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RESUMO: O cancer é resultante da divisdao celular rapida e desordenada, podendo se
espalhar para outras regides do corpo. A alta prevaléncia e a gravidade da doenga vém
considerando o cancer como um problema de saude-doenga no mundo todo. O
impacto ocasionado na populacdo vem justificar os enormes esfor¢cos, no meio
cientifico, para elucidar caminhos mais eficazes no enfrentamento da doenga, como
pesquisas envolvendo farmacos. O Acido Alfa Lipoico trata de um farmaco de grande
interesse no meio cientifico devido a sua controversa atuacdo. O objetivo do presente
trabalho foi analisar o efeito anticarcinogénico do Acido Alfa Lipoico, por meio do teste
ETT em Drosophila melanogaster. Para esse teste, foram utilizados o controle positivo
(Doxorrubicina — DXR) e o controle negativo (Agua osmose reversa) e trés
concentracdes do Acido Alfa Lipoico associadas & Doxorrubicina. Em relacio aos
descendentes tratados com AAL em associacdao com a Doxorrubicina, foram verificados
valores menores comparados com o controle positivo. Pode-se concluir que o Acido
Alfa Lipoico, nas presentes concentragdes, foi capaz de reduzir significativamente os
danos causados pela Doxorrubicina, demonstrando efeito modulador da acdo
carcinogénica induzida pelo controle positivo.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidantes. Cancer. Wts.

ABSTRACT: Cancer results from the rapid and disordered cell division and can spread
to other parts of the body. The high prevalence and severity of the disease has
considered cancer as a health-disease problem worldwide. The impact on the
population justifies the enormous efforts in the scientific environment to elucidate
more effective ways to face the disease, such as research involving drugs. Alpha Lipoic

! Trabalho apresentado na area tematica de farmacia 1 - Novas tecnologias e ferramentas para gestao
empreendedora do XV Congresso Mineiro de Ciéncias da Saude, realizado de 5 a 7 de novembro de
2019.
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Acid is a drug of great interest in the scientific community due to its controversial
action. Therefore, the aim of this study was to analyze the anticarcinogenic effect of
Alpha Lipoic Acid by means of the ETT test in Drosophila melanogaster. For this test,
the positive control (Doxorubicin - DXR) and the negative control (Water reverse
osmosis) and three concentrations of Alpha Lipoic Acid associated with Doxorubicin
were used. The descendants treated with AAL associated to Doxorubicin were found to
have lower values when compared to the positive control. It can be concluded that
Alpha Lipoic Acid in the present concentrations was able to significantly reduce the
damage caused by Doxorrubicin, demonstrating modulating effect of the carcinogenic
action induced by the positive control.

KEYWORDS: Antioxidants. Cancer. Wts.

1 INTRODUCAO

O cancer é a segunda causa de morte no mundo, perdendo apenas para as
doencgas cardiovasculares; passou a ser considerado uma das doengas que mais cresce
em numeros no Brasil (PEREIRA- JUNIOR et al., 2018). Estimativas divulgadas pelo
Instituto Nacional do Cancer — INCA, para o biénio no Brasil nos anos de 2018-2019,
indicam uma ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer, para cada ano (INCA, 2018).
De acordo com os autores Rebecca et al. (2017), em todos os locais, a taxa de
incidéncia é de 20 % maior em homens em relagdo as mulheres, evidenciando um
crescimento da taxa geral de mortalidade para essa doenca ao longo do século XX.

Segundo os autores Barrio e Garau (2017), nas regidoes mais desenvolvidas, os
canceres que representam a metade dos novos casos da doenca sdo os canceres de
mama, pulm3o, colo-retal e préstata. Ja nas regides com Indice de desenvolvimento
Humano (IDH) médio, o cancer de es6fago, estdbmago e figado também estdo entre os
mais frequentes. Esses sete tipos representam 62% do total de casos de tumores nas
regioes de IDH alto e médio.

Essa patologia é decorrente da divisdo celular rdpida e desordenada, podendo
se espalhar para outras regides do corpo. As células cancerosas sdao, em geral, mais
volumosas em relagdo as células normais e sdao consideradas imortais (BRASILEIRO
FILHO, 2018; INCA, 2016).

O aparecimento dessa doenca pode ser desencadeado por agentes externos ou
internos ao organismo. Esse ultimo agente relaciona-se a hormonios, capacidade
imunolégica de se defender e hereditariedade. Jd4 os agentes externos incluem o
elevado consumo de alimentos industrializados, sedentarismo, alcoolismo, tabagismo,
excesso de peso, exposicdo a radiagbes, além de outros fatores (ALVES, 2018;
ALMEIDA et al., 2017; MATOS; PELLOSO; CARVALHO, 2010).

Conforme Brasileiro Filho (2018), a alta prevaléncia e a gravidade da doenca
vem considerando o cancer como um problema de saude-doen¢a no mundo todo. O
impacto ocasionado na populagdo vem justificar os enormes esforgos, no meio
cientifico, para elucidar caminhos mais eficazes no enfrentamento da doeng¢a, como
desenvolvimento de pesquisas envolvendo os farmacos.
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O Acido Alfa Lipoico (AAL) trata de um farmaco de grande interesse no meio
cientifico, devido a sua controversa atuac¢do; alguns autores relatam sua agao contra o
cancer, em contrapartida outros relatam sua acdo pré-oxidante (MARINHO, 2016; XU
et al., 2013). Diante desse fato, é de grande relevancia a avaliacdo do mecanismo de
acdo do AAL, a partir de diferentes ensaios com organismos modelos distintos. Para
tanto, ressalta-se a utilizacdo da D. melanogaster para a avaliacdo do efeito
anticarcinogénico desse composto, por meio do teste para detec¢ao de clones de
tumores epiteliais (ETT).

Para Nepomuceno (2015), a Drosophila melanogaster, inseto também
conhecido por mosca da fruta, enquadra-se perfeitamente em pesquisas genéticas. Os
autores Félix et al. (2017) e Mora et al. (2014) descrevem a mosca da fruta como um
modelo bem estabelecido devido ao seu curto ciclo de vida e mapeamento genético e
com um custo menor em comparag¢ao a outros modelos mais complexos.

O objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito anticarcinogénico do Acido
Alfa Lipoico, por meio do teste para deteccdo de clones de tumores epiteliais em
Drosophila melanogaster.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 COMPOSTOS QUIMICOS
2.1.1 Doxorrubicina (DXR)

O Cloridrato de Doxorrubicina (DXR), com férmula molecular C,7H,901,HCI (CAS
25316-40-9), é uma antraciclina com atividade quimioterapica, classificado como
agente citotéxico. Esse medicamento é derivado do fungo Streptomyces peucetius
(CANDIDO, 2018; SANTOS, 2018; SANTOS; SILVA; ORSOLIN, 2018). E um farmaco que
estad presente no mercado com varios nomes comerciais, entre eles Adriblastina’ RD,
fabricado e embalado por Activis Italy S.p — Nerviano, Mildo/Itdlia e registrado,
importado e distribuido por Pfizer Laboratério Ltda. E apresentado sob forma de
ampolas de 50mg, com os seguintes compostos em sua constituicdo: cloridrato de
Doxorrubicina, manitol e lactose. Em todos os experimentos foram utilizados 25mL de
agua de osmose reversa como solvente para diluir 0,03538g de Doxorrubicina,
resultando em uma concentracdo de 0,4mM. A DXR sera o controle positivo (SILVA et
al., 2017).

2.1.2 Acido Alfa Lipoico

O Acido Alfa Lipoico (AAL), também conhecido como Acido Tidctico ou
simplesmente como Acido Lipoico (AL), é um dissulfeto natural. Esse composto
apresenta dois enantiomeros R ou S. Pelo processo de reducdo, essa molécula é
convertida para Acido Dihidrolipoico (DHLA) (TORRES, 2017; ALMEIDA, 2016;
ANDRADE, 2013). Possui férmula molecular CgH1401,S,, massa molar 206,33g.mol™
(CAS 1077-28-7). O farmaco estd presente no mercado com varios nomes comerciais,
entre eles Thioctacid® , o gual é vendido em forma de capsulas e comprimidos de
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600mg pela empresa Bayer. Foram utilizadas 03 concentracdes do Acido Alfa Lipoico
(0,5mM; 1,0mM e 2,0mM) associadas a Doxorrubicina, sendo diluidas em &agua de
osmose reversa. O Controle negativo utilizado foi 4gua de osmose reversa.

2.2 ETT - TESTE PARA DETECCAO DE CLONES DE TUMOR EPITELIAL EM Drosophila
melanogaster

2.2.1 Cruzamento e tratamentos

Para obtencdo de larvas trans-heterozigotas, machos mwh foram cruzados com
fémeas virgens wts, TM3, Sb* (Nepomuceno, 2015). A linhagem wts foi disponibilizada
pelo Bloomington Drosophila Stock Center, da Universidade de Indiana nos Estados
Unidos (USA), registrada sob o seguinte nimero: Bloomington/7052.

Larvas de 72 horas foram transferidas para frascos contendo 1,5g de puré de
batata da marca Yoki® alimentos S.A. (Spand et al., 2001), hidratado com 5mL de
diferentes concentracdes de Acido Alfa Lipoico (0,5; 1,0 e 2,0 mM), associadas a
Doxorrubicina. Foram incluidos dois controles: (i) controle negativo (dgua de osmose
reversa) e (ii) controle positivo (Doxorrubicina, DXR 0,4 mM).

As larvas ficaram expostas aos agentes quimicos por um periodo croénico de 48
horas, até sofrerem metamorfose para pupa. As moscas que emergiram foram
coletadas e armazenadas em frascos contendo etanol 70%.

2.2.2 Analise das moscas

Foram analisadas as moscas emergentes que apresentaram pelos longos e
finos, por serem portadoras do gene wts, com o balanceador cromossémico (TM3, SbY)
ausente. Os individuos foram transferidos para uma placa escavada contendo glicerol,
onde foram analisadas em microscépio estereoscopico (Bel® Photonics), para
visualizacdo e contagem de tumores. A presenca de tumores foi avaliada e registrada
em uma planilha padrao.

2.2.3 Andlise estatistica

As diferencas estatisticas entre as frequéncias de tumores no grupo
experimental (nas concentracdes testadas) e nos controles (negativo e positivo) foram
calculadas utilizando-se o teste U, ndo paramétrico, de Mann-Whitney, empregando o
nivel de significancia a=0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a necessidade de um elevado nimero de individuos para a analise
estatistica, foi realizado o teste de toxicidade do Acido Alfa Lipoico associado a
Doxorrubicina. O gréfico 1 mostra o resultado obtido: foi verificada elevada taxa de
sobrevivéncia de moscas que atingiram a fase adulta e menor taxa de mortalidade;
acima de 90 % para os dois controles (negativo e positivo) e das trés diferentes
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associacdes de DXR e AAL. Esses dados validaram a utilizacdo das trés concentragées
(0,5; 1,0 e 2,0mM) para o teste de deteccdo de clones de tumores epiteliais. Dessa
forma, a associagdo nao se mostrou tdxica nas concentragdes em estudo.

Grafico 1: Taxa de mortalidade e sobrevivéncia de Drosophila melanogaster expostas
ao controle negativo (agua de osmose reversa), ao controle positivo (Doxorrubicina) e
trés concentracoes de AAL associada a DXR (0,5 mM; 1,0mM e 2,0 mM).

1009 2% 100% 94,00% 90% 100,00%
80%
60%
40%
2009 B89 0 10%
20% 0 0% ,00% 00%
094 | | -
o
Agua DXR 0,5mM 1,00mM 2,00mM

B Taxa de sobrevivente B Taxa de mortalidade

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Pelo teste ETT, foi possivel verificar a frequéncia de tumores nos diferentes
segmentos do corpo da Drosophila melanogaster em individuos tratados com
diferentes concentrac¢des da associacdo do AAL com a Doxorrubicina, além do total de
tumores encontrados nos controles positivo (DXR 0,4 mM) e negativo (agua de osmose
reversa). Os resultados obtidos estdo mostrados na tabela 1.

No controle negativo, foi observada frequéncia de 0,026 tumores nas moscas.
Esse baixo valor foi semelhante aos das pesquisas dos autores Magalhdes, Maciel e
Orsolin (2017), que obtiveram uma frequéncia baixa de tumores (0,19) em Drosophila
melanogaster; descrevem que essa reduzida inducdo do controle negativo se da pela
predisposicdo genética que as moscas tém de desenvolver tumores.

Nos individuos tratados com DXR isolada, na concentracdao de 0,4mM (controle
positivo) foi obtida frequéncia de 11,14 de tumores, frequéncia estatisticamente
significativa quando comparada ao controle negativo. Tais dados comprovam que o0s
descendentes carregam o gene wts e que este se encontra ativo nos individuos. Amato
(2018) e Silva e Gomes (2017) também evidenciaram, em seus estudos, aumentos
significativos nas frequéncias de tumores ao utilizarem a Doxorrubicina como controle
positivo.

Nos descendentes tratados com Acido Alfa Lipoico associado a Doxorrubicina,
foram observadas frequéncias totais de 8,58, 7,75 e 4,56 nas concentracdes de 0,5; 1,0
e 2,0 mM, respectivamente; foi observada reducao dose dependente estatisticamente
significativa da frequéncia de tumores induzida pelo controle positivo. Tais resultados
evidenciam que o AAL nas concentracdes testadas apresentou efeito modulador dos
danos induzidos pelo mutageno Doxorrubicina em células somaticas de Drosophila
melanogaster.

Sabe se que os antioxidantes tém efeito primordial na reducdo de danos do
estresse oxidativos pela neutralizagdo dos radicais livres. O Acido Alfa Lipoico é um
exemplo de droga antioxidante, com importante sistema redox intramolecular
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(SPAGNOL, 2015; ZIMMERMANN; KIRSTEN, 2008). Devido a isso, pode-se explicar a
diminuicdo dos niveis de tumores ao se associar esse composto com a Doxorrubicina.

Os dados obtidos na presente pesquisa corroboram o estudo realizado pelos
autores Vale et al. (2003), que analisaram a infusdo intracarotidea do Acido Alfa
Lipoico nas concentracdes (3,03mM e 6,06mM) em ratos Wistar pelo método
espectrofotométrico; na primeira concentracao, houve uma reversao parcial de ondas
de amplitude e foram estatisticamente significativa; foi verificada uma acgdo
antioxidante tardia. Na concentracdo 6,06mM, houve um aumento da amplitude
média absoluta. Observaram que as duas doses apresentaram um efeito antioxidante,
porém, na menor concentra¢do, houve um efeito menor em comparagao com a
concentragdo maior, o que demonstra um efeito dose dependente. Ainda ressaltam
que o efeito antioxidante desse composto pode ser devido a reducdo do AAL a Acido
Dihidrolipoico (forma reduzida), que participou ativamente do mecanismo de
regeneracdo da Glutationa (GSH), agente neutralizador que tem como funcdo a
desativacdo dos radicais livres.

Esse mesmo estudo de Vale et al. (2003) vem ao encontro da pesquisa dos
autores Tian et al. (2013). Ao pesquisarem os niveis de Glutationa em ratos com
esteatose, induzidos por lipopolissacarideos e tratados com o Acido Alfa Lipoico na
concentragdo de 60mg/kg, concluiram que o AAL possivelmente restaura o GSH ou o
sistema antioxidante.

O autor Sakai (2018) investigou o efeito protetor do Acido Alfa Lipoico frente a
lesdo hepatica induzida por Dapsona (DDS). A DDS é um medicamento indutor de
radicais livres em células hematoldgicas. O referido autor verificou que o pos-
tratamento em ratos machos com o AAL nas concentragdes de 12,5mg/kg e 25mg/kg
pelo método TEAC (Capacidade antioxidante total equivalente ao TROLOX) apresentou
reversdo significativa (p<0,05), resultando em um efeito antioxidante. Além disso,
verificou também que esse composto é capaz de inibir a producdao de Malondialdeido
(MDA) no figado, induzida pelo tratamento com DDS, mostrando que o Acido Alfa
Lipoico tem propriedade protetora, estimulando o sistema antioxidante enzimatico
e/ou ndo enzimatico.

Os autores Portari et al. (2017) também analisaram camundongos que
receberam uma dose diria de 100mg/kg de Acido Alfa Lipoico em 6leo de soja como
veiculo. Observaram o beneficio da suplementacdo desse medicamento em termos de
estresse oxidativo, percebido pelo aumento de tidis ndo proteico e vitamina E no
processo de peroxidacdo lipidica.

Assim, os dados obtidos no presente trabalho corroboram os estudos dos
autores em questdo, verificando a capacidade do Acido Alfa Lipoico de atuar com
efeito antioxidante, além da sua atua¢do em associacdo com outras substancias na
melhoria de condi¢Ges patoldgicas, frente ao seu efeito protetor.

4 CONCLUSOES
Com base nos resultados obtidos e nas condi¢des experimentais delineadas

nesse estudo, pode-se concluir que o Acido Alfa Lipoico nas presentes concentracdes
foi capaz de reduzir significativamente os danos causados pela Doxorrubicina,
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demonstrando efeito modulador da acdo carcinogénica induzida por DXR. Em
conformidade com a literatura consultada, o AAL agiu como um agente antioxidante,
de maneira dose dependente. Entretanto, faz-se necessaria a realizacdo de mais
pesquisas para se analisar a extensdo da acdo antioxidante desse composto.
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Tabela 1. Frequéncia de clones de tumores epiteliais observada em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de
tumor wts, tratadas com controle negativo (Agua ultrapura), controle positivo (DXR, Doxorrubicina 0,4AmM) e trés diferentes
concentracdes de Acido Alfa Lipoico (AAL, 0,5mM; 1,0mM e 2,0mM) associados a Doxorrubicina.

N. de Frequéncia de tumores analisados (total de tumores/moscas)
Tratamento Moscas Olhos Cabega Asas Corpo Pernas Halteres Total

AAL DXR (N)

0 0 150 0,00 (00) 0,00 (00) 0,006 (01) 0,00 (00) 0,02 (03) 0,00 (00) 0,026 (04)

0 0,4 mM 150 0,13 (20) 1,10 (165) 4,96 (745) 2,50 (375) 1,90 (286) 0,53 (80) 11,14 (1671)*
05mM  0,4mM 150 0,07 (11) 0,30 (45) 3,26 (490) 1,28 (193) 3,30 (495) 0,35 (53) 8,58 (1287)**
1,0 mM 0,4 mM 150 0,004 (07) 0,15 (23) 3,18 (478) 0,99 (149) 2,90 (446) 0,40 (60) 7,75 (1163)**
20mM  0,4Mm 150 0,004 (07) 0,08 (12) 2,24 (337) 0,84 (126) 1,18 (178) 0,16 (24) 4,56 (684)**

Diagndstico estatistico de acordo com o Teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p < 0.05
* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0.05).

** Valor considerado diferente do controle positivo (p < 0.05).

DXR, doxorrubicina.
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