UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Faculdade de Veterinaria
Programa de P6s-Graduacgédo em Veterinaria

<//;EDE/M(
w4 <.
SMA ;s\
[%) [ e
o m
w —
>V qo
2

~
D ey @

~
RS TBRAS™

Dissertacao

Atividade da Paraoxanase 1 em cdes submetidos a terapia antineoplasica e

avaliacdo do balan¢o oxidativo e parametros hematopoiéticos de ratas

submetidas a carboplatina e tratadas com extrato aquoso de Triticum aestivum
e Hibiscus rosa-sinensis

Gustavo Forlani Soares

Pelotas, 2016



Gustavo Forlani Soares

Atividade da Paraoxanase 1 em cées submetidos a terapia antineoplasica e
avaliacdo do balanco oxidativo e parametros hematopoiéticos de ratas
submetidas a Carboplatina e tratadas com extrato aquoso de Triticum

aestivum e Hibiscus rosa-sinensis

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Veterinaria da Faculdade de
Veterindria da Universidade Federal de
Pelotas, como requisito parcial a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias (4rea de
concentracdo: Sanidade Animal).

Orientadora; Prof.2 Dr.2 Marcia de Oliveira Nobre

Co-orientadora: Dr.2 Anelize de Oliveira Campello Félix

Pelotas, 2016



Dados de catalogac¢éo na fonte:
Ubirajara Buddin Cruz — CRB 10/901

Biblioteca de Ciéncia & Tecnologia - UFPel

S676a

Soares, Gustavo Forlani

Atividade da Paraoxanase 1 em cées submetidos a terapia
antineoplasica e avaliagcdo do balanco oxidativo e parametros
hematopoiéticos de ratas submetidas a carboplatina e tratadas
com extrato aquoso de Triticum aestivum e Hibiscus rosa-sinensis
/ Gustavo Forlani Soares. — 71f. ; il. — Dissertagdo (Mestrado).
Programa de Pés-Graduacdo em Veterinaria. Universidade
Federal de Pelotas. Faculdade de Veterinéria. Pelotas, 2016. —
Orientadora Méarcia de Oliveira Nobre ; coorientadora Anelise de
Oliveira Campello Félix.

1.Veterinaria. 2.Hibisco. 3.Mieloprotecéo. 4.Neoplasma.
5.Platinados. 6.Trigo. 7.Caes. |.Nobre, Marcia de Oliveira
Nobre. II.Félix, Mércia de Oliveira Nobre. Ill.Titulo.

CDD: 636.7




Gustavo Forlani Soares

Atividade da Paraoxanase 1 em cées submetidos a terapia antineoplasica e
avaliagdo do balanco oxidativo e parametros hematopoiéticos de ratas submetidas a
Carboplatina e tratadas com extrato aquoso de Triticum aestivum e Hibiscus rosa-
sinensis

Dissertacao aprovada como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias, Programa de PoOs-Graduacdo em Veterindria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 24/02/2016

Banca examinadora:

Prof.2 Dr.2 Marcia de Oliveira Nobre (Orientadora)
Doutora em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul

MV. Dr.2 Anelize Campello de Oliveira Félix
Doutora em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Anténio Sérgio Varela Junior
Doutor em Aquicultura pela Universidade Federal de Pelotas

MV. Dr.2 Mariana Teixeira Tillmann
Doutora em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal de Pelotas



Agradecimentos

A minha mae, por sempre considerar minha formacdo como prioridade
maxima em sua vida.

A Marcia de Oliveira Nobre, por me ter aberto as portas da pds-graduacio,
assim como pela paciéncia, orientacdo pessoal e cientifica durante todo esse
periodo.

Ao Casal Félix, pela amizade e contribuicao cientifica.

A todos os integrantes do ClinPet pelas diversas formas de apoio.

A CAPES, pela bolsa e fomento a pesquisa.

Por fim, agradec¢o aos animais que doaram seu bem maior para a realizagao

deste estudo.



“Long you live and high you fly and smiles you will give and tears you will cry
and all you touch and all you see is all your life will ever be”
(WATERS, R.; GILMOUR, D; WRIGTH, N., 1973).



Resumo

FORLANI, Gustavo Soares. Atividade da Paraoxanase 1 em pacientes
oncolégicos caninos submetidos a terapia com agentes antineoplésicos e
avaliacdo do balanco oxidativo e parametros hematopoiéticos de ratas
submetidas a Carboplatina e tratadas com extrato aquoso de Triticum
aestivum e Hibiscus rosa-sinensis. 2016. 71f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)
- Programa de P0s-Graduagdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Os neoplasmas estao entre as afec¢cdes de maior importancia na medicina humana
e veterinaria. Entre as diretrizes terapéuticas mais utilizadas esta a administracao de
agentes antineoplasicos como a carboplatina, a qual é eficaz no tratamento de
carcinomas, entretanto possui efeitos colaterais, como a mielossupressao e a
liberacdo excessiva de radicais livres. Nesse contexto, objetivou-se avaliar o balanco
oxidativo de caes submetidos a quimioterapia, assim como a utilizacdo dos extratos
aguosos de Triticum aestivum (trigo) e de Hibiscus rosa-sinensis (HRS) como
adjuvante na terapia antineoplasica com carboplatina em modelo murino. Para
avaliacdo do balanco oxidativo em caninos foram selecionados oito caes, quatro
com cancer e quatro higidos, sendo mensurada a atividade da Paraoxanase 1
(PON1) no momento que antecedeu a aplicacdo do agente antineoplasico (dia 0) e
sete dias ap6s a aplicacdo (dia 7). Foi constatado que no dia zero os pacientes
oncolégicos caninos (G1) apresentaram menor atividade da PON1 do que os caes
do (G2) (p<0,05), além disso, a atividade dessa enzima foi ainda mais comprometida
apos a administracdo de farmacos antineoplasicos (p<0,05), sugerindo a
necessidade de administracdo de compostos antioxidantes para esses pacientes.
Para avaliar o potencial dos extratos aquosos de trigo e HRS como adjuvantes na
terapia antineoplasica, foram utilizadas 48 ratas, aleatoriamente distribuidas em seis
grupos: G1 - testemunha tratado com solucéo fisiolégica; G2 - controle tratado com
solucéo fisioldgica; G3 - tratado com 100 mg/kg de extrato aquoso de trigo; G4 -
tratado com 400 mg/kg de extrato aquoso de trigo; G5 - tratado com 125mg/kg de
extrato aquoso de HRS; e G6 - tratado com 250mg/kg de extrato aquoso de HRS.
Administrou-se 300 mg/m?2 de carboplatina por via intraperitoneal no dia 0 nos
grupos G2, G3, G4, G5 e G6, enquanto o G1 recebeu 1mL de solugéo fisiolégica
pela mesma via. Os animais foram tratados diariamente durante 21 dias por
gavagem orogastrica de acordo com seu grupo experimental. Foi coletado sangue
dos animais para realizacdo de hemograma e avaliacdo dos parametros bioquimicos
alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, ureia e creatinina nos dias trés, sete e
21, com a avaliagdo da atividade da Paroxanase 1 no dia trés. No dia 21 foi
realizada a eutanasia das ratas e coletado aspirados da medula 6ssea para
realizagdo do mielograma e fragmentos do rim e do figado para analise histologica.
Os efeitos adversos da carboplatina foram confirmados pelas alteragdes observadas
no G2 quando comparado ao G1. Foram observados resultados promissores com



relacdo ao balanco oxidativo no G3, G4, G5 e G6, devido aos animais desse grupo
apresentarem atividade da PON1 superior ao G2 (p<0,05). Os mesmos grupos
apresentaram contagem de leucécitos totais superiores ao G2, sendo
significativamente superior no G4, G5 e G6 no dia 21 (p<0,05). Os mielogramas dos
animais tratados com extratos vegetais ndo apresentaram as evidentes alteracbes
de parametros que foram observadas no G2 (queda de células eritrides e aumento
de neutrofilos segmentados e promieldcitos) (p<0,05), indicando uma compensacao
do efeito da carboplatina. Os parametros bioquimicos e histopatolégicos avaliados
encontravam-se dentro do esperado para espécie em todos 0s animais. Nas
condicbes deste estudo, os extratos aquosos de trigo e Hibiscus rosa-sinensis
mostraram-se seguros nas doses utilizadas e uteis no tratamento da
mielossupressdo e liberacdo excessiva de radicais livres induzidas pelo farmaco
carboplatina.

Palavras-chave: hibisco; mieloprotecdo; neoplasma; platinados; trigo



Abstract

FORLANI, Gustavo Soares. Paraoxanase 1 activity in canine cancer patients
undergoing therapy with antineoplastic agents and evaluation of the oxidative
balance and hematopoietic parameters of rats subjected to Carboplatin and
treated with aqueous extract of Triticum aestivum and Hibiscus rosa-sinensis.
2016. 71f. Dissertation (Master degree in Sciences) — Programa de Pos-Graduacao
em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2016.

Cancer is one of the most important diseases in human and veterinary medicine.
Among the most commonly used therapeutic guidelines is the administration of
anticancer agents such as carboplatin, which is effective in treating carcinomas, but
has side effects such as myelosuppression and excessive release of free radicals.
This study proposed to assess the oxidative balance of dogs undergoing
chemotherapy, as well as the use of aqueous extracts of wheat and Hibiscus rosa-
sinensis (HRS) as adjuvants to antineoplastic therapy with carboplatin in rats. To
assess the oxidative balance of dogs, eight animals were selected, four cancer
patients and four healthy witnesses, and the seric Paraoxanase 1 (PON1) activity
was measured before and after the application of antineoplastic agents. Cancer
patients were found to exhibit lower activity of PON1 (p<0.05), furthermore, the
activity of this enzyme was further compromised after the administration of anticancer
drugs (p<0.05). To assess the potential of aqueous extracts of wheat and HRS as
adjuvants in antineoplastic therapy, 48 rats were randomly divided into six groups:
G1 - witness treated with saline solution; G2 - control treated with saline solution; G3
- treated with 100 mg/kg of wheat aqueous extract; G4 - treated with 400 mg/kg of
wheat aqueous extract; G5 - treated with 125mg/kg of HRS aqueous extract; and G6
- treated with 250 mg/kg of HRS aqueous extract. Three hundred mg/m2 of
carboplatin was administered intraperitoneally on day zero in groups G2, G3, G4, G5
and G6, while the G1 received 1mL of saline. The animals were treated daily for 21
days by orogastric gavage according to their experimental group. Blood samples
were collected from animals for CBC, and blood biochemistry on days three, seven,
and 21, Paroxanasel was assessed on day three. On day 21 the animals were
euthanaized and bone marrow, kidney, liver tissues were collected. The adverse
effects of carboplatin were confirmed by the changes observed in G2 when
compared to G1. Promising results were observed with respect to the oxidative
balance in G3, G4, G5 and G6. Animals in these groups present activity of the PON 1
higher than the G2 (p <0.05). The same groups had higher counts of total leukocytes
than G2, being significantly higher in G4, G5, and G6 on day 21 (p <0.05). The
myelograms of animals treated with plant extracts did not show the overt parameter
changes that were observed in G2 (reduction of erythroid cells and increased
segmented neutrophils and promyelocytes) (p<0.05), indicating a compensation of
the effect of carboplatin . Biochemical and histopathological parameters were within



the expected range for the species in all animals. In our study, the agqueous extracts
of wheat and HRS proved to be safe at the doses used and useful in the treatment of
myelosuppression and excessive release of free radicals induced by the drug
carboplatin.

Keywords: myeloprotection; neoplasma; paraoxanase 1; phytotherapic; platinum
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1 Introducéo

A relacdo entre a espécie humana e os animais tém se estreitado cada vez
mais, essa aproximagdo propiciou 0 progresso da medicina veterinaria e
consequentemente a expectativa de vida de cdes e gatos. Atrelado a isso esta o
aumento da prevaléncia de doencas tipicas de animais idosos, tais como 0s

neoplasmas malignos (cancer).

Cancer € o nome dado a um conjunto de doencas que geram uma
proliferacdo celular acelerada e descoordenada (INCA, 2016). Entre as principais
causas que originam processos neoplasicos destaca-se a alteracdo do genoma
celular, afetando a expressao de genes que controlam o crescimento e diferenciacao
celular (BOS, 1989), estresse oxidativo e a capacidade do organismo em reparar
essas alteragcbes (PANIS et al.,, 2012). No Brasil, a diretriz terapéutica mais
empregada em tumores nao ressecaveis, hematopoiéticos e na prevencado de
metastases é a administracdo de farmacos antineoplasicos sistémicos.

O uso de agentes antiblasticos, como a carboplatina, sdo imprescindiveis
para a oncologia, entretanto seu uso possui diversos efeitos colaterais como a
mielossupressdo, estresse oxidativo e ototoxicidade (WHEATE et al.,, 2010;
CASSALI et al., 2014). Para atenuar esses efeitos é de consenso a necessidade de
uso de substancias antioxidantes e imunoprofilaticas nesses pacientes (CONKLIN,
2004). Entre as substancias com esses potenciais aparecem 0s extratos vegetais.
Buscando encontrar novos recursos que atuem como adjuvante na terapia
antineoplasica, desenvolveu-se este estudo com Triticum aestivum (trigo) e Hibiscus
rosa-sinensis (HRS); plantas estas que ja vem sendo pesquisadas pelo grupo de
Clinica Pesquisa e Extensédo em Clinica Médica de Pequenos Animais (ClinPet). O
trigo € rico em compostos com efeito benéfico para esses pacientes, tais como
compostos fendlicos e flavonoides, enquanto o HRS apresenta em sua constituicao
antocianinas, fitoquimico com potencial antioxidante (MOHAN et al., 2013; OZKOL et
al., 2015).
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Assim foi desenvolvido este estudo com as seguintes hipoteses: a terapia
com farmacos antineoplasicos afeta o balanco oxidativo dos caes; e que o uso de
extratos aquosos de trigo e hibisco possuem potencial adjuvante ao tratamento
oncoldgico como antioxidante e mieloprotetor. Tendo como obijetivo:

- Avaliar o balanco oxidativo, através da mensuracdo da atividade da Paraoxanase
1, em pacientes oncolégicos caninos submetidos a terapia com farmacos
antineoplasicos;

- Mensurar o potencial mieloprotetor assim como o balango oxidativo em modelo
murino submetido ao farmaco carboplatina e tratados com extrato aquoso de trigo e
hibisco;

- Avaliar possiveis alteracdes bioquimicas e histopatoldégicas que sugiram
nefropatias e/ou hepatopatias provenientes do uso da carboplatina, assim como o
efeito terapéutico dos extratos frente a essas possiveis alteracdes.

Desta forma a apresentacdo dessa dissertacdo consta de uma reviséo
bibliografica abordando o tema referente a influéncia dos farmacos antineoplasicos
no balanco oxidativo e potencial terapéutico do trigo e do hibisco. Em sequéncia o
desenvolvimento dos estudos, propostos para elucidar os objetivos, que resultaram
na estruturacdo de trés artigos. Primeiramente o artigo que se refere a espécie alvo
“Atividade da Paraoxanase 1 em pacientes oncoloégicos caninos submetidos a
terapia com farmacos antineoplasicos” o qual foi a base da proposta dos outros dois
artigos; Efeitos da terapia antineoplasica com carboplatina sobre o balanco oxidativo
e parametros hematopoiéticos, de ratas tratadas com extrato aguoso de Triticum
aestivum e Ac¢do do extrato aquoso de Hibiscus rosa-sinensis sobre a atividade da
enzima Paraoxanase 1 e parametros hematopoiéticos, renais e hepaticos de ratas
tratadas com carboplatina. A meta desses estudos foi o desenvolvimento de
possiveis formulagdes farmacologicas com atividades de interesse ao paciente

neoplasico tais como mieloprotecao e antioxidante.



2 Revisado da literatura

Cancer e modalidades terapéuticas

O Céncer pode ser definido como um conjunto de doengas que geram uma
multiplicacéo celular desordenada que nao cessa mesmo depois de interrompido o
estimulo que a originou. Essa propagacado celular costuma gerar massas tumorais
gue podem apresentar caracteristicas benignas ou malignas (cancer), ou disturbios
hematopoiéticos (PUI et al., 2006; INCA, 2016). Entre as principais causas que
originam processos neoplasicos destaca-se a alteracdo do genoma celular, afetando
a expressao de genes que controlam o crescimento e diferenciacdo celular (BOS,
1989), estresse oxidativo (PANIS et al., 2012) e a capacidade do organismo em
reparar essas alteracdes (INCA, 2016).

Os neoplasmas séo consideradas uma das afec¢des de maior importancia na
salde humana e animal. Mesmo com grandes investimentos em pesquisa e
tratamentos, no ano de 2012 foram estimados 14,1 milhdes de novos casos e 8,2
milhdes de mortes em decorréncia do cancer no mundo. Sendo os mais frequentes
os pulmonares, mamarios e colorretais, estando os pulmonares, hepaticos e
gastricos citados como os de pior prognéstico (OTIS et al., 2011; FERLAY et al.,
2015). Na medicina veterinaria, embora ndo haja um estudo global sobre a
casuistica de pacientes com cancer, estima-se que a rotina oncoldgica represente
4% de todos os atendimentos, sendo 0s neoplasmas mamarias, mastocitomas e

urogenitais os mais prevalentes (DE NARDI et al., 2002).

A terapia antineoplasica na medicina veterinaria apresenta-se em constante
aprimoramento, grande parte desse progresso deve-se ao avango nas técnicas
diagnosticas, aprimoramento de cirargicas de exérese tumorais, radioterapia e
emprego de farmacos antineoplasicos. A exérese tumoral aliada a margem de
seguranca apropriada € a principal conduta terapéutica para a maioria dos tumores
solitarios, entretanto h& excec¢des tais como o carcinoma inflamatério mamario
(CASSALI et al.,, 2014) onde a radioterapia pode ser empregada, apresentando
resultado satisfatorio (MARCONATO et al., 2009), todavia ainda é demasiadamente
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restrita a alguns centros no Brasil. Sendo assim, agentes quimioterapicos como a
doxorrubicina, gencitabina e a carboplatina, como agente Unico ou associada ao
anti-inflamatoério piroxicam, sdo as principais modalidades terapéuticas empregadas
(CASSALI et al., 2014). Os tumores hematopoiéticos como o linfoma também séao
prioritariamente tratados com agentes antiblasticos, apresentando significativo
aumento da qualidade de vida e sobrevida dos pacientes tratados, em especial para
0s subtipos de baixo e médio grau (VALLI et al.,, 2013). Hemangiossarcomas
localizados no baco e no coragcdo também obtiveram melhores indices de remissao
quando a quimioterapia com doxorrubicina, vincristina e/ou ciclofosfamida foram
associadas a resseccdo da massa (WEISSE et al., 2005), resultado também
observado em osteossarcomas e adenocarcinomas de glandula apdcrina, quando a
carboplatina foi associada a exérese tumoral (LANE et al.,, 2012; WOUDA et al.,
2013).

Devido a patogenia, apresentacdo e a agressividade do cancer ser
extremamente ampla, diversos grupos de farmacos antineoplasicos sdo empregados
dependo do tipo, localizacdo e estagio da doenca, assim como das particularidades
do paciente. Esses grupos sdo divididos em agentes alquilantes, antimetabdlicos,
inibidores de topoisomerase, antibidticos citotdxicos, inibidores mitéticos,
enzimaticos, anticorpos monoclonais, hormonais e complexos de coordenacdo de
platina. Devido ao uso crescente dos complexos platinados por sua eficacia frente as
principais neoplasmas que acometem cées e gatos, optou-se por desenvolver este
estudo, com a carboplatina, que estd classificada dentro dos farmacos
antineoplasicos platinados, com acdo analoga aos alquilantes (CONKLIN, 2004;
WHEATE et al., 2010).

Farmacos antineoplasicos platinados.

Os farmacos que compreendem o grupo dos platinados sao assim
denominados pela sua composi¢céo baseada em coordenagao com a platina. Esses
agentes sdo denominados alquilantes devido ao seu potencial citotdxico ser
proporcionado por sua capacidade de transferir um grupo alquila para grupos
eletronegativos do DNA celular. A alquilacdo de maior importancia ocorre no N-7 da
guanina, base participante de todo ciclo celular, dificultando assim a multiplicacao
celular. Além disso, esses farmacos promovem a apoptose de células irreparaveis

devido a identificacdo da lesdo pela proteina citoplasmatica 53. Os principais
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representantes dos compostos coordenacéo de platina sdo cisplastina, carboplatina
e oxaliplatina (WHEATE, 2010).

A Cisplatina (CIS) [cis-diamminedichloridoplatinum] foi descrita ha mais de
150 anos, entretanto, apenas nas Ultimas trés décadas, foi reconhecida como um
potente agente antitumoral (NISHIKAWA et al., 2001). Seu principal sitio de ligacédo
€ 0 N-7 da guanina, acarretando na formacdo de ligacbes cruzadas intra e
interfilamentares. Essas ligacdes aliadas as mutacdes no DNA interferem na
replicacdo e transcricdo celular, propiciando a inibicdo seletiva da sintese de DNA,
aumentando assim a taxa de reparo do mesmo e de apoptose de células néo
reparaveis (WANG; LIPPARD, 2005). Seu emprego na medicina veterinaria destaca-
se nos canceres geniturinarios (KNAPP et al.,, 2013) e carcinomas escamosos
(TAMZALI et al., 2011). Embora sua eficacia antineoplasica seja satisfatoria em
caninos, equinos e humanos, seu uso vem sendo gradativamente substituido por
platinados de geracBes superiores em funcdo de sua eficicia ser dose dependente,
implicando em importantes efeitos colaterais tais como nausea, émese,
mielossupressdo, ototoxicidade, nefrotoxicidade e neurotoxicidade (HANIGAN;
DEVARAJAN, 2003; WHEATE et al., 2010). Sendo, inclusive, utilizada em estudos
experimentais para induzir os efeitos adversos supracitados (HUSAIN et al., 2001;
SANTOS, 2008; KENWARD et al., 2014).

A carboplatina (CAR) [cis-diammine(1,1-cyclobutanedicarboxylate)platinum(ll)]
€ um agente antineoplasico platinado de segunda geracédo, tendo como principal
vantagem em relacdo a cisplatina a sua toxicidade reduzida devido a substituicdo da
ligacdo do dicloreto com a 1,1-cyclobutanedicarboxylate; permitindo que sua ligagéao
com agua e nitritos ocorra de maneira mais lenta. Atualmente € um farmaco
amplamente utilizando tanto na medicina humana quanto veterinaria (CASSALI et
al., 2014; Ji et al., 2015). Na medicina humana seu emprego é recomendado contra
neoplasmas de células pequenas de pulméo, carcinoma craniano e cervical e
neoplasmas ovarianos (MCKEE et al., 2015). Enquanto na medicina veterinaria seu
emprego destaca-se em carcinomas hepatocelulares (GOUSSEV, 2015),
carcinomas mamarios (CASSALI et al., 2014), mesoteliomas pleurais (SPARKES et
al., 2005), linfomas (GILLEM et al., 2015).

Além de sua alta eficacia contra diversos neoplasmas, a CAR ainda se
apresenta como um importante antineoplasico na medicina felina, ao contrario da

cisplatina que é altamente tdxico para a espécie (KNAPP et al.,, 2013). Outra
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vantagem é sua versatilidade terapéutica, haja vista que a mesma pode ser
associada com outros farmacos antineoplasicos como a doxorrubicina (BAILEY et
al., 2003), gencitabina (CASSALI et al., 2014), citarabina (GILLEM et al., 2015)
sendo também viavel seu emprego por via intratumoral. Os efeitos adversos mais
marcantes do uso da carboplatina sdo sua acdo imunossupressora e oxidante
(HUSAIN et al., 2001), sendo bastante comum a presenca de leucopenia,
neutropenia, trombocitopenia e ototoxicidade, podendo causar perda parcial ou
completa da audicdo em humanos (BAUER et al.,, 1992) e ratos (HUSAIN et al.,
2001).

A Oxaliplatina [Oxalate(2-)-0O,0¢][1R,2R-cyclohexanediamine-N,N¢], é um
platinado de terceira geracdo com estrutura similar a cisplatina. Esse farmaco ainda
€ pouco explorado na medicina veterinaria, entretanto, na medicina humana, tem
demonstrando menor resisténcia tumoral quando comparado a cisplatina e uma
maior eficicia contra células neoplasicas que a CAR, devido a mesma exigir menos
complexos de DNA para garantir a citotoxicidade terapéutica. Os outros farmacos
que compde o grupo dos platinados sdo nedaplatina, lobaplatina e heptaplatina,
todavia seu uso é restrito para humano e somente aprovada no Japao, China e
Coreia do Sul, respectivamente (WHEATE et al., 2010).

Os platinados supracitados, assim como a maioria dos grupos farmacoldgicos
antineoplasicos, tém como principal objetivo atenuar a multiplicacdo de células
neoplasicas e fazer apoptose das mesmas. Entretanto sua acdo nao € seletiva, ou
seja, age em células ndo neoplasicas, em especial nas de rapida multiplicacao,
sendo responsavel pela morte celular de células saudaveis além de sobrecarregar o
balanco oxidativo e consequentemente gerando estresse oxidativo (WHEATE et al.,
2010).

Estresse oxidativo na terapia antineoplasica

Radicais livres (RL) sdo quaisquer espécies quimicas com um ou mais
elétrons desemparelhados em seu ultimo orbital (HALLIWELL, 2006). A geracdo de
RL constitui um processo fisioldgico inerente aos processos oxidativos e metabolicos
dos seres vivos, esses RL sdo altamente reativos devido a sua tendéncia de ganhar
elétrons em sua Ultima camada, sendo assim, trabalham como mediadores para a
transferéncia de elétrons em uma gama de reagfes bioquimicas (SHAMI; MOREIRA,

2004). A sua producédo é atribuida a processos endoégenos primordiais a vida, tais
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como a respiragéo celular, peroxissomos, enzimas do citocromo P450 e processos
inflamatérios. Somando-se aos processos gerados pelo proprio organismo ha
também o0s processos exdgenos como nutricdo desbalanceada, exposicdo a
radiacbes, poluicdo ambiental e farmacos, em especial, os antineoplasicos
(BIANCHI; ANTUNES, 1999; WINTER et al., 2009).

A liberacéo de radicais livres por farmacos antineoplasicos é explicada devido
a sua acao citotoxica, sendo assim, ao danificar estruturas celulares ocorre uma
massiva liberacdo de radicais livres (CONKLIN, 2004). A partir do momento que
ocorre uma geracao excessiva de RL, que ultrapasse os limites reparaveis para o
organismo, denominamos essa situagdo como estresse oxidativo (EO) (BARBOSA
et al., 2010). EO é a nomenclatura utilizada para descrever diversos processos
deletérios, resultantes de um desiquilibrio entre a formacdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (ERO), espécies reativos de nitrogénio (ERN) e os mecanismos
de defesa antioxidantes. As ERO e ERN s&o espécies de oxigénio e nitrogénio em
um estado mais reativo que 0 seu representante molecular. Dentre as espécies
radicais mais importantes no contexto biolégico estdo os ions superoxido, hidroxil,
oxido nitrico, peroxido de hidrogénio, acido hipocloroso e oxigénio singlete.
(MONAGHAN et al., 2009; BARBOSA et al., 2010).

Devido ao paciente oncolégico ja apresentar falhas em mecanismos
antioxidantes, o oncologista deve ter ciéncia que os farmacos antineoplasicos terdo
um impacto oxidante ainda maior nesses pacientes. Haja vista que a administracao
de farmacos como a doxorubicina e a carboplatina aumentam a peroxidacéo lipidica
e implicam na reducao da capacidade antioxidante total no plasma sanguineo, assim
como a reducédo dos niveis plasmaticos de antioxidantes como vitamina C e E, beta
caroteno e glutationa (CONKLIN, 2004). A alteracdo nesses marcadores influencia
no aparecimento de efeitos indesejados, como a diminuicdo da taxa de apoptose de
células neoplasicas induzida pelos agentes, assim como promove alteracdo em
células higidas, podendo causar alteracbes deletérias em diversos tecidos. Além
disso, o EO é diretamente responsavel pela producgéo de fitas simples e duplas de
DNA imperfeitas, assim como piramidinas e desoxirriboses alteradas; podendo
resultar na inducdo de transcricdo e transducdo inadequadas, acarretando em
instabilidade gendmica que, aliada a alteracdo dos genes supressores tumorais,

propiciam a carcinogénese (KLAUNING et al., 2010).
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Agentes antioxidantes

Devido a constante geracdo de EO, os organismos desenvolveram
mecanismos antioxidantes visando evitar e controlar possiveis danos provenientes
das EROS. Esses mecanismos podem ser enddgenos (sistema enzimatico) sendo
representados pela Glutationa perioxidase, Catalase, Superoxido dismutase e a
Paraoxanase 1. Os organismos contam também com outras maneiras de balancear
o EO, esse sistema € denominado ndo enzimatico e composto por diversos agentes,
sendo os principais as vitaminas A, C e E, selénio, zinco e fitoquimicos como as
antocianinas e compostos fendlicos e flavonoides. Essas substancias ajudam na
eliminacdo de radicais como o superdxido, peréxido de hidrogénio, prevenindo a
formacdo de outras espécies nocivas como oxigénio ativo e radicais hidroxilas
(AFSHARI et al., 2015).

A recomendacao médica para 0 uso de antioxidante é crescente na medicina
humana, sendo usada para alteracées cardiovasculares, como a aterosclerose,
neurodegenerativas, como o Alzheimer, na doenca renal crénica e como adjuvante
no tratamento antineoplasico. O uso de antioxidantes em pacientes oncolégicos
promove o beneficio terapéutico por atuarem no controle da proliferagcdo tumoral e
aumentarem a eficacia de drogas antineoplasicas (ROHENKOHL et al., 2011), além
de amenizarem os efeitos indesejados tais como cardiotoxicidade, mielossupresséo
e mucosites (CONKLIN, 2004). H& estudos que indiguem que seu uso proteja
células higidas da acdo das drogas antiblasticas e aumentem a acdo das mesmas
nas células alvo, permitindo reducdo da dosagem dos quimioterapicos (ANTUNES et
al., 1998; SANTOS et al., 2001). Porém hé& trabalhos mais recentes, que embora
incentivem o uso de antioxidantes concomitantemente com a terapia antineoplasica,
nao corroborem com a especificidade da acdo desses agentes para o tecido alvo
(CONKLIN, 2004).

Plantas Medicinais

Plantas medicinais ou fitoterapicas sdo substancias naturais com potencial
terapéutico oriundas da flora terrestre. O emprego de plantas para esse fim é
relatado desde os primordios da civilizagéo e ainda hoje representam um importante
recurso medicinal. Esse potencial é atribuido aos compostos bioativos acumulados

nas plantas denominados fitoquimicos. Seus principais grupos sao os carotenoides,
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fendis, alcaloides, compostos organosulfurados, nitrogenados, assim como seus
derivados (DAS et al., 2015).

A Organizacdo Mundial da Saude incentiva a utilizacdo de fitoterapicos desde
1978. No Brasil, o emprego de alguns fitoterapicos como a Copaifera e Calendula
officinalis estdo sendo incentivados e utilizados no Sistema Unico de Saide. Embora
seu emprego seja encorajado por importantes 6rgdos mundiais, ainda h& poucos
estudos e principalmente escassa difusdo de conhecimento técnico referente a
toxicidade e posologia dos mesmos, podendo tornar-se assim um risco a grande
parte dos usuarios que fazem seu uso empiricamente e muitas vezes sem
orientacdo médica (KHAN et al., 2015).

Triticum aestivum

O Triticum aestivum, conhecido popularmente como trigo, € uma graminea da
familia Poacea e do género Triticum (WHENT et al.,, 2012). O trigo € um dos
principais ingredientes da dieta mundial e seu uso pela espécie humana é milenar.
Além da sua funcdo nutricional, o trigo apresenta potencial terapéutico contra
diversas enfermidades. Sua eficacia se deve principalmente pela presenca de
compostos fendlicos, flavonoides, Methyl-pheophorbide, niveis de vitaminas A e C,
assim como os minerais: selénio e zinco (DAS et al., 2015).

Os compostos fendlicos e flavonoides, além de terem funcdo bactericida e
cicatrizante (TILLMANN et al., 2014), possuem potencial antioxidante, assim como
as vitaminas A e C e 0s minerais selénio e zinco (KHAN et al., 2015). Sendo assim,
sao uteis no tratamento de afeccdes cronicas influenciadas pelo estresse oxidativo
tais como diabetes mellitus tipo dois (MUJORIYA et al., 2011) e aterosclerose.
Associado a sua funcdo antioxidante, o trigo apresenta mais um importante
fitoquimico com acdo antineoplasica, o Methyl-pheophorbide, composto capaz de
aumentar a taxa de apoptose de células cancerosas (DAS et al., 2015). Somando-se
as acOes supracitadas ha estudos mostrando seu efeito promissor na prevencao e
tratamento de distarbios hematopoéticos (SINGH et al., 2011; KHAN et al., 2015).
Além das suas fungdes terapéuticas, outro motivador do seu emprego € sua baixa
toxicidade. Em estudos experimentais, mostrou-se em ratos, serem toleradas doses
orais superiores a 2000mg/kg sem efeitos colaterais de importancia clinica (KHAN et
al., 2015).
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Hibiscus rosa-sinensis

O Hibiscus rosa-sinensis é uma planta arbustiva de cerca de seis metros de
altura da familia das Malvaceas e do género Hibiscus. Originalmente habitava
exclusivamente o sudeste asiatico, local onde € nativa, porém atualmente é
comumente cultivada e encontrada nos trépicos devido a sua adaptacado climética e
0 interesse humano, seja pelo seu uso ornamental, culinario e/ou terapéutico
(PEKAMWAR et al., 2013).

Entre suas funcfes, a mais promissora se refere ao seu potencial medicinal,
sendo os de maior relevancia o seu efeito antitussigeno, antibacteriano, anti-
inflamatorio, anticonvulsivante, antidiarreico, antidislipidemia e na prevencao de
doencas relacionadas com o0 estresse oxidativo, tais como diabetes melittus tipo
dois, doencas neurogedenaterivas, ateroesclerose e neoplasmas (SACHDEWA et
al., 2003; KHAN et al., 2015; FERREIRA et al., 2015). Seu potencial terapéutico é
creditado pela presenca dos seguintes fitoquimicos: acido ascoérbico, alcaloides,
glicosideos, &cidos graxos, resina, esterois, taninos, saponinas e antocianinas
(WONG et al., 2002; KHAN et al., 2015). Somando-se a essas funcfes benéficas,
outro fator que estimula seu uso € sua baixa toxicidade. KASTURE e colaboradores
(2000) avaliaram a toxicidade aguda do extrato etandlico e determinaram sua
seguranca em modelo murino nas doses testadas (até 1000 mg/kg). Entretanto,
outro estudo no mesmo modelo mostrou que até doses de 4000mg/kg do extrato da

raiz ndo apresentaram efeitos colaterais relevantes (VASUDEVA et al., 2008).
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Atividade da Paraoxanase 1 em pacientes oncoldgicos caninos submetidos a terapia com
farmacos antineoplasicos

Paraoxanase 1 activity in oncology canine patients undergoing therapy with anticancer drugs
Resumo:

Os neoplasmas representam um dos maiores desafios da clinica médica de pequenos animais.
A administracdo de farmacos antineoplasicos é uma das principais diretrizes terapéuticas para
esses pacientes, embora 0 seu uso seja imprescindivel, essas drogas apresentam efeitos
colaterais importantes, tais como 0 estresse oxidativo. O organismo possui mecanismos de
defesa contra esses efeitos, entre os quais podemos destacar a Paraoxanase 1 (PON1). Foram
selecionados oito cées que foram segregados em dois grupos sendo o G1 constituido por
quatro pacientes oncoldgicos caninos e 0 G2 constituido por quatro pacientes higidos com
género e idade equivalentes aos animais do G1. Objetivando mensurar a atividade da PON1
nesses pacientes, foram realizadas coletas sanguineas no momento que antecedeu a aplicacdo
dos agentes antineoplasicos no G1 (dia 0) e sete dias ap6s a aplicagdo (Dia 7). Foi observado
que os pacientes oncolégicos apresentavam menor atividade da PON1 (p<0,05) do que os
animais do G2, fator que foi significativamente acentuado ap6s administracdo dos
antineoplasicos (p<0,05). Nas condicGes deste estudo observou-se que a PON1 encontra-se
diminuida em pacientes oncoldgicos, sendo ainda menor apds a administracdo de agentes
antineoplasicos.

Palavra-chave: estresse oxidativo; oncologia veterinaria; PON1; quimioterapia
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Abstract:

Cancer is one of the greatest challenges posed for small animal practice. One of the main
ways to treat these disorders is the administration of anticancer agents, although their use is
essential, these drugs have significant side effects, such as oxidative stress. The body has
defense mechanisms against these effects, among which we highlight the paraoxanase 1
(PONL1). Eight dogs were selected and divided into two groups: G1, made up of four cancer
patients, and G2 made up of four healthy animals, paired by gender and age. In order to
measure PONL1 activity in these patients, blood samples were taken prior to the administration
of antineoplastic agents in G1 (day 0) and seven days after application (Day 7). It was
observed that cancer patients had lower activity of the PON 1 (p <0.05) than animals in G2, a
factor that was significantly enhanced after administration of the antineoplastic treatment (p
<0.05). In our study it was observed that the paraoxanase 1 is decreased in cancer patients,
further undermined after administration of antineoplastic agents.

Keyword: chemotherapy; oxidative stress; PON 1; veterinary oncology

Os neoplasmas malignos estdo entre as afeccOes de maior impacto na medicina
veterinaria. O indice de animais com cancer cresce a cada ano e estima-se que seja a causa do
Obito de 16% da populagdo canina (MICHELL et al., 1999). No Brasil, 0os neoplasmas de
maior prevaléncia sdo 0s mamarias, 0s mastocitomas e os que afetam o sistema urogenital
(DE NARDI et al., 2002). Esses indices sdo justificados devido as fémeas dessa espécie
apresentarem quatro pares de mamas e pela esterilizacdo ndo ocorrer ou ser tardia, sendo a
ultima valida também para a alta casuistica de cdes com tumor venéreo transmissivel (TVT).
Enquanto os altos indices de mastocitoma se explicam pela frequéncia de mutagdes no ponto
do gene c-kit, que codifica o dominio justamembrana do receptor tirosina-quinase do stem cell
fator (WEBSTER et al., 2006). Outro fator que esta diretamente ligado a oncogénese € 0

estresse oxidativo (EO), devido ao mesmo ser responsavel pelo envelhecimento celular,
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propicia falhas na multiplicacdo celular e consequentemente favorece a carcinogénese
(KLAUNING et al., 2010). O EO pode ser definido como um desiquilibrio entre a formacéo
de radicais livres e acdo dos mecanismos antioxidantes do organismo. Entre esses
mecanismos destaca-se a Paraoxanase 1 (PON1), essa enzima € produzida no figado tendo
como principal funcéo bioldgica neutralizar as espécies reativas de oxigénio, reduzindo assim
a peroxidacao lipidica (FANG et al., 2012).

As principais diretrizes terapéuticas utilizadas nos neoplasmas supracitadas sdo a
exérese cirdrgica, administracdo de farmacos antineoplasicos ou a realizacdo de terapias
multimodais, ou seja, associacdo da técnica cirurgica apropriada com o uso de farmacos
antineoplasicos de eleicdo para o caso (WEBSTER et al., 2006; CASSALI et al., 2014). A
utilizacdo de agentes antineoplasicos como a vimblastina é indicada para diversos
neoplasmas, sendo considerado o protocolo padrdo para o tratamento de mastocitomas de grau
dois ou superior (WEBSTER et al., 2006). Seu uso esta relacionado com menor indice de
metastases e recidivas e consequentemente aumento de sobrevida. Outro alcaloide de
interesse na oncologia veterinaria é a vincristina, farmaco de elei¢cdo para o tratamento do
TVT, podendo promover a remissdo parcial e até mesmo completa desse neoplasma, que
embora benigno, pode apresentar caracteristicas malignais tais como desenvolvimentos de
metéstases (SANTOS et al., 2008; FERNANDES et al., 2013). Todavia ha agentes mais
indicados para o tratamento de carcinomas mamarios, como a carboplatina, farmaco da
segunda geracdo do grupo dos platinados, sendo também amplamente empregado no
tratamento de tumores de células de transi¢do da bexiga.

Embora os agentes antineoplasicos sejam imprescindiveis para o tratamento do cancer,
em maior ou menor grau, todos apresentam efeitos colaterais indesejados, entre os quais se

destaca a liberacdo excessiva de radicais livres inerentes a sua acéo citotoxica (HUSAIN et
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al., 2001; CONKLIN et al., 2004). Dessa maneira, 0 objetivo desse estudo foi avaliar o
impacto de diferentes protocolos quimioterapicos sobre a atividade da Paraoxanase 1 em cées.

Os caes participantes nesse estudo foram divididos em dois grupos (G1 e G2), sendo 0
critério de inclusdo para o G1 o paciente apresentar o diagnéstico de neoplasma pelo método
de citologia aspirativa por agulha fina ou por laudo histopatolégico ap6s biopsia incisional.
Também foi determinado que a diretriz terapéutica apropriada basear-se exclusivamente no
emprego de protocolos com quimioterapicos (n=4). O diagndstico e respectivo tratamento
desses pacientes foi: mastocitoma grau dois, mastocitoma grau trés (ambos tratados com
vimblastina associada a predinisona), tumor venéreo transmissivel (vincristina), tumor de
células de transicao da bexiga (carboplatina). Enquanto para inclusdo no G2 o cédo deveria ser
clinicamente higido e apresentar género e faixa etaria andloga aos cdes participantes do
estudo. Foram colhidas amostras sanguineas de todos os cdes do G1 por venopuncao jugular
no dia da administracdo do farmaco (dia 0) e sete dias apds a administracdo (dia 7), ja nos
animais higidos a coleta foi realizada uma Unica vez haja vista que 0s mesmos ndo receberam
nenhum tratamento. As amostras foram colhidas em tubo sem EDTA e centrifugadas a 3500
rpm por dez minutos sendo posteriormente obtido o soro que permaneceu congelado até o
momento da anélise.

A atividade da PON1 foi mensurada nos dias zero e sete através da técnica do
fenilacetato (Sigma — Aldrich). A avaliagdo ocorreu a partir da taxa de formacdo de fenol
monitorada através da absorbancia a 270 nm e 25 °C. O reagente de trabalho utilizado foi
composto por 100 ml de Tampao 20 mM Tris/HCI pH 8.0, contendo 1 mm CaCl2 e 50 uL de
fenilacetato como substrato. As amostras foram diluidas na proporgdo de um para trés em
Tampdo 20 mM Tris/HCI (10 uL de amostra e 20 uL de Tampé&o) e foi adicionado 3.3 uL
desta diluicdo em 500 uL da solucgéo de trabalho. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro

utilizando cubeta de quartzo, na faixa de 270 nm com 20 segundos de retencdo e um minuto
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para leitura. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia com comparagdo das
médias pelo teste Tukey. Diferencas entre os grupos foram consideradas significativas se
p<0,05.

Os pacientes oncoldgicos (G1) apresentaram menores indices de atividade da PON1
(p<0,05) do que os animais higidos (G2), esse resultado vai ao encontro com o0s obtidos por
FELIX (2014) que demonstrou que 0s pacientes oncoldgicos caninos apresentam menor
atividade dessa enzima quando comparado a cdes higidos, corroborando assim com a funcgéo
dessa enzima como marcador do balanco oxidativo em pacientes oncoldgicos. Esse resultado
também ¢é partilhado em humanos (FANG et al., 2012) tendo seu efeito creditado ao aumento
dos niveis séricos de radicais livres (BALCI et al., 2012). Outro resultado de interesse foi a
reducdo da atividade PON1 (p<0,05) ap6s o inicio da quimioterapia (Figura 1). Esse
acompanhamento é inédito em cdes, e demonstrou a influéncia de farmacos antineoplasicos
no balanco oxidativo dessa espécie. Essa diminuicdo da atividade ser observada em diferentes
tipos de neoplasma tratados com agentes antineoplasicos distintos demonstra que esses
agentes causam EO exacerbado. Sendo assim, uma alternativa que pode apresentar beneficio
para 0s pacientes que necessitam desses agentes é a associacdo de compostos antioxidantes ao
protocolo terapéutico. Haja vista que os resultados obtidos nesse estudo corroboram com o
que é descrito na literatura, demonstrando que pacientes oncoldgicos apresentam reducdo de
mecanismos antioxidantes. Esse processo tende a se agrava com a administracdo de farmacos
antineoplasicos tanto devido sua acdo citotoxica como pela sua influéncia direta sobre
mecanismos antioxidantes (CONKLIN, 2004). Desta forma recomenda-se a mensuragdo da
PON 1 como marcador do balanco oxidativo em cées com cancer, assim como, a monitoracao
da sua atividade em pacientes submetidos a terapia com agentes antineoplasicos. Além disso,
sugere-se a continuacdo dos estudos visando determinar o valor prognostico da PON 1 em

pacientes caninos com cancer.
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Figura 1. Variacdo da atividade média da enzima PON1 nos cées do grupo controle, e dos
pacientes oncoldgicos antes da quimioterapia (Pré Quimio) e sete dias apos a terapia (P6s

Quimio). Letras diferentes significam p<0,05.
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Efeitos do Triticum aestivum sobre os danos causados pela terapia antineoplasica com carboplatina.

Resumo:

Os neoplasmas representam uma das afec¢Bes de maior importancia na medicina humana e veterinaria. Entre as
diretrizes terapéuticas mais utilizadas estda a administracdo de agentes antineoplasicos sistémicos como a
carboplatina. Esse farmaco € eficaz no tratamento de diversos carcinomas, entretanto possui efeitos colaterais
importantes como a mielossupressao e a liberacdo excessiva de radicais livres. Objetivou-se avaliar a utilizagdo
dos extratos aquosos de trigo como adjuvante a terapia antineoplasica com carboplatina. No estudo foram
utilizadas 32 ratas, as quais foram aleatoriamente distribuidas em quatro grupos: G1 — controle negativo; G2 -
controle tratado com solucdo fisiologica; G3 - tratado com extrato aquoso de trigo na concentragdo de 100
mg/kg; G4 - tratado com extrato aquoso de trigo na concentracdo de 400 mg/kg. Administrou-se 300 mg/m? de
carboplatina (Iml) por via intraperitoneal no dia 0 nos grupos G2, G3, e G4, enquanto no G1 foi administrado 1
mL de solugdo fisioldgica pela mesma via. Os animais foram tratados diariamente durante 21 dias por gavagem
orogastrica de acordo com seu respectivo grupo experimental. Foi coletado sangue dos animais nos dias trés, sete
e 21, para realizacdo de hemograma, testes bioquimicos e mensurar a atividade da Paraoxanase 1 (PON1). No
dia 21 foi realizada a eutanasia dos animais e coletados aspirados do canal medular e amostras teciduais de rim e
figado. Foram observados resultados promissores com relagdo ao balango oxidativo no G3, G4, pois ambos
apresentaram maior atividade da PON1 do que o0 G2 (p<0,05). Além disso, foi constatado que 0s mesmos grupos
apresentaram contagem de leucdcitos totais superiores ao G2 durante todo o periodo experimental, com G4
diferindo significativamente do G2 (P<0,05) no dia 21. Os mielogramas dos animais do G3 e G4 apresentaram
valores analogos ao G1, sendo que o G3 apresentou menor contagem de promielécitos e maior de células
eritroides e rubroblastos que o G2 (p<0,05). Os resultados dos bioquimicos hepéticos e renais assim como as
amostras histolégicas de rim e figado encontravam-se dentro dos parametros esperados para espécie. Nas
condicBes experimentais deste estudo os extratos aquosos de trigo mostraram-se seguros nas doses utilizadas e
uteis no tratamento da mielossupressdo e liberacdo excessiva de radicais livres induzidas pelo farmaco

carboplatina.

Palavras-chave: Fitoquimico; Quimioterapia; Paraoxanase 1; Mielograma;

Abstract:

Cancer is one of the most important diseases in human and veterinary medicine. Among the most common
therapeutic guidelines is the administration of systemic anticancer agents such as carboplatin. This drug is
effective in treating many carcinomas, but has major side effects such as myelosuppression and excessive release
of free radicals. This study was designed to assess the use of aqueous wheat extracts as adjuvants in
antineoplastic therapy with carboplatin. The study used 32 rats, which were randomly assigned to four groups:
G1 - negative control; G2 - control treated with saline solution; G3 - treated with wheat aqueous extract at a
concentration of 100 mg / kg; G4 - treated with wheat aqueous extract at a concentration of 400 mg / kg. Three
hundred mg/m?2 of carboplatin was administered intraperitoneally on day 0 in G2, G3, and G4, while the G1
received 1 mL of saline solution by the same route. The animals were treated daily for 21 days by orogastric

gavage according to their respective experimental group. Blood was collected from the animals on days three, 7,



35

and 21, for CBC, biochemical, and paraoxanase 1 (PON1) activity measuring. On day 21 the animals were
euthanized and aspirates were collected from the spinal canal, as well as samples of kidney and liver tissue.
Promising results were observed with respect to the oxidative balance in G3 and G4, as both showed better
PONL1 activity compared to G2 (p <0.05). Furthermore, it was found that these groups had higher counts of total
leukocytes than G2 throughout the experimental period, and G4 was significantly different (P <0.05) on day 21.
The animals G3 and G4 had myelogram values similar to G1, and G3 showed lower promyelocytes and greater
rubroblastos erythroid cells compared to G2 (p <0.05). The biochemical and histological results were within
expected parameters for the species. Under the experimental conditions of this study, aqueous extracts of wheat
proved to be safe at the doses used and useful in the treatment of myelosuppression and excessive release of free

radicals induced by the drug carboplatin.

Key-words: Chemotherapy; Paraoxanase 1; Myelogram; Phytochemical

Introducéo

Os neoplasmas malignos estdo entre as afec¢gdes de maior importancia para a salde humana e animal.
Mesmo com grandes investimentos em pesquisa e modalidades terapéuticas; em 2012, foram estimados 14,1
milhdes de novos casos e 8,2 milhGes de mortes humanas em decorréncia do cancer no mundo (FERLAY et al.,
2015). Na medicina veterinaria, embora ndo haja um estudo global sobre a casuistica de pacientes com cancer, a
Associacdo Americana dos Médicos Veterinarios estima que dos 74 milhdes de cées e dos 90 milhdes de gatos
gue existem nos EUA, ao menos quatro milhdes de cada espécie poderdo desenvolver algum tipo de processo
neoplésico a cada ano (WITHROW, 2007).

Os principais recursos utilizados no tratamento para essas afecces sdo a exérese cirlrgica, radioterapia,
eletroquimioterapia, quimioterapia convencional e metrondémica. A quimioterapia convencional é o método mais
utilizado para o tratamento de neoplasmas hematopoiéticas, massas neoplasicas de resseccdo inviavel e para
prevencao de recidivas ou metéstases nos casos onde a exérese cirdrgica é invidvel (BILLER, 2014; CASSALI et
al., 2014).

A carboplatina [cis-diammine (1,1-cyclobutanedicarboxylate) platinum (I)] é um farmaco
antineoplasico do grupo das platinas indicado para o tratamento de neoplasmas mamarias, epiteliais e outros
carcinomas. Seu emprego deve-se a sua alta eficacia antineoplasica e efeitos colaterais inferiores quando
comparados a outros agentes. Mesmo apresentando menos toxicidade, a carboplatina ainda apresenta efeitos
indesejados marcantes, entre 0s quais se destacam a mielossupressao e a expressiva liberacdo de radicais livres
(HUSAIN et al., 2001; WHEATE et al., 2010).

Visando manter o balanco oxidativo, o organismo possui mecanismos antioxidantes entre os quais se
destaca a Paraoxanase 1 (PON1). A PON1 é uma enzima antioxidante produzida pelos hepatdcitos cuja fungéo é
neutralizar as espécies reativas de oxigénio (EROS) reduzindo assim a peroxidacéo lipidica (FANG et al., 2012).
Embora o organismo possua esses mecanismos antioxidantes, eles nem sempre sdo suficientes para conter a
producdo de radicais livres, quando essa situacdo ocorre a denominamos estresse oxidativo (EQ). O EO é o

principal promotor do envelhecimento celular, levando a alteragdes deletérias em diversos tecidos e propiciando
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assim o aparecimento de doencas como Alzheimer, aterosclerose e o céncer (BARBOSA et al., 2010;
KLAUNING et al., 2010; FANG et al., 2012).

Como recurso para atenuacdo dos efeitos indesejados dos quimioterapicos encontram-se 0s
fitoterapicos. Entre os quais se destaca o Triticum aestivum devido sua composicdo ser rica em compostos
fendlicos e flavonoides. Esses compostos possuem potencial frente a distirbios hematopoiéticos (SINGH et al.,
2011; KHAN et al., 2015) e neoplasicos (MUJORIYA; BODLA, 2011; DAS et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial mieloprotetor e antioxidante do extrato aquoso de trigo

em modelo murino submetidos a quimioterapia com carboplatina.

Materiais e Métodos

Obtencéo dos extratos —

As amostras do trigo foram colhidas na area rural do municipio de Jaguardo no estado do Rio Grande do
Sul. Sendo primeiramente feito exsicatas das amostras e enviadas ao Herbario da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel) para que fossem identificadas e catalogadas. Posteriormente o restante do material foi seco,
triturado e encaminhado ao Laboratério de Oleoquimica e Biodiesel do Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos da UFPel, para a extracdo dos produtos através da técnica de ultrassom por
esgotamento. Imediatamente apds a obtencdo dos extratos, os mesmo foram submetidos a congelamento rapido

em ultrafrezzer e ap6s 24 horas realizou-se a liofilizagdo, quantificacdo e aliquotagem para uso didrio.

Animais e protocolos experimentais —

O experimento recebeu parecer favoravel da Comissio de Etica em Experimentagdo Animal da UFPel
(CEEA - 10447). Foram utilizados 32 Rattus norvegicus Wistar, fémeas, com 80 dias e peso aproximado de
212g, provenientes do Biotério Central da UFPel. Os animais foram mantidos em condi¢des recomendadas; com
controle de temperatura (21 graus Célsius + 2 °C), manutengdo de ciclo didrio com 12 horas de claro e 12 horas
de escuro, recebendo ragdo Nuvilab cr 1®" e agua filtrada ad libitum. Apés um periodo de adaptaco de 15 dias
as 32 ratas foram aleatoriamente distribuidas em quatro grupos, conforme descrito na Tabela 1, brevemente: G1;
G2 tratados com solucdo fisioldgica G3 - tratados com extrato aquoso de trigo na concentragdo de 100 mg/kg; e
G4 - tratado com extrato aquoso de trigo na concentragao de 400 mg/kg. As doses foram estipuladas baseada em
estudos prévios em modelo murinho que avaliaram o potencial antioxidante (MOHAN et al.; 2013) e
imunoprofilatico (KHAN et al.; 2015) do extrato etandlico de trigo.

Apbs o estabelecimento dos grupos, realizou-se o protocolo descrito por CASSALI et al. (2014)
modificado utilizando carboplatina 300 mg/m? por via intraperitoneal no dia 0 nos grupos G2, G3 e G4,
enquanto no G1 foi administrado 1mL de solucdo fisioldgica pela mesma via. Os animais foram tratados
diariamente durante 21 dias por gavagem orogastrica (0,5 ml) de acordo com seu respectivo grupo experimental.
Nos dias trés e sete, foram coletadas amostras sanguineas por puncionamento do plexo retrobulbar com auxilio
de colirio anestésico e pipetas do tipo Pasteur e no dia 21 por pun¢do cardiaca. Ao final dos 21 dias de
tratamento foi realizada a eutandsia dos animais por sobredose anestésica com Isoflurano, seguindo as

recomendacdes do Conselho de Etica em experimentacdo animal. Ap6s a realizacdo da eutanasia as epifises

! Racéo comercial para ratos Wistar. Nuvilab cr 1®.
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craniais fémures direitos foram seccionadas em bisel e a medula 0ssea aspirada para a confeccdo dos esfregagos
que foram corados pelo método do panético rapido. O figado e o rim direito foram armazenados em formalina
10% e enviados ao Laboratério Regional de Diagndstico da Faculdade de Veterinaria da UFPel, onde foram

incluidas em parafina e submetidas a cortes histoldgicos de 5um e coradas com eosina-hematoxilina.

Pardmetros analisados —

O hemograma foi realizado nos dias trés, sete e 21 através do analisador hematoldgico PocH-100iV Diff
®?% no qual foram avaliados os seguintes parametros: contagem de células vermelhas do sangue (RBC),
hemoglobina, hematécrito, volume corpuscular médico (VCM), concentracdo da hemoglobina corpuscular média
(CHCM), contagem de células brancas do sangue, neutrofilos, linfécitos, monécitos, eosindfilos e plaquetas.
Enquanto as analises bioquimicas foram realizadas em amostras séricas usando um analisador semiautomatico
para quimica clinica (Mindray BA-88®%). O soro foi obtido por centrifugacéo do sangue em microtubos, a 3500
rpm por cinco minutos. Kits de diagndstico padronizados (Labtest®) foram utilizados para as avaliagdes
espectrofotométricas dos seguintes parametros bioquimicos: Fosfatase Alcalina (FA), Alanina aminotransferase
(ALT), ureia e creatinina.

O mielograma foi avaliado através dos esfregagos dos aspirados do canal medular. As Iaminas foram
coradas com pandtico rapido e analisadas sob objetiva de imersdo, sendo determinadas a porcentagem dos
rubroblasto, prorubrécito, rubrécito, metarubrdcito, mieloblasto, promielécito, metamiel6cito, mielécito,
bastonete, eosinofilos, basoéfilos, neutrofilos, linfocitos, plasmdcitos e monécitos em um total de 500 células,
foram considerados os aspectos referentes ao diametro celular, bem como a morfologia nuclear e a citoplastica
de acordo com CASTRO et al. (2011).

A atividade da PON1 foi mensurada através da técnica do fenilacetato (Sigma — Aldrich). A avalia¢éo
ocorreu a partir da taxa de formacao de fenol monitorada através da absorbancia a 270 nm e 25 °C. O reagente
de trabalho utilizado foi composto por 100 ml de Tampé&o 20 mM Tris/HCI pH 8.0, contendo 1 mm CaCl2 e 50
uL de fenilacetato como substrato. As amostras foram diluidas na proporcéo de um para trés em Tampdo 20 mM
Tris/HCI (10 uL de amostra e 20 uL de Tampao) e foi adicionado 3,3 uL desta diluicdo em 500 uL da solucéo de
trabalho. A leitura foi realizada em espectrofotémetro utilizando cubeta de quartzo, na faixa de 270 nm com 20
segundos de retencdo e um minuto para leitura.

Os cortes histologicos provenientes do rim direito e do figado foram incluidas em parafina fina e
submetidas a cortes histolégicos de 5um e avaliadas em microscépio Optico (400x). Nesses cortes foram

investigadas a presenca ou auséncia de lesdes inflamatérias, proliferativas e degenerativas.
Andlise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia com comparagdo das médias pelo teste

Tukey. Diferencas entre os grupos foram consideradas significativas se p<0,05.

RESULTADOS

2 Analisador hematolégico. PocH-100iV Diff ®. Sao Paulo, Brasil.
¥ Analisador quimico clinico Mindray BA-88 A ® Perdizes, Brasil.
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Hemograma e bioquimica sérica —

Os parametros hematoldgicos mantiveram-se estaveis durante todo o experimento no G1, enquanto os
grupos experimentais tratados com extrato aquoso de trigo (G3 e G4) apresentaram maiores niveis de leucécitos
totais e eritrocitos quando comparado aos animais do G2, sendo significativamente superior no dia 21 (p<0,05).
Foi observada também uma importante trombocitopenia em todos 0s grupos em que a carboplatina foi
administrada, ndo havendo diferenca entre eles. Demais parametros hematolégicos podem ser conferidos na
Tabela 2.

Mielograma

No mielograma, os animais do G2 apresentaram queda significativa do nimero total de células
eritréides, rubriblastos e promieldcitos, quando comparados aos animais do G1. Os animais tratados com extrato
aquoso de trigo (G3 e G4) obtiveram niveis similares aos controles na maioria dos parametros avaliados (Tabela
3). Entretanto os animais do G3 apresentaram numeros de promieldcitos inferiores ao G2 e similares ao G1.

Dados completos referentes ao mielograma podem ser vistos na Tabela 3.

Atividade da PON1 —

Os animais que receberam carboplatina, mas foram tratados com placebo (salina 0,9%) (G2) tiveram
uma significativa queda na atividade da PON1, quando comparados aos animais que ndo receberam carboplatina
(G1) (p<0,05). Os animais tratados com extrato aquoso de trigo (G3 e G4) ndo apresentaram redugdo na

atividade dessa enzima (Figura 1).

Bioguimicos e histopatologia

As andlises bioguimicas realizadas, FA, ALT, ureia e creatinina ndo diferiram entre 0s grupos,
mantendo-se dentro dos parametros fisiolégicos para a espécie. Da mesma forma as andlises histopatoldgicas ndo
apresentaram alteracGes significativas, estando compativeis com os padrfes fisiologicos adequados para a

espécie.

Discussao

Este estudo apresenta, de forma inédita, o extrato aquoso de trigo como um adjuvante no tratamento
quimioterépico, capaz de diminuir os efeitos colaterais mais frequentes da carboplatina: a mielosupresséo e o
estresse oxidativo (HUSAIN et al., 2001; WHEATE et al., 2010). A manutenc¢do da atividade da PON1, a qual
esta relacionada a neutralizacéo dos radicais livres, pode ser observada em ambos os grupos tratados com trigo
(100mg/kg e 400 mg/kg). A preservacdo da atividade fisiologica demonstra efeito antioxidante desse extrato,
possivelmente pelo mesmo ser rico em compostos fendlicos (&cido p-cumarinico, acido carndsico, apigenina,
guercetina) e flavonoide (acido caempferol); haja vista que 0s compostos supracitados ja se mostraram
antioxidantes (SHAN et al., 2005; WOJDYLO et al., 2007; MASUOKA et al., 2012). O efeito antioxidante do
trigo também j& foi relatado in vitro (DAS et al., 2015) e in vivo (MOHAN et al., 2013), entretanto a sua

capacidade de manter e aumentar a atividade da PONL1 é inédita.
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A acdo mieloprotetora do extrato foi verificada pela analise do hemograma que revelou que animais do
G3 e G4 apresentaram leucometria superior aos animas do G2 durante todo o periodo experimental, sendo o G4
significativamente superior aos demais grupos no dia 21 (p<0,05). Além disso, no mielograma observou-se que o
G4 apresentou numeros totais de células eritroides, promieldcitos e neutréfilos segmentados proximos aos
valores dos animais que nao foram submetidos a aplicacdo da carboplatina, diferentemente dos animais do grupo
G2 que apresentaram valores significativamente inferiores ao grupo G1. Esses resultados corroboram para o
potencial adjuvante do extrato aquoso de trigo na terapia antineoplasica, afinal, a acdo mieloprotetora é
extremamente benéfica ao paciente oncoldgico. Haja vista que a queda do nimero total de leucécitos e seus
precursores é uma grave complicacao, devido sua implicagdo direta em imunossupressao, comprometendo assim
a continuidade do tratamento antineoplasico e propiciando o aparecimento de infec¢des secundarias, que podem
ser fatais nesses pacientes (HAHN-AST et al., 2010; WUKETICH et al., 2012). Todavia é importante ressaltar
gue nem sempre as alteragdes observadas no mielograma séo acompanhadas no hemograma (ALMEIDA et al.,
2009), sendo assim, é fundamental que ambos o0s exames sejam interpretados juntos o que, nesse estudo,
evidencia ainda mais o efeito mieloprotetor do extrato, haja visto que houve melhora tanto nos pardmetros do
mielograma, quanto do leucograma.

A resposta favoravel ao balanco oxidativo na dose de 100 mg/kg também foi obtida por MOHAN e
colaboradores (2013), entretanto no seu estudo o extrato utilizado foi etandlico, diferindo do presente
experimento que obteve resultados promissores utilizando o extrato aquoso. O mesmo pode ser dito com relacéo
ao efeito anti-leucopenico do extrato, que foi apresentado por KHAN e colaboradores (2015), demonstrando que
0 extrato etanolico de trigo na dose de 400 mg/kg foi benéfico para animais mielossuprimidos, aumentando o
ntmero total de leucécitos e promovendo a quimiotaxia de neutréfilos no encontro de patégenos. Sendo assim,
nossos resultados demonstram que o extrato aquoso de trigo nas concentracGes de 100 e 400 mg/kg apresenta
eficacia similar ao etandlico, sugerindo que a extracdo com solvente atoxico (dgua) conserva as propriedades

terapéuticas do extrato.

Conclusao
Conclui-se que o extrato aquoso de trigo é eficaz na reducdo do impacto mielossupressor e do estresse

oxidativo causado pela carboplatina.
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Tabela 1. Protocolo de inducdo e tratamento dos diferentes grupos experimentais.

Grupo Inducdo dos efeitos da terapia no diazero ~ Tratamento diario (21 dias)

Gl NaCl 0,9% NaCl 0,9%
G2  Carboplatina 300 mg/m? NaCl 0,9%
G3  Carboplatina 300 mg/m? E.A. T. aestivum 100mg.kg™

G4  Carboplatina 300 mg/m? E.A. T. aestivum 400mg.kg™




Tabela 2. Média dos valores dos hemogramas de ratos tratados com extrato aquoso de trigo (G3 e G4) ap6s

inducdo com carboplatina comparados com os grupos controles (G1 e G2).

Leuc.ul  Eosipyl  Monpul Linfoul Bastul  Segul
G1 5487.5% 12.3° 27.8°  47982° 0.0 649.0°%
Dia G2 37375° 11.8° 548°  2656.6° 00  2895°
3 G3 47250° 12.6° 52.3° 40498 00  610.1°
G4 4750.0°  10.0° 74.1°  4180.8° 00  4850°
G1 5137.5° 53.2° 343" 3609.3° 00 1328.0°
Leucometria D12 G2 4375.0E 6.0bb 5.6bb 3797.12 0.0 566.22
7 G3 4575.0° 356 26.5 3703.6 00  809.1
G4 44833° 345" 238" 33595° 0.0  1065.5°
G1 5350.0° 44.2° 35.1°  46452° 00  625.3°
Dia G2 42625° 46.6°  33.0° 36638° 00  894.0°
21 G3 53285b  485°  252°  4109.7° 0.0 11450°
G4 6420.0° 80.1° 223" 5409.0* 0.0 1188.6°
PCV % Eritrgcito HG % Plgquetas VCM CHCM%
x10° pl mil/mm3 8
Gl 47.6° 8.6°" 16.0° 1010.0° 55.19° 33.7°
Dia G2 46.4° 8.3"° 15.4° 987.2" 5461° 33.8°
3 G3 48.2° 8.6° 16.0° 982.8° 5566° 33.3°
G4 465" 8.4° 36.6° 1047.3" 54.83° 33.0°
G1 46.6" 8.4° 15.7%  1053.8° 5554° 33.7°
Hematimetria D12 G2 43.4*; 7.6*; 14.5: 649.22 56.35: 33.72
7 G3 43.7 7.8 14.7 667.7° 55.94° 337
G4 43.0° 7.8° 14.4° 566.6° 54.70° 33.6°
G1 456" 8.2° 15.4° 9446° 5536° 33.8°
Dia G2 44.4° 7.8° 14.9°  1000.1° 56.84° 336"
21 G3 46.1° 8.1° 154°  927.2° 56.76° 335°
G4 45.0° 8.0° 15.1°  1100.3° 56.15° 33.6°
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Tratamento: G1 — Salina 0,9%, sem aplicacéo de carboplatina; G2 — Salina 0,9%; G3 — T. aestivum 100 mg.Kg™;

G4 - T. aestivum 400 mg.Kg™

® Representa valor estatisticamente diferente do grupo induzido e tratado com Salina 0,9% (G2) (P<0.05)
Leuc. — Leucocitos totais; Eosi — Eosinéfilos; Mon — Monacitos; Linfo — Linfocitos; Bast — Bastonetes; Seg —
Segmentados; PCV — Hematocrito; Erit — Eritrécitos; HG — hemoglobina; VCM — Volume corpuscular médio;

CHCM - Concentracdo de hemoglobina corpuscular média
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Tabela 3. Mielograma (médias) de ratos sem indugdo (G1), inducdo sem tratamento (G2) indugdo e tratados com
extrato aquoso de T. aestivum (G3 e G4) no 21° dia ap6s administracdo de protocolo quimioterapico com dose

Unica de carboplatina intraperitoneal.

Gl G2 G3 G4
Série Granulocitica. Valores absolutos.
Células Totais 224.86 287.75 240.14 246.33
Relativos (%)
Promielécitos 1.29° 2.85° 0.97° 1.7
Mielécitos 9.57 9.25 8.54 7.87
MetaMieldcitos 7.34 6.85 7.79 7.43
Bastonetes 10.29 9.9 10.6 9.67
Segmentados 14.77° 26.6° 18.31% 18.62%
Eosinofilos 1 1.25 1.23 2.33
Basofilos 0.14° 0.2% 0.11° 0.5°
Monocitos 0.37 0.6 0.36 0.37
Linfocitos 6.3 6.28 4.33 4.92
Plasmocitos 0.33 0.18 0.1 0.45
Megacariocitos* 5-10 2-10 0-10 0-6
Série Eritroide. Valores absolutos
Células Totais 240.43° 177° 236% 235.17%°
Relativo (%)
Rubriblastos 0.54% 0.75° 0.36™ 1.1°
ProRubricito 2.03 3.4 1.76 3.2
Rubricito 10.6 8.05 10.06 135
MetaRubricito 34.89 23.2 35.03 27.72
Razdo Série Granulocitica / Eritroide
0.98" 1.73° 1.07% 1.08%

Tratamento: G1 — Salina 0,9%, sem aplicac&o de carboplatina; G2 — Salina 0,9%;
G3 — T. aestivum 100 mg.Kg™; G4 - T. aestivum 400 mg.Kg™

| etras diferentes representam valores estatisticamente diferentes na linha (p<0.05)
Auséncia de letras significa valores estatisticamente iguais na linha (p>0,05)
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Figura 1. Atividade da enzima PON1 nos grupos: G1 - sem inducdo; G2 induzidos com carboplatina e tratados
com Salina 0,9%; G3 — induzidos com carboplatina e tratados com T. aestivum 100 mg.Kg-1; G4 — induzidos
com carboplatina e tratados com - T. aestivum 400 mg.Kg-1 Barras representam a mediana, as caixas

representam o desvio padréo com os valores maximos e minimos. Letras diferentes representam valores

estatisticamente.
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Acdo do extrato aquoso de Hibiscus rosa-sinensis sobre a atividade da enzima Paraoxanase 1

e parametros hematopoiéticos, renais e hepaticos de ratas tratadas com carboplatina.

Resumo

Este estudo avaliou o extrato aquoso de flores de Hibiscus rosa-sinensis (HRS) na
atenuacdo dos efeitos colaterais do tratamento antineoplasico com carboplatina. Trinta e duas
foram distribuidas em quatro grupos, conforme tratamento: G1 — controle negativo, induzido
e tratado com solucdo fisiologica; G2 — controle positivo induzido com carboplatina e tratado
com solucdo fisioldgica; G3 - induzido com carboplatina e tratado com extrato aquoso de
HRS na concentracdo de 125 mg/kg; e G4 - induzido com carboplatina e tratado com extrato
aquoso de HRS na concentracdo de 250 mg/kg. Administrou-se 300 mg/m? de carboplatina
por via intraperitoneal no dia zero nos grupos G2, G3, e G4. Os animais foram tratados
diariamente durante 21 dias por gavagem orogastrica. Foi avaliado o mielograma,
hemograma, parametros bioquimicos e histopatoldgicos, além do balanco oxidativo através da
mensuracdo da atividade da enzima PONL. Efeitos de interesse dos extratos incluem maior
atividade da PON1 nos animais tratados (G3 e G4) comparados aos do G2 (p<0,05); menor
queda na contagem de leucdcitos nos dias trés e 21 (p<0,05); e nimeros totais de células
eritréides, promielécitos e neutréfilos segmentados similares aos animais que ndo foram
submetidos a aplicacdo da carboplatina. Os resultados das analises bioguimicas e
histopatoldgicas encontravam-se dentro dos parametros esperados para espécie em todos 0s
grupos. Nas condicOes deste estudo, o extrato aquoso de Hibiscus rosa-sinensis mostrou-se
seguro nas concentracdes utilizadas e capaz de minimizar os efeitos colaterais do tratamento
com carboplatina, como a mielossupressao e circulacao excessiva de radicais livres.

Palavra-chave: antocianinas; estresse oxidativo; fitoquimicos; mielograma; PON1
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Abstract

This study assessed the use of an aqueous extract of Hibiscus rosa-sinensis (HRS)
flowers on the reduction of deleterious side effects of carboplatin antitumor treatment. Thirty-
two female wistar rats were treated according to the allocated group: G1 — Negative control,
treated and induced with saline; G2 — positive control, treated with saline and induced with
Carboplatin; G3 — Treated with HRS extract at 125 mg/Kg; and G4 — Treated with HRS
extract at 250 mg/Kg. Induction of groups G2, G3, and G4 was carried out with a single dose
of intraperitoneal carboplatin at 300 mg/m? The animals were treated daily, for 21 days,
through orogastric gavage. Mielogram, hemogram, oxidative balance (though PONL1 activity),
biochemical, and histopathological parameters were assessed. Animals treated with HRS
extract (G3 and G4) had higher PON1 activity compared to G2 (P<0.05); higher leucocyte
count (P<0.05); and erythrocyte, promyelocyte, and neutrophil counts similar to un-induced
animals (G1). Biochemical and histopathological parameters were within normal levels for
animals in all groups. In the conditions of this study, Hibiscus rosa-sinensis aqueous extract
was safe to use, and reduced deleterious side effects associated with the use of Carboplatin,
especially myelosuppression and excessive circulation of free radicals.

Key-words: phytochemical; oxidative stress; antocianins; mielogram; PON1
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Os neoplasmas malignos (cancer) sdo doencas de grande impacto na medicina humana
e veterinaria. Embora ndo haja um dado global sobre a casuistica de pacientes veterinarios
com cancer, um estudo epidemiolégico realizado no reino unido demonstrou que de 100.000
cdes atendidos, 1437 apresentaram algum tipo de neoplasma (DOBSON et al., 2002),
enquanto MICHELL (1999) constatou que o cancer foi responsavel por 16% dos ébitos no
periodo avaliado em seu estudo

Dada a sua relevancia, a medicina desenvolveu diversos recursos para debelar o
cancer, sendo a exérese tumoral e/ou administracdo de farmacos antineoplasicos sistémicos 0s
métodos mais utilizados (CASSALI et al.,, 2014). Entre esses farmacos destaca-se a
carboplatina [cis-diammine (1,1-cyclobutanedicarboxylate) platinum (11)], um platinado de
segunda geracdo indicado para o tratamento de diversos carcinomas, obtendo resultados
particularmente positivos em carcinomas mamarios, epiteliais e urogenitais. A frequéncia do
seu uso esta relacionada tanto com sua 6tima resposta terapéutica como também aos seus
efeitos colaterais inferiores quando comparados a outros agentes. Todavia a carboplatina
ainda apresenta efeitos deletérios como a mielossupressdo, ototoxicidade e a expressiva
liberacdo de radicais livres (HUSAIN et al., 2001; WHEATE et al., 2010).

Visando balancear a proporcdo desses radicais, 0 organismo possui mecanismos
antioxidantes tais como a Paraoxanase 1 (PON1). A PON1 é uma enzima antioxidante
produzida no figado cuja funcdo biol6gica € neutralizar as espécies reativas de oxigénio
(EROS) reduzindo assim a peroxidagéo lipidica (FANG et al., 2012). Além dos mecanismos
enddgenos, hd compostos naturais que podem ser utilizados no controle da liberacdo de
radicais livres, tais como o Hibiscus rosa-sinenses (HRS), planta da familia das Malvaceas
rica no fitoquimico Antocianina, um poderoso antioxidante (OZKOL et al., 2015; AFSHARI

et al., 2015).
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Embora os mamiferos contem com mecanismos antioxidantes endogenos e exdgenos,
0s mesmos podem ndo ser suficientes para neutralizar episédios onde ocorrem macicas
liberacbes de radicais livres, quando isso ocorre denominamos essa situacdo de estresse
oxidativo (EO). O EO é principal causador do envelhecimento celular, propiciando assim
falhas na multiplicacdo celular e consequentemente a carcinogénese (KLAUNING et al.,

2010).

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial mieloprotetor do extrato aquoso de
Hibiscus rosa-sinenses na concentracdo de 125 mg/kg e 250 mg/kg e a sua eficicia na
manutencdo do balanco oxidativo em modelo murino submetido a quimioterapia com
carboplatina.

O experimento recebeu parecer favoravel da Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal da UFPel (CEEA - 10447). Foram utilizadas 32 ratas Wistar adultas com 80 dias de
idade e peso médio de 227 gramas. As ratas foram alojadas em caixas plasticas e receberam
racdo comercial Nuvilab cr 1®* e 4gua filtrada ad libitum. Os animais foram mantidos em
regime de 12 horas de claro/escuro, com temperatura de 21 graus Célsius. Ap6s um periodo
de adaptagdo de 15 dias as mesmas foram aleatoriamente distribuidas em quatro grupos: G1 -
controle negativo tratado com solucdo fisiologica; G2 - controle positivo tratado com solucéo
fisiologica; G3 - tratado com extrato aquoso de HRS na concentracdo de 125mg/kg G4 -
tratado com extrato aquoso de HRS na concentracao de 250mg/kg.

Iniciou-se realizando o protocolo modificado descrito por CASSALI e colaboradores
(2014) utilizando carboplatina 300mg/m? por via intraperitoneal no dia zero nos animais dos
grupos G2, G3 e G4, enquanto nos animais do G1 foi administrado 1ml de solucéo fisioldgica
pela mesma via. Os animais foram tratados diariamente durante 21 dias por gavagem

orogastrica (0,5ml) de acordo com seu respectivo grupo experimental. Para a realizacdo de

* Ragdo para ratos Wistar. Nuvilab cr 1®. Curitiba, Parana, Brasil.
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analises sanguineas, foram coletadas amostras de sangue nos dias trés, sete e 21 por
capilaridade através da puncdo do plexo retrobulbar com auxilio de colirio anestésico e
pipetas tipo Pasteur. Findado 21 dias de tratamento, foi realizada a eutanasia dos animais por
sobredose anestésica com Isoflurano, seguindo as recomendagdes do Conselho de Etica em
Experimentacdo Animal. Apds a realizacdo da eutanasia as epifises craniais dos fémures
direitos foram seccionadas em bisel e a medula Ossea aspirada para a confeccdo dos
esfregacos que foram corados pelo método do pandtico rapido e avaliados de acordo com
CASTRO e colaboradores (2011). O figado e o rim direito foram armazenados em formalina
10% e enviados ao setor de patologia veterinaria da Universidade Federal de Pelotas (UFPel)
onde foram incluidas em parafina e submetidas a cortes histolégicos de 5um, coradas com
eosina-hematoxilina e investigadas em a presenca ou auséncia de lesdes inflamatorias,
proliferativas e degenerativas em microscopio optico (400x).

A analise do hemograma foi realizada nos dias trés, sete e 21 no analisador
hematolégico PocH-100iV Diff®° onde foram avaliados os seguintes parametros: contagem
de células vermelhas do sangue (RBC), hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular
médico (MCV), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo da hemoglobina
corpuscular média (CHCM), contagem de células brancas do sangue (WBC), neutrdfilos,
linfocitos, mondcitos, eosinofilos e plaquetas. Enquanto as analises bioquimicas (Fosfatase
alcalina, Creatinina, Ureia e Alanina aminotransferase) foram realizadas em amostras séricas
usando um analisador semi automatico para quimica clinica (Mindray BA-88®°).

A atividade da PON1 foi mensurada no dia trés através da técnica do fenilacetato
(Sigma — Aldrich). A avaliagdo ocorreu a partir da taxa de formagdo de fenol monitorada
atraveés da absorbancia a 270 nm e 25 °C. O reagente de trabalho utilizado foi composto por

100 ml de Tampéo 20 mM Tris/HCI pH 8.0, contendo 1 mm CaCl2 e 50 uL de fenilacetato

® Analisador hematolégico PocH-100iV Diff ® S&o Paulo, SP
® Analisador quimico clinico Mindray BA-88 A ® Perdizes, SP
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como substrato. As amostras foram diluidas na proporcdo de um para trés em Tampéo 20 mM
Tris/HCI (10 uL de amostra e 20 uL de Tampéo) e foi adicionado 3.3 uL desta diluicdo em
500 uL da solucéo de trabalho. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro utilizando cubeta
de quartzo, na faixa de 270 nm com 20 segundos de retencdo e um minuto para leitura. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia com comparagdo das médias pelo teste
Tukey. Diferencas entre os grupos foram consideradas significativas se p<0,05.

A inducdo da mielossupressao pela carboplatina foi constatada tanto pela significativa
reducdo de leucdcitos totais no hemograma (Fig. 1) como pela queda do numero total de
células eritréides, rubriblastos e promieldcitos demonstradas nos mielogramas do G2 quando
comparadas ao G1 (Tab. 1). Da mesma forma foi demostrado um efeito significativamente
superior na neutralizacdo de radicais livres pela maior atividade da enzima PON1 no G1
quando comparado ao G2, grupo induzido com carboplatina (Fig. 2).

Em ambas as concentracdes dos extratos, constatou-se balango oxidativo equivalente
ao fisioldgico (G1), através da maior atividade da PON1 nos animais dos grupos G3 e G4
guando comparados aos animais do grupo dois (p<0,05) (Fig 1). A atividade antioxidante do
HRS pode ser justificada pela presenca no extrato de compostos antioxidantes como as
antocianinas. Esse potencial ja foi demonstrado in vitro (AFSHARI et al., 2015) e in vivo
(SANKARAN; VADIVEL, 2011) utilizando extrato etandlico de HRS, entretanto nossos
resultados sdo inéditos quando se refere a utilizacdo do extrato aquoso como promotor da
atividade da PONL.

O efeito mieloprotetor do extrato foi verificado pela analise do hemograma que
revelou que os animais do G3 e do G4 apresentaram contagem de leucocitos totais superior a
dos animais do G2 durante todo o periodo experimental; sendo significativamente superiores
(p<0,05) nos dias trés e 21 para os animais do G4 e no dia 21 para animais do G3 (Fig. 2).

Além disso, no mielograma se observou que os animais do G3 e do G4 apresentaram numeros
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totais de células eritroides, promieldcitos e neutrofilos segmentados similares aos animais que
ndo foram submetidos a aplicacdo da carboplatina. Enquanto os animais do grupo G2
apresentaram valores significamente inferiores ao grupo G1 no numero total de células
eritroides e superiores de neutrofilos segmentados e promieldcitos (p<0,05) (Tab. 1).
Sugerindo que a medula 6ssea do G2 necessitou aumentar a producdo da série granulécitica
para compensar os efeitos gerados pela carboplatina, diferentemente dos grupos tratados com
extrato aquoso de HRS que por ndo sofrerem impacto expressivo na contagem de leucdcitos
totais durante o periodo experimental ndo precisou recuperar a leucopoese.

As analises bioquimicas realizadas (ALT, FA, Creatinina e Ureia), assim como as
analises histologicas do rim e do figado, ndo apresentaram alteracéo entre 0s grupos, estando
dentro dos parametros fisioldgicos da espécie, sugerindo baixa ou nenhuma toxicidade dos
extratos aquosos nas concentracdes testadas.

Conclui-se que o extrato aquoso de HRS representa um eficaz recurso para reducao do
impacto mielossupressor da carboplatina e colabora para a manutengdo do balango oxidativo.
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Figura 1 - Atividade da enzima PON1 nos grupos: G1 — Salina 0,9%, sem aplicacdo de
carboplatina; G2 — Salina 0,9%; G3 — extrato aquoso de HRS 125mg.Kg; G4 - extrato aquoso
de HRS 250mg.Kg. Barras representam o valor médio e letras diferentes representam valores

estatisticamente distintos (p<0.05).
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Figura 2 - Variagdo do nimero de leucdcitos totais nos dias zero, trés, dez e 21: G1 — Salina
0,9%, sem aplicacdo de carboplatina; G2 — Salina 0,9%; G3 — extrato aquoso de HRS
125mg.Kg; G4 - extrato aquoso de HRS 250mg.Kg. *Letras diferentes representam valores

estatisticamente distintos (p<0.05).
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Tabela 1 - Mielograma (medias) de ratas tratadas (G3 e G4) ou ndo (G1 e G2)
com extrato aquoso de HRS 21 dias apds protocolo quimioterapico com dose

unica de carboplatina intraperitoneal (G2, G3, G4).

Gl G2 G3 G4

Série granulocitica

N# Células 224.86 287.75 257.4 248.2
Promielécitos 1.29°  2.85*  1.28° 1.24°
Mielécitos 9.57° 925  11.84% 11.2%
MetaMielGdcitos 7.34 6.85 8.64 7.56
Bastonetes 10.29 9.9 11.12 10.56

Segmentados 14.77°  26.6°  16.8° 13.52°

Eosinofilos 1 1.25 0.68 0.84
Basofilos 0.14 0.2 0.12 0.08
Monocitos 0.37 0.6 0.36 0.28
Linfocitos 6.3 6.28 4.6 6.74
Plasmocitos 0.33 0.18 0.52 0.14
Megacariocitos*  5-10 2-10 2-10 2-12
Série eritroide

N# Células 240.43° 177°  220® 216%°
Rubriblastos 0.54® 075 048" 056
ProRubricito 2.03 34 1.6 1.2

Rubricito 10.6 8.05 10.92 8.2

MetaRubricito 34.89 23.2 31 33.24

Razao série granulocitica / eritréide

0.98° 1.73% 1.23% 1.25%°

Tratamentos: G1 — Salina 0,9%, sem aplicacdo de carboplatina;
G2 — Salina 0,9% e aplicacdo de carboplatina; G3 — extrato
aquoso de HRS 125mg.Kg-1 e aplicagéo de carboplatina; G4 -
extrato aquoso de HRS 250mg.Kg ' e aplicagdo de carboplatina.
Letras diferentes representam valores estatisticamente diferentes
na linha (p<0.05).

Auséncia de letras representam valores estaticamente iguais na
linha (p<0.05).



4 Considerac¢des Finais

Os resultados desse estudo determinaram as seguintes conclusoes:

- A atividade da PON1 em pacientes oncoldgicos caninos é menor do que em caes
higidos, sendo essa atividade ainda menor durante a administracdo de farmacos
antineoplasicos.

- O extrato aquoso de Triticum aestivum na concentracao de 100 mg/kg e 400 mg/kg
e 0 extrato aquoso de Hibiscus rosa-sinensis na concentracdo de 125 mg/kg e 250
mg/kg melhoram a leucopoese de ratas submetidas a protocolo quimiotergpico com
carboplatina. Demonstrando seu efeito atenuante a mielossupressao causada pelo
farmaco.

- A administracdo do extrato aquoso de Triticum aestivum na dose de 100 mg/kg e
400 mg/kg e o extrato aquoso de Hibiscus rosa-sinensis na concentracdo de 125
mg/kg e 250 mg/kg aumentaram a atividade da PON1 dos animais tratados. Desta
maneira, fica nitido sua acdo como reguladora do balanco oxidativo em modelo
murino.

- Nenhuma das concentracfes dos extratos promoveu alteracées nos niveis séricos
de creatinina, ureia, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina dos animais
experimentais. Sendo assim pode-se concluir que as mesmas apresentam pouco ou
nenhum potencial nocivo a esses 0rgaos.

Nesse estudo demos 0s primeiros passos na busca pela obtencdo de novos
recursos terapéuticos para paciente submetidos a terapia antineoplasica. E
conhecida a crescente incidéncia de cancer na populacdo humana e animal, sendo
assim, novas maneiras de debelar esse conjunto de afec¢cbes devem exploradas.
Em um pais de proporc¢des continentais e flora abundante como o Brasil, possuimos
uma rica variedade de plantas com potencial terapéutico, sejam elas nativas ou
adaptadas ao nosso clima. A aplicacao clinica desses extratos ainda carece de mais
estudos, especificamente em modelo experimental com céancer induzido, haja vista
gue a resposta desses extratos pode ser diferente nesses pacientes. Além disso, é
pertinente avaliar a acdo dos extratos frente as neoplasmas, tendo em vista que a

literatura j& demonstrou o potencial antitumoral de outros extratos vegetais. Desta
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maneira chegaremos mais proximos da implementacdo de uma formulagéo
contendo esses extratos e que 0S mesmos se tornem uma importante ferramenta

terapéutica empregada como adjuvante a terapia antineoplasica em cées.
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De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentag¢do Animal (CEEA) '
Para: Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Faculdade de Veterinaria

Senhora Doutora:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Efeito de extratos vegetais como
adjuvantes na terapia antineopldsica”, processo n°23110.010447/2014-59, sendo de
parecer FAVORAVEIAta sua execu¢do, considerando ser o assunto pertinente e a
metodologia compativel com os principios éticos em experimentagdo animal e com os
objetivos propostos.

Solicitamos, apds tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo &8 CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
(coédigo para cadastro n° CEEA 10447-2014).
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