplatina como indutora de danos, trés concentracdes de urucum e
trés concentracbes de bixina que foram avaliadas como agentes protetores pelo
Teste do Micronucleo e Ensaio do Cometa. Os protocolos de tratamento foram

realizados de acordo com os grupos descritos a seguir:

= Grupo controle negativo (C): as células foram incubadas sem qualquer
tratamento.

= Grupo controle solvente (CS): as células foram incubadas com 0,4% de
dimetilsulféxido (DMSO).

=  Grupo Urucum (URC): as células foram incubadas com trés concentragdes de
urucum (0,2, 0,5 e 1,0 ug/mL).

= Grupo Bixina (BXN): as células foram incubadas com trés concentragdes de
bixina (0,05, 0,08 e 0,10 ug/mL).

= Grupo Cisplatina (cDDP): as células foram incubadas com 0,1 pug/mL de
cisplatina.

= Grupo Solvente + Cisplatina (CS + cDDP): tratamento com 0,1 ug/mL de
cisplatina e pré-tratamento com dimetilsulféxido (DMSQO) a 0,4%.

=  Grupo Urucum + Cisplatina (URC + cDDP): pré-tratamento com urucum (0,2,
0,5 e 1,0 ug/mL) e tratamento com 0,1 pg/mL de cisplatina.

= Grupo Bixina + Cisplatina (BXN + cDDP): pré-tratamento com bixina (0,05,

0,08 e 0,10 ug/mL) + tratamento com 0,1 ug/mL de cisplatina.
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Os grupos experimentais foram tratados em cada método de acordo com os

protocolos a sequir:

Método do MTT:

semeio pré-tmt  tmt MTT DMSO leitura

Oh 24h 25h 48 h 51h 53h

Teste do Micronucleo:

semeio pré-tmt  tmt citocalasina B colheita

Oh 24h  25h 44h 72h

Ensaio do Cometa:

semeio pré-tmt  tmt colheita
| | | |

1 1
Oh 24h 25h 28 h
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos tratamentos com a cisplatina, o urucum e a bixina foram
analisados comparando-os com as culturas controle negativo. Ja os resultados do
pré-tratamento com urucum ou com bixina 1 hora antes do tratamento com a
cisplatina foram analisados comparando-os com as culturas tratadas apenas com a
cisplatina e com o controle negativo. Os resultados apresentados representam a
média + o desvio padrao de trés experimentos independentes (n=3). Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de

Tukey com p<0,05, com o auxilio do programa GraphPad Prism 5.
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4 RESULTADOS

4.1 Cisplatina

4.1.1 Viabilidade Celular

A viabilidade celular ap6s exposicdo a cisplatina em células PC12 foi
verificada pelo método do MTT a fim de estabelecer uma concentragao experimental
com baixa citotoxicidade a ser utilizada nos experimentos subsequientes.

As culturas de células PC12 receberam tratamento de cisplatina nas
concentragées de 0,1, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 75,0, 100,0 e 150,0
ug/mL. Além dos tratamentos, o experimento incluiu um grupo controle negativo
(culturas nao tratadas), e este foi considerado com 100% de viabilidade celular. A
viabilidade das culturas tratadas com cisplatina foi determinada estabelecendo uma
relacdo entre a absorbancia obtida no grupo tratado e a obtida no grupo controle
negativo.

A Figura 11 mostra a viabilidade dose-dependente das células PC12 tratadas
com cisplatina.

Verificou-se que as concentragbes até 10 pg/mL de cisplatina foram pouco
citotdxicas as células PC12, com reducao de até 18% da viabilidade celular. Ja os
tratamentos com cisplatina acima de 15 ug/mL apresentaram uma citotoxicidade
mais expressiva, com reducdo acima de 20%, sendo significativamente diferentes
quando comparadas ao grupo controle negativo (p<0,05). A concentragdao de 150

ug/mL apresentou reducao de 97% na viabilidade celular.
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Figura 11. Avaliagao do efeito citotdxico da cisplatina em células PC12. C: controle:
culturas nao tratadas e consideradas com 100% de viabilidade. *estatisticamente diferente do
controle (p<0,05).

4.1.2 Micronucleo

Inicialmente foi verificada qual concentracdo de cisplatina era genotoxica,
porém né&o citotoxica a fim de se obter uma concentragdo ideal para realizar os
experimentos seguintes. Para isso, foi utilizado o Teste do Micronucleo com
avaliacao da porcentagem de células binucleadas (BN), do indice de proliferacéo de
células com bloqueio da citocinese (IPBC) e da freqiéncia de micronucleos (MN) em
células PC12.

A Tabela 1 apresenta os dados de distribuicdo de células de acordo com o
namero de nucleos e a porcentagem de células binucleadas (%BN). Foi possivel
observar que entre as concentragdes testadas apenas no tratamento com 0,1 ug/mL
de cisplatina foi obtido numero suficiente de células BN para a andlise da freqiiéncia

de MN, que deve ser acima de 35% (Fenech, 2000).
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Tabela 1. Distribuicao de células de acordo com o numero de nucleos em cultura de
células PC12 tratadas com diferentes concentragdes de cisplatina submetidas ao
Teste do Micronucleo (MN)

Distribuicdo de células de acordo com o

Tratamentos numero de nucleos %BN
1 2 3 4

Controle negativo 165 831 3 1 83,1
0,1 pg/mL 516 480 3 1 48,0
0,5 pg/mL 924 75 1 0 7,5
1,0 pg/mL 960 38 2 0 3,8
1,5 pg/mL 977 23 0 0 2,3
2,0 ug/mL 992 8 0 0 0,8

Em cada experimento (n=3) foram analisadas 1000 células por tratamento. %BN: porcentagem de
células binucleadas.

Os resultados da analise do indice de proliferacao de células com bloqueio da
citocinese (IPBC) estao apresentados na Figura 12.

Foi possivel observar que todos os tratamentos com cisplatina reduziram
significativamente os valores do IPBC em comparagdo ao controle negativo
(p<0,05). A reducéao do IPBC na concentracao de 0,1 ug/mL de cisplatina foi de 19%,
enquanto que nas concentragbes de cisplatina acima de 0,5 ug/mL a redugdo do
IPBC foi entre 41% e 45%.

Na Figura 13 estdo apresentados os valores médios do numero de
micronucleos encontrados em 1000 células PC12 binucleadas nas culturas controle

e tratada com 0,1 pg/mL de cisplatina.
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Figura 12. indice de proliferagdo de células com bloqueio da citocinese (IPBC) das
culturas de células PC12 tratadas com cisplatina. Em cada experimento (n=3) foram
analisadas 1000 células por tratamento. *estatisticamente diferente do controle (p<0,05).
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Figura 13. Indugédo de micronucleos pela cisplatina em células PC12. Os resultados
expressam a meédia * desvio-padrdo de trés experimentos independentes. Em cada experimento
(n=3) foram analisadas 2000 células binucleadas por tratamento.



Resultados 45

Como mencionado anteriormente, apenas nas culturas tratadas com 0,1
ug/mL de cisplatina foi possivel realizar a analise dos micronucleos. Este tratamento
resultou em freqiéncia média de 80 MN por 1000 células BN, diferindo
significativamente (p<0,05) do controle negativo, que apresentou freqliéncia média
de 11 MN por 1000 células BN. Dessa forma, a concentracao de 0,1 ug/mL de

cisplatina foi definida como a concentragdo a ser usada como indutora de danos as

culturas PC12.
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4.2 Urucum

4.2.1 Avaliag&o citotoxica e genotoxica

O possivel efeito citotoxico do urucum também foi avaliado pelo método do
MTT em culturas de células PC12. As células foram tratadas com urucum por 24
horas nas concentragées de 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 ug/mL. Este ensaio incluiu o
controle solvente, que é o tratamento com dimetilsulféxido (DMSO) a 0,4%, usado
como solvente para o urucum.

A Figura 14 mostra que a resposta de viabilidade celular ao tratamento
ocorreu de maneira dose dependente em células PC12. A reducdo da viabilidade
celular das culturas tratadas com urucum até 2,0 ug/mL foi de 13%, néo diferindo
significativamente (p>0,05) do grupo controle negativo. J& as culturas tratadas acima
de 3,0 ug/mL foram significativamente diferentes (p<0,05) com redugéo de até 27%

na viabilidade celular.
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Figura 14. Avaliacao do efeito citotoxico do urucum em células PC12. C (controle):
culturas néo tratadas e consideradas com 100% de viabilidade. CS (controle solvente): culturas
tratadas com 0,4% de DMSO. *estatisticamente diferente do controle (p<0,05).
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A genotoxicidade do urucum em células PC12 foi determinada pelo Teste do
Micronucleo e pela avaliagdo da extensdo dos danos ao DNA pelo Ensaio do
Cometa.

As concentragdes de urucum avaliadas no Teste do Micronucleo foram 0,2,
0,5, 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 ug/mL, avaliadas pela porcentagem de células binucleadas
(BN), pelo indice de proliferacdo de células com bloqueio da citocinese (IPBC) e pela
frequéncia de micronucleos (MN) em células PC12 BN. O experimento incluiu um
grupo controle negativo que se refere as culturas nao tratadas, e um grupo solvente,
que é o tratamento com DMSO a 0,4%.

Na Tabela 2 estdo apresentados os dados de distribuicdo de células de
acordo com o numero de nucleos e a porcentagem de células binucleadas (%BN).
Foi possivel observar que todos os tratamentos apresentaram porcentagem de

células BN suficientes para andlise, isto €, acima de 35% (Fenech, 2000).

Tabela 2. Distribuicao de células de acordo com o nimero de nucleos em cultura de
células PC12 tratadas com diferentes concentragcdes de urucum submetidas ao
Teste do Micronucleo (MN)

Distribuicao de células de acordo com o

Tratamentos numero de nucleos %% BN
1 2 3 4

Controle 133 364 2 1 72,8
Controle solvente 142 355 3 0 71,0
Urucum
0,2 pg/mL 139 358 2 1 71,6
0,5 pg/mL 154 344 1 1 68,8
1,0 pg/mL 147 350 3 0 70,0
2,0 pg/mL 159 339 2 0 67,8
3,0 pg/mL 194 304 1 1 60,8
4,0 ug/mL 183 316 1 0 63,2

Em cada experimento (n=3) foram analisadas 500 células por tratamento. %BN: porcentagem de
células binucleadas. Controle: culturas ndo tratadas e consideradas com 100% de viabilidade.
Controle solvente: culturas tratadas com 0,4% de DMSO.



Resultados 48

Os resultados da analise do indice de proliferagdo de células com bloqueio da
citocinese (IPBC) estdo apresentados na Figura 15. Apenas as concentragdes acima
de 2,0 ug/mL foram significativamente diferentes (p<0,05) do controle negativo, com

reducéao do IPBC de até 26%.
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Figura 15. indice de proliferagdo de células com bloqueio da citocinese (IPBC) das

culturas de células PC12 tratadas com urucum com concentracdes de 0,2 a 4,0

ug/mL. Em cada experimento (n=3) foram analisadas 500 células por tratamento. C: controle
negativo. CS: controle do solvente (0,4% de DMSO). *estatisticamente diferente do controle (p<0,05).

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores médios do numero de
micronucleos encontrados por 1000 células PC12 binucleadas tratadas com urucum.
Os tratamentos com 0,2, 0,5 e 1,0 ug/mL de urucum resultaram em frequéncia
média de 6,7, 9,0 e 17,7 MN por 1000 células BN, respectivamente, semelhantes
(p>0,05) ao grupo controle negativo. Entretanto, os tratamentos acima de 2,0 ug/mL
de urucum resultaram em maior frequéncia de MN quando comparado ao resultado

do grupo controle negativo, sendo estatisticamente diferente (p<0,05).
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Tabela 3. Valores médios *+ Desvio Padrao (DP) do numero de micronucleos (MN)
por 1000 células binucleadas (BN) em células PC12 sem tratamento (controle) e
tratadas com urucum em diferentes concentragdes

Grupo Conteudo de Bixina no MN/1000 BN
Urucum (pg/mL) .
média £ DP
Controle - 10,0+ 3,6
Controle solvente — 11,3+ 2,3
Urucum
0,2 uyg/mL 0,015 6,70 + 3,8
0,5 yg/mL 0,040 9,00£44
1,0 yg/mL 0,080 17,7+ 0,6
2,0 yg/mL 0,150 19,3*+1,5
3,0 yg/mL 0,230 20,7 +£2,9
4,0 ug/mL 0,300 31,7* £3,1

Em cada experimento (n=3) foram analisadas 2000 células binucleadas por tratamento.
Controle se refere as culturas nao tratadas.

Controle solvente se refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO.

*estatisticamente diferente em relagdo ao grupo controle (p<0,05).

As concentracdes de urucum testadas pelo Ensaio do Cometa foram 0,2, 0,5
e 1,0 ug/mL. O experimento incluiu um grupo controle negativo que se refere as
culturas nao tratadas, e um grupo solvente, que é o tratamento com DMSO a 0,4%.

A avaliagdo da extensao dos danos ao DNA causados pelo tratamento com
urucum nas trés concentragdes analisadas e mensurados pelo parametro
porcentagem de DNA na cauda (%DNA) esta apresentada na Tabela 4. Os dados
referentes aos parametros Tail Moment (TM) e Olive Tail Moment (OTM) estao
apresentados no Anexo 3.

Os resultados obtidos pelo Ensaio do Cometa em células PC12 mostraram

que as concentragdes de urucum estudadas nao foram genotdxicas. Como pode ser
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observado na Tabela 4, as % DNA na cauda dos nuclebides de células PC12
tratadas com urucum ficaram proximas a do grupo controle, ndo apresentando

diferencas significativas nas comparagodes entre estes grupos (p>0,05).

Tabela 4. Valores médios + Desvio Padrao (DP) da porcentagem de DNA na cauda
(%DNA) obtidos pelo Ensaio do Cometa em células PC12 sem tratamento (controle)
e tratadas com urucum em diferentes concentracoes

Grubo Conteudo de Bixina no % DNA
P Urucum (ug/mL) o
Média + DP P

Controle — 10,5+ 84

Controle solvente 9,2+2,9 > 0,05
Urucum

0,2 pg/mL 0,015 6,9+4.2 > 0,05
0,5 pg/mL 0,040 75+14 > 0,05
1,0 yg/mL 0,080 95+1,2 > 0,05

Em cada experimento (n=3) foram analisados 100 nucleédides/tratamento.
Controle se refere as culturas nao tratadas.

Controle solvente se refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO.

P: teste de Tukey, médias comparadas ao grupo controle (p>0,05).

4.2.2 Avaliagdo antigenotoxica

A cisplatina foi mutagénica e nao apresentou citotoxicidade as células PC12
na concentracdo de 0,1 ug/mL, por isso essa concentragdo foi usada para induzir
danos as células em todos os experimentos que tinham como objetivo verificar o
efeito protetor do urucum. Esse possivel efeito protetor do urucum sobre os danos
induzidos pela cisplatina foi analisado realizando um pré-tratamento com as trés
concentragdes de urucum selecionadas anteriormente (0,2, 0,5 e 1,0 ug/mL) 1 hora

antes do tratamento com 0,1 pg/mL de cisplatina.
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Na avaliagcdo da viabilidade celular pelo método do MTT, pode-se observar
uma resposta ao tratamento dose-dependente (Figura 16), se comportando da
mesma maneira do tratamento apenas com o urucum (ja apresentado na Figura 14).

Os tratamentos nas concentragdes de 0,2 a 1,0 ug/mL (grupo URC + cDDP)
nao diferiram (p>0,05) do controle negativo e apresentaram no maximo 13% de
reducdo na viabilidade celular. Os outros tratamentos foram significativamente

diferentes (p<0,05) atingindo 22% de redugao na viabilidade.
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Figura 16. Avaliagcdo do pré-tratamento com diferentes concentragcées de urucum
(0,2 a 4,0 ug/mL) 1 hora antes do tratamento com 0,1ug/mL de cisplatina em células
PC12. C (controle) se refere as culturas ndo tratadas e consideradas com 100% de viabilidade. CS

(controle solvente) se refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO. *estatisticamente diferente do
grupo controle (p<0,05).

No Teste do Micronucleo foi analisada a capacidade do urucum em inibir a
formacao de MN induzidos pelo tratamento com a cisplatina.

Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram os valores médios de MN
encontrados por 1000 células PC12 binucleadas tratadas com a associacao de 0,2,
0,5 e 1,0 ug/mL de urucum e 0,1 pg/mL de cisplatina. Pode-se observar que os pré-

tratamentos com urucum nas 3 concentracbes analisadas inibiram de maneira
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significativa (p<0,05) a indug&o de micronucleos pela cisplatina. Essa inibicdo foi de
aproximadamente 76,7%, 73,3% e 66,4%, respectivamente. Ainda, o pré-tratamento
nas trés concentragdes resultou em frequéncia de micronucleos superior ao controle

negativo (p<0,05).

Tabela 5. Valores médios *+ Desvio Padrao (DP) do numero de micronucleos (MN)
por 1000 células PC12 binucleadas (BN) sem tratamento (controle) e pré-tratadas
com diferentes concentragdes de urucum 1 hora antes do tratamento com 0,1 pg/mL
de cisplatina (cDDP)

Conteudo de Bixina no MN/1000 BN
Grupo
Urucum (pg/mL) .
média £ DP

Controle — 10,0 £ 3,6
Controle solvente B 11,3+2.3
cDDP
0,1 pg/mL 80,0+ 7,2
Urucum + 0,1ug/mL cDDP
0,2 pg/mL 0,015 26,3**+25
0,5 pg/mL 0,040 28,7¢**+3,5
1,0 ug/mL 0,080 33,5** +2,3

Em cada experimento (n=3) foram analisadas 2000 células BN/tratamento.
Controle se refere as culturas néo tratadas.

Controle solvente se refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO.
*estatisticamente diferente em relagdo ao grupo controle (p<0,05).

** estatisticamente diferente em relagao ao grupo cisplatina (cDDP) (p<0,05).

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados da %DNA obtida pelo Ensaio
do Cometa. Os outros parametros (Tail Moment e Olive Tail Moment) estao
apresentados no Anexo 4. O pré-tratamento com urucum (0,2, 0,5 e 1,0 ug/mL) foi
realizado 1 hora antes do tratamento com a cisplatina, totalizando um tempo final de

tratamento de 4 horas.
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Foi possivel observar que o tratamento com 0,1 ug/mL de cisplatina diminuiu
a %DNA em relagé@o ao grupo controle negativo. Os pré-tratamentos das culturas de
células PC12 com urucum nas trés concentragdes selecionadas resultaram em
%DNA maior do que a obtida nos grupos controle e cisplatina, entretanto em
nenhuma situacao houve diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) entre os

grupos, como pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6. Valores médios + Desvio Padrao (DP) da porcentagem de DNA na cauda
(%DNA) obtidos pelo Ensaio do Cometa em células PC12 sem tratamento (controle),
e pré-tratadas com urucum em diferentes concentragées 1 hora antes do tratamento
com 0,1 ug/mL de cisplatina (cDDP)

Conteudo de Bixina no % DNA
Grupo
Urucum (pg/mL) o
Média + DP P
Controle E— 10,5 +8,4
Controle solvente - 92+29 > 0,05
cDDP
0,1 yg/mL - 7909 > 0,05
Urucum + 0,1 ug/mL ¢cDDP
0,2 pg/mL 0,015 11,5+4,6 > 0,05
0,5 pg/mL 0,040 8,8+04 > 0,05
1,0 yg/mL 0,080 12,2+ 10,6 > 0,05

Em cada experimento (n=3) foram analisados 100 nucleédides/tratamento.

Controle se refere as culturas nao tratadas.

Controle solvente se refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO.

P: teste de Tukey, médias comparadas aos grupos controles e cisplatina (cDDP) (p>0,05).
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4.3 Bixina

4.3.1 Avaliag&o citotoxica e genotoxica

A bixina foi avaliada quanto ao seu possivel efeito citotdxico e genotdxico pelo
método do MTT, Teste do Micronucleo e Ensaio do Cometa.

Inicialmente, no método do MTT, as seguintes concentragdes de bixina foram
testadas para avaliar a sua viabilidade celular: 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0 e 20,0 ng/mL.
Esse ensaio incluiu, além do controle negativo, o controle do solvente, que é o
tratamento com dimetilsulféxido (DMSO) a 0,4% usado como solvente para a bixina.
O tempo de tratamento das culturas foi de 24 horas. No entanto, como mostrado na
Figura 17, a viabilidade celular foi muito baixa (inferior a 35%) indicando que a bixina
nestas concentragdes foi citotdxica as células PC12 e que a resposta foi dose-
dependente (p<0,05).

Dessa forma, as concentragées de 0,05, 0,08, 0,10, 0,30, 0,50, 0,80 e 1,00
ug/mL de bixina foram testadas. O tratamento das culturas foi de 24 horas e este
ensaio também incluiu além do controle negativo, o controle do solvente (DMSO a
0,4%).

A Figura 18 apresenta a viabilidade celular dose-dependente do tratamento
com bixina em células PC12. Apesar de todas as concentragdes testadas diferirem
significativamente do grupo controle (p<0,05), a partir da concentracdo 0,1 pug/mL
houve uma queda acentuada na viabilidade. As culturas tratadas com concentragdes
acima de 0,3 ug/mL tiveram reducéo entre 52% e 65% na viabilidade celular. De
acordo com estes resultados pode-se concluir que a bixina nas concentracées mais

altas apresentou citotoxicidade.
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Figura 17. Avaliagédo do efeito citotoxico de concentragdes inicialmente testadas de
bixina em células PC12 (entre 1,0 e 20,0 ug/mL). C (controle) se refere as culturas ndo

tratadas e consideradas com 100% de viabilidade. CS (controle solvente) se refere as culturas
tratadas com 0,4% de DMSO. *estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05).
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Figura 18. Avaliagcdo do efeito citotdéxico da bixina em células PC12. C (controle) se
refere as culturas néo tratadas e consideradas com 100% de viabilidade. CS (controle solvente) se
refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO. ~estatisticamente diferente do grupo controle
(p<0,05).
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O Teste do Micronucleo (MN) teve como objetivo estabelecer a extensao dos
danos cromossOémicos induzidos por diferentes concentracdes de bixina (0,05, 0,08 e
0,10 ug/mL) em células PC12, avaliando a porcentagem de células binucleadas
(BN), o indice de proliferacao de células com bloqueio da citocinese (IPBC) e a
frequéncia de microndcleos (MN) em células PC12 BN. O experimento incluiu um
grupo controle que se refere as culturas nao tratadas, e um grupo solvente, que é o
tratamento com DMSO a 0,4%.

A tabela 7 apresenta os dados de distribuicdo de células de acordo com o
nimero de nlcleos e a porcentagem de células binucleadas (%BN). E possivel
observar que todas as concentragdes testadas obtiveram numero suficiente de
células BN para a analise da freqiéncia de MN, que nao deve ser inferior a 35%

(Fenech, 2000).

Tabela 7. Distribuicao de células de acordo com o nimero de nucleos em cultura de
células PC12 tratadas com diferentes concentracdes de bixina submetidas ao Teste
do Micronucleo (MN)

Distribuicao de células de acordo com o

Tratamentos namero de nucleos % BN
1 2 3 4

Controle 181 314 5 0 63
Controle solvente 183 310 7 0 62
Bixina

0,05 pg/mL 188 309 3 0 62
0,08 ug/mL 202 294 4 0 59
0,10 yg/mL 241 256 3 0 51

Em cada experimento (n=3) foram analisadas 500 células por tratamento. %BN: porcentagem de
células binucleadas. Controle: culturas ndo tratadas e consideradas com 100% de viabilidade.
Controle solvente: culturas tratadas com 0,4% de DMSO.
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Os resultados da analise do indice de proliferagdo de células com bloqueio da
citocinese (IPBC) apresentados na Figura 19 mostram que os tratamentos com
bixina nas concentracdes testadas nao resultaram em variagdes nos valores de
IPBC quando comparadas com o grupo controle negativo, ndo apresentando

diferencas significativas nessas comparagdes (p>0,05).

IPBC

0,5

C CS 0,05 0,08 0,10
Bixina (ug/mL)

Figura 19. indice de proliferagdo de células com bloqueio da citocinese (IPBC) das

culturas de células PC12 tratadas com bixina nas concentragbes de 0,05, 0,08 e

0,10 pug/mL. Em cada experimento (n=3) foram analisadas 500 células por tratamento. C: controle
negativo. CS: controle solvente (0,4% de DMSO).

A Tabela 8 apresenta os valores médios do numero de MN encontrados por
1000 células PC12 BN tratadas com bixina e os seus controles.

Os tratamentos com bixina nas trés concentracbes estudadas nao
aumentaram de maneira relevante o numero de MN, ndo apresentando diferencas

significativas (p>0,05).
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Tabela 8 Valores médios + Desvio Padréao (DP) do numero de micronucleos (MN)
por 1000 células PC12 binucleadas (BN) sem tratamento (controle) e tratadas com
bixina em diferentes concentragdes

Grupo MN/1000 BN
média + DP
Controle 11 +0,6
Controle solvente 14 +15
Bixina
0,05 ug/mL 9+15
0,08 ug/mL 12+1,0
0,10 ug/mL 18 +6,5

Em cada experimento (n=3) foram analisadas 2000 células BN/tratamento.
Controle se refere as culturas nao tratadas.

Controle solvente se refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO.

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos bixina e o grupo controle (p>0,05).

A determinacdo da extensdo de danos ao DNA causados pela bixina nas
concentracdes 0,05, 0,08 e 0,10 ug/mL em células PC12 foi avaliada também pelo
Ensaio do Cometa utilizando o parametro porcentagem de DNA na cauda (%DNA).
O tratamento foi de 4 horas.

Na Tabela 9 estdo apresentados a %DNA dos grupos controle, controle do
solvente (0,4% de DMSOQ) e bixina nas trés concentragdes analisadas (0,05, 0,08 e
0,10 ug/mL). Os dados referentes aos parametros Tail Moment e Olive Tail Moment
estdo apresentados no Anexo 5. Em todos os tratamentos os resultados obtidos
foram inferiores ao do grupo controle, porém apenas o tratamento com 0,10 pug/mL

de bixina apresentou diferenga significativa (p<0,05).
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Tabela 9. Valores médios + Desvio Padrao (DP) da porcentagem de DNA na cauda
(%DNA) obtidos pelo Ensaio do Cometa em células PC12 sem tratamento (controle)
e tratadas com bixina em diferentes concentragdes

% DNA
Grupo
Média * DP P

Controle 23,3+6,7

Controle solvente 18,3+ 10,0 > 0,05
Bixina

0,05 pg/mL 12,4 +3,0 > 0,05
0,08 ug/mL 85+3,3 > 0,05
0,10 pg/mL 75*+25 < 0,05

Em cada experimento (n=3) foram analisados 100 nucledides/tratamento.
Controle se refere as culturas nao tratadas.

Controle solvente se refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO.

P: teste de Tukey, médias comparadas ao grupo controle.
*estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05)

4.3.2 Avaliagdo antigenotoxica

A bixina foi utilizada para verificar seu possivel efeito protetor sobre a
genotoxicidade induzida pela cisplatina nas células PC12. Para isso, foi realizado um
pré-tratamento com as trés concentracbes de bixina selecionadas anteriormente
(0,05; 0,08 e 0,10 ug/mL) 1 hora antes do tratamento com 0,1 ug/mL de cisplatina.

Na avaliacdo da viabilidade celular pelo método do MTT, pode-se observar
uma resposta ao tratamento dose-dependente (Figura 20). Em todas as
concentragbes de bixina analisadas foi possivel observar leve diminuicdo da
viabilidade celular quando associadas a cisplatina, mas apenas o tratamento 0,05
ug/mL (grupo BXN + cDDP) nédo apresentou diferenga significativa quando
comparado ao grupo controle (p>0,05). A reducao da viabilidade celular foi de 22%

na concentragao mais alta.
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Figura 20. Avaliacdo do efeito citotéxico do pré-tratamento com diferentes
concentracdes de bixina (0,05, 0,08 e 0,10 ug/mL) 1 hora antes do tratamento com

0,1 ng/mL de cisplatina em células PC12. C (controle) se refere as culturas nio tratadas e
consideradas com 100% de viabilidade. CS (controle solvente) se refere as culturas tratadas com
0,4% de DMSO. *estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05).

No Teste do Microndcleo foi analisada a capacidade da bixina em inibir a
formacao de danos cromossémicos induzidos pela cisplatina.

Os resultados apresentados na Tabela 10 mostram os valores médios de MN
encontrados por 1000 células PC12 binucleadas tratadas com a associacao de 0,05,
0,08 e 1,0 ug/mL de bixina com 0,1 ug/mL de cisplatina. Pode-se observar que,
apesar do pré-tratamento com bixina ter apresentado um aumento no nimero de MN
em relacdo ao grupo controle (p<0,05), houve uma inibicdo da formagdo de MN

quando comparado ao tratamento somente com cisplatina (p<0,05).



Resultados 61

Tabela 10. Valores médios + Desvio Padrdao (DP) do nimero de micronucleos (MN)
por 1000 células PC12 binucleadas (BN) sem tratamento (controle) e pré-tratadas
com diferentes concentragbes de bixina 1 hora antes do tratamento com 0,1 pg/mL
de cisplatina (cDDP)

MN/1000 BN
Grupo

meédia * DP
Controle 11 +0,6
Controle solvente 14+1,5
cDDP
0,1 pg/mL 80*+7,2
Bixina + 0,1 ug/mL cDDP
0,05 pg/mL 40*, ** + 6,2
0,08 ug/mL 28*, ** +2 1
0,10 pg/mL 26*,**+1,0

Em cada experimento (n=3) foram analisadas 2000 células BN/tratamento.
Controle se refere as culturas nao tratadas.

Controle solvente se refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO.
*estatisticamente diferente em relagdo ao grupo controle (p<0,05).

** estatisticamente diferente em relagao ao grupo cisplatina (cDDP) (p<0,05).

No Ensaio do Cometa o efeito protetor da bixina sobre os danos induzidos
pela cisplatina nas células PC12 foi avaliado pelo parametro porcentagem de DNA
na cauda (%DNA). O pré-tratamento com bixina foi realizado 1 hora antes do
tratamento com a cisplatina, totalizando um tempo final de tratamento de 4 horas.

Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados da %DNA dos grupos
controle negativo, cisplatina e bixina associada a cisplatina. Os dados referentes aos
parametros Tail Moment (TM) e Olive Tail Moment (OTM) estdo apresentados no

Anexo 6. O tratamento com 0,1 pug/mL de cisplatina diminuiu a % DNA em relagédo
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ao grupo controle. Este comportamento foi observado também nos parametros TM e
OTM (Anexo 6), porém nao apresentou diferenca significativa (p>0,05). Os pré-
tratamentos das culturas de ceélulas PC12 com bixina nas trés concentracdes
resultaram em % DNA menores do que os obtidos nos grupos controle e cisplatina,
entretanto, em nenhuma situacao houve diferencga estatisticamente significativa entre
0s grupos (p>0,05), como pode ser observado na Tabela 11.

Nenhum grupo apresentou diferenca significativa (p>0,05) quando comparado

ao grupo controle no parametro %DNA na cauda.

Tabela 11. Valores médios + Desvio Padrao (DP) da porcentagem de DNA na cauda
(%DNA) obtidos pelo Ensaio do Cometa em células PC12 sem tratamento (controle),
e pré-tratadas com bixina em diferentes concentracdes 1 hora antes do tratamento

com 0,1 ug/mL de cisplatina (cDDP)

% DNA
Grupo
Média * DP P
Controle 23,3+6,7
Controle solvente 18,3+ 10,0 > 0,05
cDDP
0,1 ug/mL 16,5+ 10,1 > 0,05
Bixina + 0,1 ug/mL cDDP
0,05 ug/mL 11,3+7,3 > 0,05
0,08 pg/mL 85+3,3 > 0,05
0,10 pg/mL 6,4+20 > 0,05

Em cada experimento (n=3) foram analisadas 100 nucledides/tratamento.

Controle se refere as culturas nao tratadas.

Controle solvente se refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO.

P: teste de Tukey, médias comparadas aos grupos controles e cisplatina (cDDP) (p>0,05).
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4.4 Analise comparativa entre o Urucum e a Bixina

Foi realizada uma analise comparativa dos resultados do urucum e da bixina
obtidos no Teste do Micronucleo e no Ensaio do Cometa. Vale ressaltar que as
concentragées 0,2, 0,5, 1,0 e 2,0 ug/mL de urucum correspondem a 0,015, 0,04,

0,08 e 0,15 ug/mL de bixina, respectivamente.

4.4.1 Genotoxicidade do urucum e da bixina

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados obtidos no Teste do
Micronucleo e no Ensaio do Cometa realizados com o urucum (0,2, 0,5, 1,0 e 2,0
ug/mL) e com a bixina (0,05, 0,08 e 0,10 ug/mL).

No Teste do Micronucleo, em uma analise comparativa entre o grupo urucum
e 0 grupo bixina foi possivel observar que os dois grupos apresentaram tendéncia
semelhante, aumentando a frequéncia de micronucleos com o aumento da
concentracao testada.

No Ensaio do Cometa a resposta ao tratamento foi de forma inversa.
Enquanto no grupo urucum, com o aumento da concentragdo, ocorreu aumento dos
danos as células Pc12, no grupo bixina ocorreu diminuicdo dos danos. Esses

resultados, no entanto, nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas.
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Tabela 12. Analise comparativa do urucum e da bixina em relagdo aos resultados
obtidos no Teste do Micronucleo (MN) e do Ensaio do Cometa em células PC12

Grupo Bixina no Urucum

(ng/mL) Média + DP Média + DP
Urucum
Controle — 10,0+ 3,6 10,5+84
0,2 yg/mL 0,015 6,7+3,8 6,9+4,2
0,5 yg/mL 0,040 9,0+4,4 75+1,4
1,0 yg/mL 0,080 17,7+0,6 95+£1,2
2,0 yg/mL 0,150 19,3+ 1,5
Bixina
Controle 11,0+ 0,6 23,3+6,7
0,05 pg/mL — 9,0+1,5 12,4 + 3,0
0,08 ug/mL — 12,0+ 1,0 8,5+3,3
0,10 pg/mL — 18,0 £6,5 75"+25

No teste do micronicleo os valores sdo expressos em média + desvio padrédo de 1000 células
binucleadas (BN). Foram analisadas 2000 células BN/tratamento. *estatisticamente diferente em
relagéo ao grupo controle do urucum (p<0,05). No Ensaio do Cometa os valores sdo expressos em
média + desvio padrio de 100 nucledides analisados. *estatisticamente diferente em relagéo ao grupo
controle (p<0,05). Controle se refere as culturas nao tratadas. Os resultados do urucum e da bixina
foram obtidos de experimentos realizados em momentos diferentes.
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4.4.2 Antigenotoxicidade do urucum e da bixina

Na Tabela 13 estdo apresentados os resultados da andlise comparativa do
Teste do Micronucleo e do Ensaio do Cometa dos pré-tratamentos com urucum (0,2,
0,5 e 1,0 ug/mL) e com bixina (0,05, 0,08 e 0,10 ug/mL) 1 hora antes do tratamento
com 0,1 ug/mL de cisplatina.

No Teste do Micronucleo foi possivel observar que tanto os resultados do
urucum quanto os resultados da bixina foram diferentes estatisticamente (p<0,05)
em relagdo aos seus grupos controle e cisplatina. Os dois grupos protegeram as
células PC12 dos danos cromossémicos induzidos pela cisplatina. A porcentagem
de protecdo encontrada no grupo urucum ficou entre 66% e 77%, sendo a maior
porcentagem de protegdo encontrada na menor concentragdo testada. O grupo
bixina apresentou porcentagem de protecdo entre 50% e 75%, sendo a maior
porcentagem de protecdo encontrada na maior concentracao testada.

No Ensaio do Cometa nao houve diferenca significativa (p>0,05) tanto entre
os resultados do urucum quanto os resultados da bixina em relagcdo aos seus grupos
controle e cisplatina. O grupo urucum apresentou resultados proximos ao seu grupo
controle. Ja o grupo bixina apresentou resultados inferiores aos encontrados nos
grupos controle negativo e cisplatina (p>0,05). Com o aumento da concentracédo

testada houve diminuicdo da %DNA.
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Tabela 13. Analise comparativa dos pré-tratamentos com urucum e com bixina 1 hora antes do tratamento com cisplatina (cDDP)
em relagdo aos resultados obtidos no Teste do Micronucleo (MN) e no Ensaio do Cometa em células PC12.

MN/1000 BN % DNA
Grupo Conteudo de Bixina
no Urucum (pg/mL) o o

Média + DP Média + DP
Urucum
Controle — 10,0 + 3,6 10,5+8,4
cDDP 0,1 pg/mL 80,0 +7,2 7,9+0,9
Urucum + 0,1 ug/mL cDDP
0,2 pg/mL 0,015 26,3 ** £ 2,5 11,5146
0,5 pg/mL 0,040 28,77 ** £ 3,5 8,8+04
1,0 yg/mL 0,080 33,57 £2,3 12,2+10,6
Bixina
Controle 11,0+0,6 23,3+6,7
cDDP 0,1 pug/mL — 80,0 +7,2 16,5 + 10,1
Bixina + 0,1 ug/mL cDDP
0,05 pg/mL — 40,0 " + 6,2 11,3+7,3
0,08 pg/mL — 28,0 "™ + 2 1 8,5+3,3
0,10 pg/mL — 26,07 " +1,0 6,420

No teste do micronicleo os valores sdo expressos em média + desvio padrdo de 1000 células binucleadas (BN). Foram analisadas 2000 células
BN/tratamento. * e **estatisticamente diferente em relagdo ao grupo controle e ao grupo cisplatina do urucum (p<0,05). No Ensaio do Cometa os valores séo
expressos em média + desvio padrdo de 100 nucledides analisados. ¥ e *estatisticamente diferente em relacéo ao grupo controle e ao grupo bixina (p<0,05).
Controle se refere as culturas nao tratadas. Os resultados do urucum e da bixina foram obtidos de experimentos realizados em momentos diferentes.
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5 DISCUSSAO

A cisplatina € comumente usada contra muitas formas de céncer ha
aproximadamente 40 anos. Entretanto, sua aplicacdo é associada a varios efeitos
colaterais, como neurotoxicidade, nefrotoxicidade, perda da audicdo e vomitos
(WEIJL, CLETON, OSANTO, 1997). Este farmaco produz seus efeitos
antineoplasicos pela ligacao direta ao DNA, resultando em ligacbes cruzadas e
apoptose nas células que estdo se dividindo rapidamente, mas como 0s neurdnios
sao poOs-mitéticos, o mecanismo pelo qual ele induz neuropatia ndo esta claro
(MCDONALD, SOHAL, FORSTER, 2005a; PISANO et al., 2003; HUANG et al.,
1995). Os efeitos neurotoxicos podem ser graves e afetar a qualidade de vida dos
pacientes, mesmo muito tempo depois que o tratamento tenha terminado.

Partiu-se da hipétese de que a neuropatia periférica induzida pela cisplatina
possa ser resultante, ao menos em parte, de um estresse oxidativo. Desta maneira,
uma substancia antioxidante capaz de neutralizar a acdo das espécies reativas de
oxigénio formadas durante o tratamento, resultaria na reducdo da acado téxica da
cisplatina sobre as células saudaveis.

Muitos compostos tém sido testados para tentar bloquear ou reverter as
neuropatias induzidas na quimioterapia. Estes incluem fatores neurotréficos ou
neuroprotetores, tais como fator de crescimento neuronal (NGF) (HAYAKAWA et al.,
1998), fator-1 de crescimento semelhante a insulina (IGF1) (CONTRERAS et al.,
1997), eritropoietina (BIANCHI et al., 2006; ORHAN et al., 2004) e fator inibitério de
leucemia (LIF) (OZTURK et al., 2005), todos os quais mostraram melhora em uma
variedade de modelos. Porém, seus usos clinicos sao limitados devido a dificuldade
na administragdo da droga, estabilidade, efeitos colaterais deletérios ou ineficacia

nos testes clinicos humanos (DAVIS et al., 2005). Varios trabalhos com
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antioxidantes, como o carotendide bixina e as vitaminas C e E, relataram efeito
protetor sobre os efeitos antigenotoxicos, neurotoxicos e nefrotoxicos induzidos pela
cisplatina (ANTUNES et al., 2005; ANTUNES, BIANCHI, 2004; LEONETTI et al.,
2003; PACE et al., 2003; NEFIC, 2001).

Leonetti et al. (2003) observaram que o alfa-tocoferol apresentou protecao
contra a toxicidade sistémica e a neurotoxicidade induzida pela cisplatina sem
interferir com sua atividade antitumoral. Nefic (2001) sugeriu que a vitamina C tem
algum papel protetor, por agir como antioxidante, nos danos induzidos por radicais
livres gerados durante a atividade metabdlica da cisplatina em células somaticas
humanas. Pace et al. (2003) verificaram que a suplementagdo com vitamina E em
pacientes que estavam recebendo quimioterapia com cisplatina, diminuiu a
incidéncia e a gravidade da neurotoxicidade periférica.

No presente estudo foram avaliados os efeitos protetores do urucum e da
bixina sobre os danos ao DNA induzidos pela cisplatina em células PC12, utilizando
para isso, testes de citotoxicidade pelo Método MTT, e de genotoxicidade de lesdes
primarias ao DNA e de quebras ou perdas cromoss6micas analisada pelo Ensaio do
Cometa e Teste do Micronucleo, respectivamente.

As células PC12 (feocromocitoma de ratos) foram utilizadas como um modelo
de estudo neuronal e possuem varias vantagens sobre as culturas de células
neuronais primarias, incluindo a homogeneidade da populagdo celular
(COLOGNATO et al,, 2006). E uma das linhagens celulares neuronais mais
frequentemente usadas e tem sido empregada com sucesso ao longo dos anos para
estudos de fungdes neuronais (PIGA et al., 2007).

O urucum é uma das maiores fontes naturais de corantes vermelhos. Os

principais carotendides presentes nas sementes de urucum sdo a bixina e a



Discussdao 70

norbixina, mas também estdo presentes B-caroteno, criptoxantina, luteina e
zeaxantina (TIRIMANNA, 1981). Os carotendides sdo considerados eficazes agentes
antioxidantes, antimutagénicos e anticarcinogénicos (ANTUNES et al., 2005).

A bixina pode contribuir para a protecdo das células e tecidos contra os
efeitos deletérios dos radicais livres (SANTOS et al, 2007; DI MASCIO,
DEVASAGAYAM, SIES, 1990) por ser um eficaz seqlestrador da molécula de
oxigénio singlete e, dessa forma, tem a possibilidade de ser um promissor agente
quimioprotetor especialmente sobre os danos ao DNA induzidos por radicais livres

de oxigénio ou compostos capazes de gerar tais moléculas.

Cisplatina como indutora de danos em células PC12

A cisplatina € uma droga que se liga ao DNA formando liga¢des cruzadas e a
quantidade de ligagdes cruzadas no DNA esta relacionada com sua citotoxicidade
nas células tumorais, que sao particularmente suscetiveis devido ao alto indice
mitotico, bem como pela diminuicdo na capacidade em reparar os danos no DNA
(KLEIN, BROWN, TURNLEY, 2007; KOBERLE et al., 1997). A ligagédo da cisplatina
ao DNA também resulta em danos a um grande numero de genes, influenciando a
transcricao e consequientemente, o metabolismo geral da célula (KLEIN, BROWN,
TURNLEY, 2007).

O mecanismo pelo qual a cisplatina afeta os neuritos é ainda desconhecido,
mas pode ser resultado de varios efeitos nas sinaliza¢des intracelulares devido aos
danos causados ao DNA pelo quimioterapico (KLEIN, BROWN, TURNLEY, 2007).
McDonald et al. (2005) verificaram que a cisplatina causa apoptose nos neurdnios do
ganglio da raiz dorsal (DRG) e forma mais adutos com o DNA nestas células, que

sao pos-mitoticas, do que em células PC12.
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No presente trabalho, para estabelecer as concentragdes experimentais
eficazes da cisplatina nas células PC12, varias concentragdes foram separadamente
testadas pelo método MTT e pelo Teste do Micronucleo (MN). A concentragcédo de
cisplatina estabelecida deveria ser capaz de induzir genotoxicidade sem ser
citotoxica.

O método MTT foi utilizado para verificar a viabilidade celular dos agentes
testados. Este método se baseia na reducao do sal tetrazolato nas mitocondrias das
células metabolicamente ativas, formando cristais azulados que depois de
solubilizados serdo analisados por espectrofotometria. Dessa forma, é possivel
determinar a proporgao de células viaveis apés o tratamento (MOSMANN, 1983). As
concentragcbes de cisplatina testadas pelo MTT foram estabelecidas por meio de
uma revisdo da literatura, em que se observou uma grande variagdo de
concentragfes utilizadas (OZTURK et al., 2007; MCDONALD et al., 2005b;
DONZELLI et al., 2004; PISANO et al., 2003; GILL, WINDEBANK, 1998).

PISANO et al. (2003) para avaliar a acetil-L-carnitina como substancia
neuroprotetora, trataram células PC12 com 10 pg/mL de cisplatina e observaram
inducao de toxicidade. Em células A549, de cancer de pulmao, 1 ug/mL de cisplatina
reduziu 25% a viabilidade celular (OZTURK et al., 2007). Na linhagem celular SH-
SY5Y, de neuroblastoma humano, 4,5 ug/mL de cisplatina reduziu 50% da
viabilidade celular (DONZELLI et al., 2004). Estes resultados demonstraram a
importancia de se estabelecer a concentracdo ideal de cisplatina para as células
PC12, ja que sua citotoxicidade pode variar nas diferentes linhagens celulares. A
partir destes estudos foram testadas concentracbes acima e abaixo de 10 pg/mL

para serem avaliadas pelo método do MTT.
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Dessa forma, as concentragdes de cisplatina escolhidas neste trabalho para o
teste do MTT foram entre 0,1 e 150,0 ug/mL. Além dos tratamentos, o experimento
incluiu um grupo controle negativo (culturas ndo tratadas) e este foi considerado com
100% de viabilidade celular.

O resultado da viabilidade das células PC12 ap6s a exposicao a cisplatina foi
dose-dependente, sendo possivel observar que em concentracées até 5 ug/mL a
reducdo da viabilidade celular foi abaixo de 10%. J& em tratamentos acima de 15
ug/mL a reducédo da viabilidade celular foi mais expressiva, acima de 20%, sendo
significativamente diferente do grupo controle negativo. Esses resultados estdo de
acordo com os apresentados por LeFevre et al. (2007), que observaram viabilidade
celular de 88,7%, 80,0% e 38,5% no tratamento com 0,1 pg/mL, 1,0 ug/mL e 100,0
ug/mL de cisplatina, respectivamente, em células de linfoblastoma humano TK®6.
Como ja mencionado anteriormente, a concentracdo de cisplatina normalmente
encontrada no plasma de pacientes é de 35 uM, o que corresponde a 10,5 ug/mL
(Dimanche-Boitrel et al., 2005). E interessante observar que, neste estudo, a
concentracdo de 10 ug/mL apresentou aproximadamente 80% de viabilidade celular,
porém no Teste do Micronucleo a porcentagem de células binucleadas nao foi
suficiente para analise (inferior a 35%).

Cho et al (2008) analisaram a sobrevivéncia celular e a citotoxicidade
mediada pela cisplatina em células MEF (fibroblasto embrionario murino) de ratos do
tipo selvagem e de ratos com deficiéncia do sistema antioxidante nrf2. Eles
observaram que a concentracdo de cisplatina que inibiu 50% da sobrevivéncia
celular (ICsp) foi 1,9 ug/mL nas células do tipo selvagem e de 0,5 ug/mL nas células
deficientes de nrf2, mostrando que estas sdo muito mais sensiveis ao tratamento

com cisplatina. Naruse, Nishida e Ishiguro (2007) avaliaram a citotoxicidade da
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cisplatina em células MG-63 de osteosarcoma utilizando o método MTT, e
observaram uma IC4o (concentragdo que inibe o crescimento das células em 10%)
de aproximadamente 2 ug/mL, e uma ICy de aproximadamente 5 ug/mL.

A partir dos dados de citotoxicidade obtidos para a cisplatina em células
PC12, foram selecionadas as concentragbes de 0,1, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 ug/mL para
serem avaliadas quanto a inducdo de danos cromossémicos. A genotoxicidade das
concentragOes selecionadas foi verificada utilizando os parametros de porcentagem
de células binucleadas (BN), indice de proliferacdo de células com bloqueio da
citocinese (IPBC) e a analise da freqiéncia de micronucleos (MN).

O Teste do Micronucleo é uma importante ferramenta para se analisar danos
cromossbmicos e atualmente tem sido desenvolvido para a avaliacdo de
micronucleos em diversos tipos celulares, sendo que varios trabalhos ja
apresentaram resultados nesse sentido. Cao et al. (2007) avaliaram os efeitos
genotoxicos e antigenotdxicos da curcumina em células HepG2 e verificaram que em
altas concentracdes (acima de 8,0 ug/mL) houve um pequeno, mas significativo
aumento na frequéncia de micronucleos e que em concentragdes menores (abaixo
de 2,0 ug/mL) a formagao de micronucleos foi significativamente reduzida quando
comparados ao tratamento com o quimioterdpico ciclofosfamida. Liu et al. (2007)
avaliaram alteragdes cromossémicas pelo Teste do Micronucleo em células HLFK
(linhagem celular deficiente da proteina Ku70) e HLFC (linhagem celular vetor nulo).
Rosa et al. (2007) também verificaram a propriedade antimutagéncia do difenil
diselenida (DPDS) por meio do Teste do Micronucleo em células V79 de hamster
chinés. E interessante ressaltar que a analise de microndcleos em células PC12

binucleadas ainda ndo possui relatos na literatura.
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Segundo Fenech (2000), para a analise de micronucleo as culturas devem
apresentar um porcentual de células BN acima de 35%. Neste trabalho, as
concentragbes de cisplatina testadas em células PC12 acima de 0,5 pg/mL
resultaram em porcentual muito baixo de células BN e apenas o tratamento com 0,1
ug/mL resultou em um numero de células BN suficientes para a analise de MN. A
analise do IPBC confirmou estes dados, pois todos os tratamentos com cisplatina
reduziram significativamente o seu valor, sendo que a concentragao de 0,1 ug/mL
apresentou a menor reducéo. Devido a porcentagem de células BN e levando-se em
conta o IPBC, que é um indice de estimativa de citotoxicidade, apenas a
concentragao de 0,1 ug/mL foi analisada quanto a indugdo de micronucleos.

A cisplatina ja foi testada em varias concentragdes e tipos celulares quanto a
inducao de micronucleos. Rodilla et al. (1990), testaram concentracdes de 5, 10 e 20
ug/mL de cisplatina em culturas de células de ovario de hamster chinés (CHO), e
observaram uma grande indu¢do de micronucleos (entre 30 e 220 MN por 1000
células BN). Marzano et al. (2004), testaram concentracées de 7,5 e 15 ug/mL de
cisplatina em culturas de linfécitos, e obtiveram indugédo de aproximadamente 14 e
36 micronucleos por 1000 células BN, respectivamente. Kosmider et al. (2004),
também trataram culturas de linfécitos com cisplatina nas concentragdes de 0,3,
0,75, 1,5 e 2,25 pg/mL, resultando em freqiiéncia de micronucleos dose-dependente
(21,0, 55,0, 115,0 e 122 MN/1000 células BN, respectivamente). LeFevre et al.
(2007) avaliaram a genotoxicidade da cisplatina em trés concentragdes (0,1; 1,0 e
100,0 pg/mL) em células de linfoblastoide humano TK6 e observaram 15,2
micronucleos por 1000 células BN na menor concentragdo, sendo que nas duas
outras a frequéncia de micronucleos foi a mesma (29 micronucleos por 1000 células

BN).
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No presente estudo com células PC12 o tratamento com 0,1 ug/mL de
cisplatina resultou na freqiéncia média de 80 micronucleos por 1000 células BN,
diferindo significativamente do grupo controle negativo que apresentou 11
micronucleos por 1000 células BN. A frequéncia de micronucleos no grupo controle
negativo foi superior do que a geralmente encontrada em culturas de linfécitos
humanos, mas isso ja era esperado, pois as células PC12 constituem uma linhagem
de células transformadas. Os resultados obtidos mostraram que as culturas de
células PC12 foram bastante sensiveis a cisplatina. Dessa forma, a concentracéo de
0,1 ug/mL de cisplatina foi a escolhida para ser usada como indutora de danos as
células PC12, devido a trés fatores: sua baixa citotoxicidade, numero de células
binucleadas suficientes para andlise e alta indugdo de micronucleos nas células

PC12.

Potencial antigenotdxico do urucum e da bixina

Neste trabalho foram avaliadas tanto a genotoxicidade como a
antigenotoxicidade do urucum e da bixina e também a sua citotoxicidade. Segundo
Zeiger (2007), para que uma substancia possa ser classificada como
antigenotdxica/antimutagénica, ela deve primeiro ser avaliada quanto a sua
genotoxicidade/mutagenicidade. Dessa forma, a citotoxicidade do urucum e da
bixina foram avaliadas, e concentragcdes nao citotoxicas foram testadas quanto ao
potencial genotéxico pelos ensaios do Micronucleo e do Cometa, antes de sua
avaliagdo como agente protetor.

Na avaliacdo da citotoxicidade do urucum e da bixina em células PC12 os
resultados obtidos neste estudo indicaram que a viabilidade celular aos tratamentos

ocorreu de maneira dose-dependente.
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As concentracées de 3,0 e 4,0 ug/mL de urucum foram significativamente
diferentes do grupo controle negativo, com redugdo de até 27% na viabilidade
celular. Neste caso, como a maior concentragao testada foi 4,0 ug/mL, apresentando
viabilidade de 73%, ndo é possivel afirmar que o urucum é citotoxico as células
PC12, mas apresenta uma tendéncia de citotoxicidade dose-dependente.

Com relacdo a bixina, apesar de todas as concentracdes testadas diferirem
significativamente do grupo controle negativo, a partir da concentracdo 0,1 pug/mL,
que apresentou 80,7% de viabilidade, foi possivel notar uma queda acentuada da
viabilidade celular. Apenas entre as concentracées de 0,1 ug/mL e 0,3 ug/mL, a
reducédo da viabilidade foi de 33,2%, sendo que a maior concentragdo analisada
(20,0 ug/mL) apresentou somente 9,0% de viabilidade celular. E importante ressaltar
que a bixina, do mesmo modo que outros fitoquimicos da dieta, possui atividade pro-
oxidante, assim como seus efeitos antioxidantes, dependendo da dose e do
ambiente quimico, isto é, disponibilidade de metais como ferro e cobre.

O balangco entre as atividades antioxidante e pré-oxidante é uma
consideracao importante no planejamento de intervencdes clinicas, principalmente
se a sua atividade resultar em efeitos deletérios potenciais, tais como a inducao de
adutos e quebras nas cadeias do DNA (SHARMA, GESCHER, STEWARD, 2005).
Varios estudos vém sendo realizados para determinar a dose diaria ideal de -
caroteno que pode ser administrada para o ser humano. O aumento do interesse
nestes estudos é justificado principalmente, pelos resultados de duas grandes
pesquisas envolvendo trabalhadores de fabricas de asbestos e fumantes (ATBC,
1994; OMENN, 1994). Estas pesquisas mostraram um aumento na incidéncia de
cancer de pulmao nestes grupos de pessoas, quando eram administradas elevadas

doses diarias de B-caroteno (20 e 30mg ). Por outro lado, um estudo feito com a
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aplicacdo de uma dose diaria ainda maior de B-caroteno (50mg), ndo mostrou
aumento na incidéncia de cancer entre os pacientes, que eram na maioria, nao-
fumantes (HENNEKENS, 1996). Portanto, mais estudos devem ser feitos para
analisar a dose efetiva e segura dos carotendides, para que haja a promocao da
saude daqueles que se alimentam de produtos que contenham carotendides como
principal corante.

Para estabelecer a extensdo dos danos induzidos pelo urucum e pela bixina
em células PC12 foram realizados o Teste do Micronucleo e o Ensaio do Cometa.
Estes métodos diferem basicamente devido ao tipo de alteragbes ao DNA
detectadas. O Teste do Micronucleo detecta lesbées ndo reparadas que se
manifestam como quebras ou perdas cromossémicas, enquanto o Ensaio do Cometa
detecta lesdes primarias no DNA, que ainda podem ser reparadas.

Todas as concentragées de urucum e de bixina testadas nas células PC12
resultaram em porcentagem de células BN acima de 35%, sendo suficientes para a
realizagdo da analise de micronucleos.

Apenas as concentragdes de 0,2, 0,5 e 1,0 ug/mL de urucum nao alteraram
significativamente o IPBC e apresentaram freqiéncia de micronucleos proxima a do
grupo controle negativo, ndo diferindo estatisticamente. Porém, os tratamentos
acima destas concentragdes resultaram em IPBC significativamente diferente do
controle negativo com reducdo de até 26% e freqiéncia de micronudcleos
significativamente superior a do grupo controle. Portanto, nas condi¢gdes aqui
estudadas, & provavel que o urucum em concentracdes acima de 2,0 ug/mL possa
ser mutagénico. No entanto, em um estudo in vivo, Alves de Lima et al. (2003)

avaliaram os efeitos mutagénicos e antimutagénicos do urucum em células da
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medula 6ssea de camundongos machos Swiss, e concluiram que o urucum nao
apresentou propriedades mutagénicas neste modelo estudado.

Em comparagédo ao grupo controle negativo, o IPBC da bixina em todas as
concentracOes testadas nao apresentou variagdes significativas e a freqtiéncia de
micronucleos foi discretamente mais elevada nos grupos tratados, ndo diferindo
estatisticamente. Dessa forma, as concentracées estudadas de bixina ndo foram
consideradas mutagénicas as células PC12.

O Ensaio do Cometa detecta danos ao DNA tais como quebras de fitas
simples e duplas, sitios alcali labeis, locais de reparo incompleto e instabilidade
gendmica (NESSLANY et al., 2007). Este ensaio pode ser analisado de duas formas:
visual ou por meio de programas especificos. O desenvolvimento de programas de
analise aprimorou a técnica por evitar a subjetividade presente na analise visual. No
entanto, como existem varios programas disponiveis, 0os parametros de analise do
Ensaio do Cometa podem apresentar divergéncias na medida do dano basal quando
for realizada uma comparacao entre dados obtidos por programas diferentes.

O Ensaio do Cometa tem mostrado ser muito sensivel e é, portanto, util para
a deteccao de danos genéticos em células individuais. Neste estudo foi usado tempo
total de tratamento de 4 horas, devido ao fato de que no Ensaio do Cometa ser
detectadas lesdes primarias ao DNA antes que estas sejam reparadas. Segundo
Tice et al. (2000) as culturas de células em suspensdo ou monocamada devem ser
expostas as substancias testes pelo periodo de 3 a 6 horas.

Dessa forma, as concentragdes 0,2, 0,5 e 1,0 ug/mL de urucum foram
utilizadas para a avaliagdo de danos ao DNA pelo Ensaio do Cometa. Foi possivel
observar que as concentracoes testadas nao foram genotéxicas, ndo apresentando

diferenca significativa quando comparadas ao grupo controle. O valor da %DNA
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encontrado no grupo controle de células PC12 estdo de acordo com os valores
encontrados por Colognato et al. (2006) que avaliaram o efeito protetor da
ergotioneina (EGT) sobre a morte celular e os danos oxidativos provocados por
H.O. em células PC12. Nossos resultados corroboram os resultados encontrados
por Agner et al. (2004) que avaliaram o efeito carcinogénico e anticarcinogénico do
urucum em figado de ratos Wistar, e observaram que o urucum nao apresentou
genotoxicidade na maior concentragcdo testada (1000 ppm). E importante ressaltar
que informagdes sobre os efeitos genotoxicos e antigenotéxicos do urucum in vitro
s&0 escassos na literatura, praticamente limitados a estudos in vivo.

Assim, podemos dizer que o urucum nas concentracoes de 0,2, 0,5 e 1,0
ug/mL nao pode ser considerado um agente citotoxico e/ou genotdxico nas
condi¢coes estudadas. No entanto, apresentou-se genotoxico em concentracoes
acima de 2,0 pg/mL.

No Ensaio do Cometa, a bixina apresentou valores do parametro %DNA
inferiores ao do grupo controle em células PC12, mas apenas a concentracao de 0,1
ug/mL apresentou diferenca significativa. Resultados semelhantes, porém utilizando
o antioxidante curcumina, foram encontrados por Park et al. (2008), que em células
PC12 verificaram que o tratamento com o antioxidante apresentou diminuicdo dos
danos quando comparado ao grupo controle.

Com base nos resultados encontrados, podemos afirmar que a bixina é
citotdxica as células PC12 em concentracdes superiores a 0,3 ug/mL, mas que nas
concentragdes analisadas no Teste do Micronucleo e no Ensaio do Cometa nédo se
apresentou citotdxica e/ou genotdxica.

Dessa forma, foi realizada a avaliagdo do efeito protetor do urucum e da

bixina aos danos induzidos pela cisplatina em células PC12. Para isso, foi realizado
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um pré-tratamento das células com as trés concentragdes de urucum e de bixina
selecionadas anteriormente, 1 hora antes do tratamento com 0,10 pg/mL de
cisplatina.

Como mostrado anteriormente, foi possivel observar que a cisplatina, na
concentracao testada (0,1 ug/mL), foi mutagénica devido ao aumento da freqiéncia
de micronucleos e ndao apresentou citotoxicidade as células PC12. Por isso, essa
concentracao foi utilizada para induzir danos as células em todos os experimentos
que tinham como objetivo verificar o efeito protetor do urucum e da bixina.

De uma maneira geral, na avaliagdo da viabilidade celular do pré-tratamento
com urucum e com bixina, pode-se observar que a resposta foi dose-dependente, se
comportando da mesma maneira do tratamento apenas com o urucum ou com a
bixina. Portanto, estes resultados sugerem que ndo ha efeito sinérgico na
citotoxicidade do urucum ou da bixina com a concentragdo de cisplatina utilizada.
Em contrapartida, alguns estudos sugerem que a cisplatina pode apresentar efeito
sinérgico quando combinada com outras substancias, como meloxican e JTE-522
(inibidor seletivo da COX-2) (NARUSE et al., 2007; MIZUTANI et al., 2004;
SUGUIRA et al., 2003).

No Teste do Micronucleo foi analisada a capacidade do urucum e da bixina
em inibir a formagao dos danos cromossOmicos induzidos pelo tratamento com
cisplatina.

Pode-se observar que as trés concentracées de urucum testadas (0,2, 0,5 e
1,0 ung/mL) foram capazes de minimizar a mutagenicidade da cisplatina, inibindo de
maneira significativa a inducdo de microndcleos. Os valores encontrados
apresentaram protecao entre 66% e 77% dos danos cromossdémicos induzidos pela

cisplatina, sendo que a concentragdo de 0,2 pug/mL foi a mais eficaz. No entanto,
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Alves de Lima et al. (2003), em um estudo in vivo e utilizando tratamento simultaneo
do urucum com o antitumoral ciclofosfamida, observaram que o urucum aumentou a
frequéncia de micronucleos em células de medula 6ssea de ratos, ndo conseguindo
inibir as mutagdes induzidas pelo antitumoral.

Com relacdo ao pré-tratamento com bixina, pode-se observar que as trés
concentracOes testadas também foram capazes de minimizar a mutagenicidade da
cisplatina, diminuindo significativamente a freqiéncia de MN quando comparado ao
tratamento somente com a cisplatina. A bixina apresentou entre 50% e 75% de
protecdo dos danos cromossdmicos induzidos pelo antineoplasico, sendo a
concentracado de 0,1 ug/mL a mais eficaz. Nas condicdes aqui estudadas, pode-se
dizer que a bixina foi antimutagénica, inibindo a formacao de danos cromossémicos
pela cisplatina. Da mesma forma, outros estudos mostraram que a bixina apresentou
um efeito protetor contra a radiagdo e a clastogenicidade induzida pela cisplatina em
ratos (THRESIAMMA, GEORGE, KUTTAN, 1998; SILVA, ANTUNES, BIANCHI,
2001). Estudos envolvendo os efeitos genotoxicos e antigenotoxicos da bixina em
células PC12 ainda nao foram publicados.

O efeito protetor do urucum e da bixina sobre os danos primarios ao DNA
induzidos pela cisplatina nas células PC12 foi avaliado pela %DNA na cauda.

O tratamento com 0,1 ug/mL de cisplatina diminuiu o valor da %DNA na
cauda quando comparado ao grupo controle negativo e aos grupos do pré-
tratamento com urucum e com bixina. Em geral, para verificar os danos causados ao
DNA pelo Ensaio do Cometa, analisamos a migracdao dos fragmentos de DNA na
cauda dos nucledides. Entretanto, varios estudos sugerem que essa migracao pode

ser inibida por ligagées cruzadas intercadeias no DNA e facilitadas por ligagdes
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intracadeias (PANG et al., 2007; WOZNIAK, CZECHOWSKA, BLASIAK, 2004; TICE
et al., 2000; FAIRBAIRN, OLIVE, O'NEILL, 1995).

Assim, a existéncia de ligagbes cruzadas intercadeia promove a diminui¢cao
da mobilidade eletroforética do DNA, resultando em diminuicdo da “cauda” dos
nucledides, provocando reducao dos valores encontrados nos parametros avaliados,
como por exemplo, o “tail moment” (ALMEIDA et al., 2006).

Dessa forma, no presente estudo, podemos sugerir que a cisplatina gerou um
nuamero grande de ligacdes cruzadas intercadeias no DNA, como foi verificado pela
diminuicdo da %DNA na cauda em relagdo ao grupo controle negativo. Assim, 0
efeito protetor do urucum e da bixina seria caracterizado pela diminuicdo da %DNA
na cauda dos nucledides dos grupos de pré-tratamento quando comparados ao
grupo tratado apenas com cisplatina.

Embora tenha sido observado um efeito protetor do urucum aos danos
cromossbémicos induzidos pela cisplatina (Teste do Microndcleo), esse efeito ndo
pode ser confirmado pelos resultados do Ensaio do Cometa, ja que nao ocorreu uma
diminuicdo da %DNA na cauda dos nuclebides do grupo de pré-tratamento com
urucum quando comparados ao grupo cisplatina.

O pré-tratamento com a bixina apresentou %DNA inferior ao do grupo
cisplatina. Apesar de nao ter ocorrido diferenca significativa entre os grupos de pré-
tratamento com bixina e o grupo cisplatina, houve uma tendéncia da bixina em se
apresentar como agente antigenotéxico, pois nas trés concentracdes testadas, a
%DNA foi inferior ao grupo cisplatina, sendo que a concentragcdo de 0,1 ug/mL
apresentou a maior protecgao.

Com base nos resultados obtidos, em concentragdes superiores a 0,3 pg/mL,

a bixina é citotéxica e pode provocar danos ao DNA de células PC12. No entanto,
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em concentracdes inferiores a 0,1 ug/mL pode ter se comportado como um
antioxidante interceptando a geracao de radicais livres pela cisplatina. O mecanismo
de agao antioxidante in vitro pode envolver inibicdo direta da geracédo de espécies
reativas de oxigénio ou o seqlestro de radicais livres (ARUOMA, 2003). Os
carotendides podem ser efetivos desativadores de radicais livres e/ou espécies
reativas de oxigénio, através de dois mecanismos: 0 primeiro, que consiste na
associacao direta com outra molécula formando compostos de degradacdo e o
segundo através da desativacdo de espécies reativas, como o0 oxigénio singlete,
02(1Ag), pela transferéncia de energia sem prejuizos para a molécula de carotendide
que permanece com atividade antioxidante (RIOS, ANTUNES, BIANCHI, 2008).

Pang et al. (2007) relataram que o tratamento de células HCT116 com
cisplatina por 3 horas resultou em uma reducédo relativa do pardmetro OTM em
relacdo ao grupo controle negativo, sugerindo que um nivel significativo de ligacdes
intercadeias foi gerada pelo tratamento com cisplatina, como demonstrado pela
diminuicao da migracdao do DNA durante a eletroforese.

Wozniak, Czechowska, Blasiak (2004) verificaram que a cisplatina pode
induzir fragmentagcdo do DNA e liga¢des cruzadas ao DNA em linfécitos normais
humanos e células tumorais K562 (leucemia mielégena crénica humana). Depois da
incubacao com cisplatina, também observaram nucledides com caudas pequenas e
com menos quantidade de DNA na cauda do que no controle e sugeriram que estes
efeitos na versao alcalina do Ensaio do Cometa podem ser devidos a inducao de
ligacoes cruzadas e fragmentacdo do DNA pela cisplatina. Nadin et al. (2006)
também verificaram reducao na migracdo do DNA em linfocitos de sangue periférico
(PBLs) tratados com cisplatina quando comparado com PBLs do grupo controle. Os

resultados desses estudos sugerem que ha uma significativa formagéo de ligagdes



Discussdao 84

cruzadas intercadeias no DNA quando é realizado o tratamento das células com
cisplatina.

Houve uma tentativa de se fazer uma comparagcédo entre os resultados do
Teste do Micronudcleo e Ensaio do Cometa encontrados no grupo urucum € no grupo
bixina. Para isso, levou-se em conta a porcentagem de bixina presente na amostra
de urucum estudada, que foi de aproximadamente 7%. Dessa forma, nas
concentragbes de 0,2, 0,5, 1,0 e 2,0 ug/mL de urucum temos 0,015, 0,04, 0,08 e
0,15 ug/mL de bixina e, na analise comparativa dos resultados, podemos dizer que
as concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,0 ug/mL de urucum corresponde as concentracoes
de 0,05, 0,08 e 0,1 de bixina, respectivamente.

Vale ressaltar que no urucum, além da bixina, estdo presentes varios outros
compostos, como a norbixina, o B-caroteno, a criptoxantina, a luteina, a zeaxantina e
a metilbixina (TIRIMANNA, 1981), e que estes compostos apresentam também
propriedades antioxidantes.

Com relagdo a mutagenicidade do urucum e da bixina verificada pelo Teste
do Micronucleo, foi possivel observar que os tratamentos apresentaram respostas
semelhantes. Nos dois casos a resposta ao tratamento foi dose-dependente, com
aumento da freqiéncia de micronucleos aumentando-se a concentragdo testada. Ja
em relagdo a genotoxicidade avaliada pelo Ensaio do Cometa, o urucum e a bixina
se comportaram de maneira diferente. O urucum teve um discreto aumento dos
danos ao DNA com o aumento da concentragdo testada, enquanto a bixina
apresentou diminuicdo destes danos, inclusive diferindo significativamente do grupo
controle negativo na maior concentracdo analisada (0,1 pg/mL). Esse
comportamento do urucum pode ser devido a presenca de outros compostos, que

podem atuar como pré-oxidante nas concentragoes estudadas. Porém, vale ressaltar
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que as concentracdes de bixina superiores a 3,0 ug/mL foram citotdxicas as células
PC12 e por isso, ndo foram analisadas pelos testes de genotoxicidade. Portanto, nas
condi¢oes estudadas, verificamos que tanto o urucum quanto a bixina ndo foram
mutagénicos ou genotdxicos as células PC12, porém mais estudos sdo necessarios
para a utilizacdo de concentracbes maiores, pois a bixina e o urucum podem ser
citotdxicos e/ou genotoxicos.

Ap6s os resultados obtidos acima, o urucum e a bixina foram avaliados
quanto ao seu papel protetor dos danos induzidos pela cisplatina em células PC12.

Tanto o urucum quanto a bixina inibiram a formagdo de micronucleos
induzidos pela cisplatina. Porém, enquanto no pré-tratamento com urucum a
freqiéncia de micronucleos aumentou com o aumento da concentracdo testada
(protecdo de 76,7% na menor concentracdo para 66,4% na maior), no pré-
tratamento com bixina a frequéncia de micronucleos diminuiu (protecéo de 50,8% na
menor concentragdo para 74,6% na maior). Novamente poderia se atribuir estes
resultados ao sinergismo dos compostos presentes no urucum, que em altas
concentrag6es poderiam atuar como pré-oxidantes.

Podemos dizer que a mesma tendéncia ocorreu no Ensaio do Cometa, em
que o pré-tratamento com urucum apresentou pequeno aumento nos danos com o
aumento da concentracao testada, e a bixina apresentou diminuicdo destes danos.
Assim, observou-se que a bixina e o urucum apresentaram efeito dose-dependente.

Com base nos resultados encontrados, podemos afirmar que o urucum, em
concentracdes inferiores a 1,0 ug/mL nao foi citotéxico e genotdxico as células
PC12, mas, apesar de ser observada protecdo aos danos cromossémicos, estes
resultados ndo foram confirmados pelo Ensaio do Cometa, necessitando de mais

estudos nessa area. Em relagdo a bixina podemos afirmar que, em concentragoes
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inferiores a 0,1 ug/mL, ndo foi citotoxica ou genotéxica as células PC12,
possivelmente atuando como antioxidante ao interceptar a geragao de radicais livres
e proteger as células dos danos ao DNA induzidos pela cisplatina. Estes resultados
podem ser confirmados por Rios, Antunes e Bianchi (2008) que utilizaram licopeno e
bixina na concentracdo de 100 uM e demonstraram inibicdo da geracao de espécies
reativas de oxigénio induzidas pela interacdo DNA-cisplatina, de aproximadamente
42% e 44%, respectivamente. Sendo que a inibicdo da geracao do anion superoxido
(O72), correspondeu a 82 e 90%. O carotendide licopeno foi estudado por Scolastici
et al. (2008) que avaliaram sua acao protetora contra os danos genotoxicos e
mutagénicos induzidos pela n-nitrosodietilamina e verificaram que o pré-tratamento
de células HepG2 com licopeno inibiu os danos priméarios ao DNA e a formacao de
micronucleos.

Dessa forma, os resultados do presente estudo indicam que o urucum e a
bixina podem ser considerados agentes capazes de prevenir danos genotoxicos
induzidos pela cisplatina in vitro e também poderia ajudar na modulacao do estresse
oxidativo encontrado na quimioterapia com este farmaco. Entretanto, mais estudos
devem ser realizados para melhor entender os mecanismos envolvidos na atividade

protetora destes agentes.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foram realizadas analises preliminares para determinar o

potencial citotoxico e genotoxico da cisplatina, do urucum e da bixina e posterior

avaliacdo da bixina e do urucum como agentes protetores.

De acordo com os resultados aqui apresentados e discutidos, pode-se concluir

que:

A cisplatina na concentracdo de 0,1 ug/mL nao apresentou citotoxicidade e foi
genotdxica as células PC12;

As concentragdes de urucum e de bixina ndo citotdxicas as células PC12
foram 0,2, 0,5, 1,0 e 2,0 ug/mL e 0,05, 0,08 e 0,10 pug/mL, respectivamente;
As concentragcoes 2,0, 3,0 e 4,0 ug/mL de urucum induziram danos
genotodxicos as células PC12; a bixina, nas concentracdes analisadas, nao foi
capaz de induzir danos genotoxicos as células;

O pré-tratamento com urucum nas concentragbées 0,2, 0,5 e 1,0 ug/mL
apresentou protecao entre 66,4% e 76,7% as células PC12 contra os danos
cromossbémicos induzidos pela cisplatina;

O pré-tratamento com bixina nas concentragdes 0,05, 0,08 e 0,10 pg/mL
apresentou protecdo entre 50,8% e 74,6% as células PC12 contra os danos
cromossémicos induzidos pela cisplatina;

A cisplatina n&o produz danos detectaveis pelo Ensaio do Cometa, devido a

producao de ligacdes cruzadas que interferem na migracao do DNA;
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Anexo 1

CORANTES NATURAISLTDA.

& coranTEC

P. A 3 COLORIFICO
REG MS No 5.9178.0008.001-8

[ COMPOSICAO E FABRICACAO |

“P. A 3 COLORIFICO " Um preparado em pd composto por carotendides vegetais e condimentos colorifico
que confere aos alimentos uma pigmentagao estritamente natural tornando-as desta forma , mais atraentes e
saudaveis.

O processo de fabricagdo do “P. A 3 COLORIFICO " envolve uma rigorosa selegéo de matérias primas e
técnicas recentemente desenvolvidas que possibilita a preservacéo de todas as propriedades das semente
de urucum , potencializando desta forma seus efeitos tintoriais e fixagdo .

O produto é esterilizado por irradiagédo de raios gama , método mais segura e eficiente, reduzindo riscos de
contaminac&o sem que ocorra danos a saude, aprovado pela Organizac&o Mundial do Comércio e pelo Codex
Alimentarius.

[ P. A3 COLORIFICO CONTEM |

Biixina ( urucum) , e farinha de milho.

[ APLICACAO

Produto Indicado Para : panificagdo , snacks, biscoitos, sopas e ragdes.

[ EMBALAGEM E ROTULO |

Embalagem Caixa de 10 Kg com 4 embalagens de
. polietileno atéxico de 2,5 kg cada

Rétulo Contém Colorifico ou corante natural de urucum

[ ASPECTO FISICO QUIMICO

Aspecto Po fino

Cor Alaranjado
Sabor Caracteristico.
Massa Especifica 0,60+ 0,05
Umidade (%) 90+ 10

[ PARA OBTENGAO DA COR AMARELA OU ALARANJADO ]

SISTEMA PRE - MIX: ’
Adicionar 10 kg de “P. A 3 COLORIFICO “ em 90 kg de farinha e agitar em misturador préprio, adicionar de
1.5 a 3.5 kg desta mistura por saco de 50 Kgde produto.

SISTEMA DIRETO: )
Adicionar de 150 a 350 gr. de “P. A 3 CLORIFICO". para cada saco de 50 Kg de farinha ou equivalente
diretamente no misturador ,ou em dgua de processo com agiitaco.

= Certificamos que o P. A 3 Colorifico ndo possui componentes trangénicos ..

PROTEGER DA LUZ, CALOR E UMIDADE / VALIDADE 1 ANO.

RUA JAVAES, 166 - BOM RETIRO - SAO PAULO - SP - TRONCO CHAVE: (11) 3224-0078 - CEP 01130-010
Site: www.corantec.com.br E-mails: atendimento@corantec.com.br - vendas@corantec.com.br
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Anexo 2
Determinacao por HPLC da porcentagem de bixina presente na amostra de

urucum

As condicbes empregadas para a analise do extrato de urucum estao

apresentadas abaixo.

Coluna ODS Analitica - Spherisorb 4,6x250mmx5um
Temperatura da Coluna Temperatura ambiente (25°C)

Detector D.A.D. Shimadzu Modelo SPD - M10AVP
Fase Movel MeOH 80% - H, O 10% - Acetato de Etila 10%
Fluxo da Fase Mével 1 mL/min

Programacao do Gradiente Isocratico

Volume da Amostra 20 uL

Bomba Shimadzu LC-6AD
Comprimento de Onda 190 - 800 nm
Tempo de Analise 20 minutos

O melhor comprimento de onda para analise da bixina no extrato de urucum €
a 350 nm. O tempo de retencdo (min) do Padrao de Bixina foi de 8,911 + 0,008 e o

da amostra de Urucum foi de 8,962 + 0,008.
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Anexo 3

Valores médios + Desvio Padrao (DP) da porcentagem de DNA na cauda (%DNA), do Tail Moment (TM) e do Olive Tail Moment
(OTM) obtidos pelo Ensaio Cometa dos grupos controle, controle do solvente (0,4%DMSO) e urucum.

% DNA ™ OTM

Grupo Média + DP P Média + DP P Média + DP P
Controle 10,5+84 142 +£225 12,2 £ 14,1
Controle solvente 9,2+ 29 > 0,05 148 £+18,3 > 0,05 14,2 +13,6 > 0,05
Urucum
0,2 ug/mL 6,9+42 > 0,05 3547 > 0,05 6,9 + 6,1 > 0,05
0,5 ug/mL 75114 > 0,05 43+3,7 > 0,05 72+25 > 0,05
1,0 ug/mL 95+1,2 > 0,05 8,1+47 > 0,05 98+34 > 0,05

Foram analisados 100 nucleoides/tratamento.

Controle se refere as culturas nao tratadas.

Controle solvente se refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO.

P: teste de Tukey, médias comparadas aos grupos controles e cisplatina (cDDP) (p>0,05).
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Anexo 4
Valores médios + Desvio Padrdo (DP) da porcentagem de DNA na cauda (%DNA), do Tail Moment (TM) e do Olive Tail Moment
(OTM) obtidos pelo Ensaio Cometa dos grupos controle, controle do solvente (0,4%DMSOQO), cisplatina, e pré-tratamento com
urucum e tratamento com 0,1ug/mL de cisplatina.

% DNA ™ OTM
Grupo
Meédia + DP P Média + DP P Média + DP P
Controle 10,5+8,4 142+ 225 12,2+ 14,1
Controle solvente 92+29 >0,05 14,8+ 183 >0,05 142+136 > 0,05
cDDP
0,1 pg/mL 7,9+0,9 > 0,05 35+2.2 > 0,05 7,0+£0,8 > 0,05
0,1 yg/mL + 0,4% DMSO 82+1.3 > 0,05 6,4 + 3,2 > 0,05 11,6 0,9 > 0,05
Urucum+ 0,1ug/mL cDDP
0,2 pg/mL 11,5 +4,6 >0,05 12,2+ 10,9 > 0,05 12,8 +6,9 > 0,05
0,5 pg/mL 88+04 >0,05 85+5,7 >0,05 95+26 >0,05
1,0 yg/mL 12,2+ 10,6 > 0,05 13,4+ 179 > 0,05 145 +14,7 > 0,05

Foram analisados 100 nucledides/tratamento. Controle se refere as culturas nao tratadas.
Controle solvente se refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO.
P: teste de Tukey, médias comparadas aos grupos controles e cisplatina (cDDP) (p>0,05).



Anexo 5

Anexos 111

Valores médios + Desvio Padrdo (DP) da porcentagem de DNA na cauda (%DNA), do Tail Moment (TM) e do Olive Tail Moment
(OTM) obtidos pelo Ensaio Cometa dos grupos controle, controle do solvente (0,4%DMSO) e bixina.

% DNA ™ OoTM
Grupo Média + DP P Média + DP P Média + DP P

Controle 23,3 £6,7 92,0 £22,3 35,0+10,4

Controle solvente 183+100 >0,05 90,5+23,6 > 0,05 29,4+11.2 > 0,05
Bixina

0,05 pg/mL 12,4 £3,0 > 0,05 26,3* + 3,9 < 0,01 15,1+3,3 > 0,05
0,08 pg/mL 8,5+3,3 > 0,05 18,9* £ 3,6 < 0,001 11,2 £5,9 < 0,05
0,10 yg/mL 75" +25 < 0,05 10,1*+0,6 < 0,001 8,1"+23 < 0,01

Foram analisados 100 nucleoides/tratamento.
Controle se refere as culturas ndo tratadas.
Controle solvente se refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO.

P: teste de Tukey, médias comparadas aos grupos controles e cisplatina (cDDP) (p>0,05).
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Anexo 6
Valores médios + Desvio Padrdo (DP) da porcentagem de DNA na cauda (%DNA), do Tail Moment (TM) e do Olive Tail Moment
(OTM) obtidos pelo Ensaio Cometa dos grupos controle, controle do solvente (0,4%DMSO), cisplatina, e pré-tratamento com bixina
e tratamento com 0,1ug/mL de cisplatina.

% DNA ™ OTM
Grupo
Média + DP P Média + DP P Média + DP P
Controle 23,3 £6,7 92,0 £22,3 350+10,4
Controle solvente 18,3 £10,0 > 0,05 90,5 +£23,6 > 0,05 294 +11,.2 > 0,05
cDDP
0,1 pg/mL 16,5 £ 10,1 > 0,05 82,1 £28,4 > 0,05 30,3 £8,1 > 0,05

0,1 pyg/mL + 0,4% DMSO 146 £0,7 > 0,05 85,0 +20,1 > 0,05 282+79 > 0,05

Bixina+ 0,1ug/mL cDDP

0,05 pg/mL 11,3+7,3 > 0,05 249*+11.5 < 0,01 11,6* £ 6,1 < 0,05
0,08 pg/mL 8,5+3,3 > 0,05 17,4 £5,6 < 0,01 10,7* £3,2 < 0,05
0,10 yg/mL 6,4 +20 > 0,05 99" +44 < 0,01 6,1*+0,9 < 0,01

Foram analisados 100 nucledides/tratamento. Controle se refere as culturas nao tratadas.
Controle solvente se refere as culturas tratadas com 0,4% de DMSO.
P: teste de Tukey, médias comparadas aos grupos controles e cisplatina (cDDP) (p>0,05).
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