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RESUMO

A doxorrubicina (DX), um quimioterdpico usado em pacientes oncoldgicos, possui efeitos toxicos em tecidos ndo neoplésicos, como, por exemplo, o tecido
adiposo. Seu mecanismo de agdo tem sido associado a um aumento da maior produgio de espécies reativas de oxigénio, desta forma, terapias com compostos
antioxidantes, como a rutina, podem ser benéficas em reduzir os efeitos adversos dessa droga. O objetivo desse estudo foi avalair o efeito da rutina na adiposidade
e homeostase redox do tecido adiposo (TA) de camundongos tratados com doxorrubicina. Camundongos Swiss machos foram divididos em trés grupos: o
controle grupo (CT); o grupo doxorrubicina (DX), no qual os animais receberam DX (2,5 mg/kg, i.p.) duas vezes por semana durante duas semanas, e grupo
RT (DX + rutina), no qual os animais receberam, além da DX, a rutina (10mg/kg, v.0.) diariamente. A Ingestio de ragdo e peso corporal foram avaliados
semanalmente e, ao final do estudo, os animais foram eutanasiados e os coxins adiposos subcutineo, periepididimal e retroperitoneal foram coletados, pesados
earmazenados a -80C. Foram avaliados dano oxidativo e atividade da enzima antioxidante catalase. O tratamento com a rutina atenuou a perda de TA causada
pela DX, e aumentou a atividade da enzima catalase. Esses resultados demonstram a importancia de novos estudos para esclarecer melhor o papel protetor da
rutina contra os efeitos colaterais relacionados & quimioterapia, em 6rgaos relevantes para o controle da homeostase.
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ABSTRACT

Doxorubicin (DX), a chemotherapy drug used in cancer patients, has toxic effects on non-neoplastic tissues, such as adipose tissue. Its mechanism
of action has been associated with increased production of reactive oxygen species. Therefore, therapies with antioxidant compounds, such as rutin,
may be beneficial in reducing the adverse effects of this drug. Our study evaluated the effect of rutin on adiposity and redox homeostasis of adipose
tissue (AT) in mice treated with doxorubicin. Male Swiss mice were divided into three groups: the control group (CT); the doxorubicin (DX) group,
whose animals received DX (2.5 mg/kg, i.p.) twice a week for two weeks, and the RT group (DX + rutin), in which the animals received, in addition
to DX, rutin (10mg/kg, p.o.) daily. Feed intake and body weight were assessed weekly and, at the end of the study, the animals were euthanized
and the subcutaneous, periepididymal and retroperitoneal fat pads were collected, weighed and stored at -80C. Oxidative damage and activity of
the antioxidant enzyme catalase were evaluated. Treatment with rutin attenuated the loss of TA caused by DX, and increased the activity of the
catalase enzyme. These results demonstrate the importance of further studies to better clarify the protective role of rutin against side effects related
to chemotherapy, in organs relevant to the control of homeostasis.

Key words: chemotherapy drug; adipose tissue; antioxidant; redox imbalance.
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INTRODUCAO

O céancer é uma das principais causas de morte
no mundo. Com a evolugdo de tratamentos como
quimioterapia, radiagdo e cirurgia houve no
aumento significativo de sobreviventes, entretanto, a
International Agency for Research on Cancer (IARC)
aponta uma incidéncia de 18,1 milhoes de casos € 9,6
milhdes de mortes por cancer em 2018 (ALBINI ef al.,
2010; ZHANG et al., 2016; IARC, 2018).

A doxorrubicina (DOX) é um medicamento de
quimioterapia muito eficaz, e estd presente na maio-
ria dos coquetéis quimioterdpicos, devido seu efeito
antitumoral nao-seletivo, porém seu uso é limitado
devido aos efeitos colaterais como vOomitos, diarréia,
sangramentos, inchagos, além de efeitos deletérios em
tecidos cardiaco, hepatico e renal (AYLA et al., 2011;
TSOLI et al., 2014; CABEZA et al., 2015).

O tecido adiposo possui um papel endédcrino sendo
capaz de sintetizar e secretar as adipocinas, impor-
tantes para a manuten¢ao de condigdes fisiologicas
e suprimento caldrico durante periodos de privagao
de energia, retardando a desnutri¢ao proteica nes-
ses pacientes BRASIL (2015). Biondo et al. (2016),
demonstraram que o tratamento com doxorrubicina
gera uma redugao de adipdcitos e desregulagao do
metabolismo do tecido adiposo, prejudicial a pacien-
tes com cancer, pois uma diminui¢ido na massa adiposa
esta associada a um prognostico negativo.

A rutina é um flavondide com atividade antio-
xidante, encontrado em vegetais, principalmente
frutas, como caju, acerola, maracuja e maga. A deno-
minagdo ‘rutina’ faz referéncia a uma planta chamada
Ruta graveolens, que também contem rutina. Outras
denominagoes para este composto incluem rutosideo,
quercetina-3-rutinosideo e soforina. Na literatura cien-
tifica, uma série de atividades farmacologicas, destre
elas se destaca as atividades antioxidantes e anticarci-
nogénicas (GANESHPURKAR E SALUJA, 2017).

Tem sido demonstrado que o tratamento com a
doxorubicina promove desequilibrio redox, provavel-
mente pelo aumento da produgio de espécies reativas
de oxigénio (ERO). Desta forma, terapias antioxidantes
que reduzam esses efeitos adversos tém sido estuda-
das (LUDKE et al., 2009; LUDKE et al., 2012). Nesse
contexto, a rutina destaca-se com seus efeitos anti-
glicémicos e antilipidémicos (PRESTA; PEREIRA, 1987;
BARBOSA et al., 2010), analgésico e anti-inflamatorio
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(CASTILHO; KAPLAN, 2011), protetor contra danos
ao DNA e atividade antioxidante (PRESTA; FONSECA;
BERNARDO-FILHO, 2007 ). Além disso, Ma et al. (2017),
demonstraram que, em cardiomidcitos de camundon-
gos, a rutina apresentou efeito protetor nas alteragdes
cardiacas induzidas pela doxorrubicina. Dessa forma,
o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da rutina
na alteracio de adiposidade e homeostase redox do
tecido adiposo branco de camundongos tratados
com doxorrubicina.

MATERIAL E METODOS

Animais

Os protocolos experimentais utilizados neste tra-
balho estio em concordancia com os Principios Eticos
na Experimentagdo Animal. Antes de inicar os proce-
dimentos, o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
de Utilizagdo de Animais (CEUA) da Universidade
Estadual do Ceara (processo No 7292555/ 2017).

Vinte e quatro camundongos Swiss albinos machos,
oriundos do Biotério Central da Universidade Federal
do Ceard, foram utilizados neste estudo. Os animais
foram mantidos no biotério de experimenta¢ao do
Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas, abrigados
3 ou 4 animais por gaiola, em uma sala com tempera-
tura controlada e sob um ciclo claro-escuro de 12:12 h.
Durante o experimento, o peso e o consumo alimentar
foram avaliados uma vez por semana.

Os animais foram divididos randomicamente em
trés grupos descritos a seguir: o grupo controle (CT),
formado por animais que receberam apenas o vei-
culo durante todo o periodo; o grupo doxorrubicina
(DOX), no qual os camundongos receberam cloridrato
de doxorrubicina na dose de 2,5 mg/kg de peso cor-
poral, via intraperitoneal (i.p.), duas vezes por semana
durante duas semanas; e grupo doxorrubicina + rutina
(RT), no qual os animais receberam a doxorrubicina
(2,5 mg/kg, i.p.), duas vezes por semana durante 2
semanas e a rutina (SIGMA-ALDRICH, ST. LOUIS,MO,
ESTADOS UNIDOS) na dose de 10 mg/kg de peso cor-
poral, por via oral, uma vez por dia no periodo da
manha. A dose da doxorrubicina e de rutina foram
definidas baseadas em estudos prévios publicados na
literatura cientifica.

Durante o periodo de tratamento, o consumo de
ragio e peso corporal foram medidos semanalmente.
Ao final do tratamento, vinte e quatro horas apds a
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ultima dose de rutina, os camundongos eutanasiados
por inala¢ao de CO2 e os coxins de tecido adiposo
subcutaneo, retroperitoneal e periepididimal foram
dissecados, pesados e congelados imediatamente em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenados a
-80°C. Para avaliacdao dos marcadores de desequilibrio
redox foi utilizado o tecido subcutaneo.

Dosagens no tecido subcutaneo

Homogeneizagdo das amostras e extra-
¢do das proteinas

Amostras de tecido adiposo subcutaneo (aproxi-
madamente 400 mg) foram homogeneizadas em 1mL
de tampao homogenato (Tris-HCI (10 mM), NaCl (0,9
%(p/v)), pH 7.4), utilizando-se um homogeneizador
tipo turrax (JAMKE&KUNKEL IKA LABORTECHNIK
ALEMANHA). O homogenato foi centrifugados a 720g,
por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante contendo as
proteinas foi coletado, a concentragdo de proteinas foi
dosada pelo método de Bradford e utilizado posterior-
mente para dosagem de grupamentos tiol e avaliacao
da atividade de catalase.

Quantificagao de grupamentos tidis

A quantificagdo de grupamentos tiol livre nas amos-
tras foi realizada determinando-se a concentragdo de
2-nitro-5-benzoato (NTB-), por espectrofotometria,
produzido pela reagdo de clivagem do 4cido dithio-
nitrobenzéico (DTNB) pelos grupamentos tidis
presentes na amostra. O N'TB- se ioniza a NTB-2 em
meio aquoso em pH neutro ou alcalino. O NTB2- foi
quantificado em espectrofotometro (HITACHI U-3300)
utilizando a absorbancia da luz visivel, com o compri-
mento de onda de 412 nm.

Determinagio da atividade da catalase

A avalia¢do da atividade da enzima catalase (CAT)
foi realizada através da medida da taxa de desapare-
cimento do peréxido de hidrogénio (H202), pela
sua conversdo em dgua e oxigénio. O experimento
consistiu em avaliar a reducdo da absorbincia da
luz UV (240nm) do meio reacional (tampio fosfato
de potassio (50mM), pH 7.0, triton X-100 (0,002%),
EDTA (0,1mM), peréxido de hidrogénio (15mM), com
volume final da reacio de ImL). Foi adicionado 100
microgramas de proteina da amostra ao meio reacio-
nal e a absorgédo de luz foi medida no tempo 0, 30s e
60s. A atividade da catalase foi calculada pela diferenca
entre a taxa de diminui¢do da absorbincia com e sem
a amostra, sendo calculada por meio da quantidade de
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H202 consumido por minuto, utilizando o coeficiente
de extin¢do molar do H202 (43,6M-1). A atividade
da enzima foi expressa em unidades por miligrama
de proteina (U.mg-1). Uma unidade representou 1
micromol de perdxido de hidrogénio consumido por
minuto (AEBI, 1984).

Analise estatistica

Resultados foram expressos como média + SEM.
Para comparagdo das médias, foi utilizado o teste da
analise de varianca - ANOVA one-way seguido por
pos-teste de Bonferroni. A médias foram considera-
das significante deferentes quando p<0.05. As analises
foram realizadas utilizando-se o software GraphPad
Prism versdo 7.0 para Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No nosso estudo, o tratamento dos animais sau-
déveis com a doxorrubicina em uma dose terapéutica
por duas semanas promoveu uma redu¢io na adipo-
sidade, constatada pela diminui¢do do peso dos coxins
adiposos subcutaneo, periepididimal e retroperitoneal
(Figura 2). Interessantemente, quando o tratamento
com doxorrubicina foi associado ao tratamento dia-
rio com a rutina, um composto bioativo presente
em diversos alimentos de origem vegetal, ndo houve
redugdo no peso corporal (Figura 1) nem do peso dos
coxins adiposos subcuténeo e retroperitoneal (Figura
2), bem como na ingestdo alimentar nos camundon-
gos, (dados nao mostrados).

Figura 1- (A) Evolugao do peso corporal entre os grupos controle (CT) , Doxorubicina (DOX) e

tratados com rutina (RT) e drea sob a curva do acompanhamento do peso por 14 dias.
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*p<0,05. Os valores representam média + EPM de 8 animais em cada grupo apresentado (one-way ANOVA, seguido de

Tukey. *p<0,05).
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Figura 2 Peso do tecido adiposo dos grupos controle (CT), doxorrubicina (DX) e tratados com
rutina(RT).
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A: peso do subcutaneo; B: peso do retroperitoneal; C: peso do periepididimal.

0s valores representam miédia  EPM de § animais em cada grupo apresentado (one-way ANOVA, seguido de Tukey. p<0,05).

OQutros trabalhos, utilizando modelos murinos,
também observaram variagio de peso significativa nos
animais ap0ds tratamento com doxorrubicina. Em um
estudo que avaliou os efeitos da administracio sema-
nal de doxorrubicina (2,5 mg/kg) em ratos, por um
periodo de 6 semanas, foi observado que o tratamento
alterou o ganho de peso dos animais principalmente
apos o final do tratamento, entre as semanas 6 e 9 do
acompanhamento (XIANG ef al., 2009). Akolkar et al.
(2017), utilizando também dose fracionada (2,5mg/
kg) duas vezes por semana, durante 3 semanas, em
ratos, observaram um declinio no peso dos ani-
mais a partir da segunda semana de tratamento com
a doxorrubicina.

Ja em outro estudo, utilizando camundongos, foi
demonstrado que o a administragdo de doxorrubicina,
na dose de 3 mg/kg, a cada dois dias por duas semanas,
promoveu redugdo do peso dos animais oito semanas
apos a administracdo da ultima dose de doxorrubicina
e que a rutina preveniu essa perda de peso. No entanto,
nao houve diferen¢a no peso do coragio entre os gru-
pos (MA et al., 2017).

No estudo de Biondo et al. (2018), o tratamento
com a doxorrubicina (2,5 mg/kg, 2 vezes por semana
por duas semanas) nao foi capaz de alterar o peso dos
animais ao final deste periodo. Entretanto, foi obser-
vado uma redugido dos coxins adiposos subcutineo e
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periepididimal. Santos et al. (2007), avaliando o efeito
de uma tinica administragdo doxorrubicina (15mg/kg)
em ratos, demostraram uma redugao significativa no
peso dos animais, mesmo quando a foi feita a asso-
ciagdo da doxorrubicina com uma suplementagao de
vitaminas antioxidantes. Uma unica administracdo de
doxorrubicina, na dose de 15mg/kg de peso corporal,
também foi suficiente para reduzir o didmetro dos adi-
pocitos e alterar na produgao de adipocinas em ratos,
72 horas apds (BIONDO et al., 2016). Segundo os auto-
res, essa rapida perda ponderal pode estar relacionada
a alteragOes nas vias de sinalizagdo da Proteina Quinase
Ativada por Monofosfato de Adenosina (AMPK) e dos
Proliferadores de Peroxissomas do tipo gama (PPARY).

A redugao de massa adiposa em pacientes oncologi-
cos esta associada a caquexia e a um mau prognostico,
pois, o tecido adiposo, além de ser um tecido metabo-
licamente importante, é um 6rgao endécrino capaz
de sintetizar e secretar diversas adipocinas, possuindo
assim um papel fundamental na homeostase sisté-
mica (GRADINARU et al., 2017; JOKINEN ef al., 2017).
A manuten¢do da massa adiposa e das fun¢oes do
tecido adiposo esta correlacionada com uma melhor
expectativa e qualidade de vida em pacientes com can-
cer (BING, 2011).

Em relacdo a homeostase redox no tecido adi-
poso, no presente trabalho, os animais que receberam
a doxorrubicina associada com a rutina apresentaram
um aumento na concentra¢ao dos grupamentos tiois
no tecido subcutaneo, o que representa uma melhora
no status redox neste tecido, e um aumento da atividade
da enzima antioxidante catalase, quando comparado
aos animais que receberam apenas a doxorrubicina
(Figura 3A e B).

Figura 3 - Dano oxidativo e atividade da enzima antioxidante do tecido subcutaneo dos

grupos controle (CT), doxorrubicina (DX) e tratados com rutina(RT) por 14 dias.

A B

mmol de DTNB reduzido /
mg proteina
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Foram analisadas: A - Grupamento Tiol, B - Catalase (CAT). Os valores representam média + EPM de 8 animais em cada grupo

apresentado (one-way ANOVA, seguido de Tukey. *p<0,05).
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Corroborando com nossos dados, Biondo et al.
(2016), demonstraram efeitos deletérios da doxorru-
bicina que, além de reduzir a massa de tecido adiposo
de ratos tratados com uma unica dose, também dimi-
nuiu a viabilidade de adipdcitos in vitro. Nesse estudo,
a doxorrubicina também reduziu a captagio de glicose
pelos adipdcitos, o nivel sérico de adiponectina e a
expressao dos genes lipogénicos e adipogénicos.

Embora nao tenham sido encontrados dados na
literatura relativos ao efeito da doxorrubicina no tecido
adiposo quanto a atividade da enzima catalase e na
geragdo de grupamentos ti6is reduzidos os resulta-
dos encontrados nessa pesquisa foram confrontados
com os de outros tecidos estudados a fim de se possa
compreender melhor o que pode estar acontecendo
no tecido adiposo.

Um mecanismo de a¢ao proposto para os efeitos
da doxorrubicina envolve a sua capacidade aumentar
a geragdo espécies reativas de oxigénio que indu-
zem dano ao DNA, a proteinas e 8 membrana celular
(RIVANKAR, 2014; SANTOS et al., 2007). Ela pode entrar
na mitocondria e competir com a coenzima Q10 na
cadeia transportadora de elétrons, induzindo a for-
magdo de radicais peroxidos, induzindo assim, o
desequilibrio redox ou o estresse oxidativo na célula
(sanToOs et al., 2007). Sua metabolizacio intracelular
inclui enzimas dependentes de Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Reduzida (NADH) mitocondrial que
agem reduzindo a doxorrubicina dando origem a
um radical semiquinona correspondente que pode
passar por ciclos redox e formar 4nios superdxidos
(O2-) e peroxido de hidrogénio (H202). O H202 na
presenga de ferro ferroso, pode ser convertido no radi-
cal hidroxila (OH-), uma ERO altamente reativa. No
entanto, esses niveis aumentados de EROs pode ser
neutralizado pelo sistema de defesa antioxidante enzi-
matico enddgeno, que inclui as enzimas superdxido
desmutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase
(SHABALALA et al., 2017).

No nosso estudo, o tratamento com doxorrubicina
ndo promoveu alteragdo no nos niveis de grupamen-
tos tidis no tecido adiposo subcutineo, entretanto os
efeitos toxicos das drogas antineopldsicas dependem
do tempo de exposicio e da dose utilizada. Tomando
como exemplo os efeitos da doxorrubicina no tecido
cardiaco, foi relatado que a doxorrubicina pode gerar
consequéncias anos apos o uso deste quimioterapico,
devido seu efeito cumulativo (LIPSHULTZ et al., 2013).
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Nesse sentido, torna-se relevante estudos em tempos
diferentes de tratamento com este quimioterapico,
visto que seus efeitos deletérios tém sido associados
a maior produc¢io de EROs.

Compostos bioativos fenolicos presentes em vege-
tais, sdo conhecidos por serem uma importante classe
de moléculas com atividade antioxidantes de ocorrén-
cia natural. Eles sdo capazes de receber um elétron e,
desta forma, transformar radicais livres em molécu-
las mais estaveis, interrompendo a reagao de oxidagao
em cadeia dentro das células (PANDEY; RIZVI, 2009).
Além disso, eles também podem ser capazes de ativar
o sistema de defesa antioxidante celular, aumentando
da atividade de moléculas antioxidantes endogenas
(GUPTA; SHARMA, 2017).

Alguns estudos, avaliaram o efeito de compostos
com atividade antioxidante com o objetivo de reduzir
o desequilibrio oxidativo gerado pela doxorrubicina
em outros tecidos, especialmente, no tecido cardiaco.
Um estudo utilizando a genisteina, um isoflavondide
derivado da soja, demonstrou um redugio na cardioto-
xicidade induzida pela doxorrubicina e esse efeito deve
esta relacionado com a capacidade da genisteina de
regular o status redox celular e o balango antioxidante,
através do aumento das enzimas antioxidantes de fase
IT (WANG; YANG; ZHAO; LI, 2014). Além da genisteina,
outros componentes alimentares também conseguem
estimular as enzimas antioxidantes de fase II, através
da ativacdo da via da MAPquinase, como antioxidan-
tes fendlicos, isotiocianatos e flavandides. Dentre as
enzimas de fase II estdo a superfamilia da glutatio-
na-S transferase e da NAPH/quinona redutase (HUBER;
ALMEIDA; DE FATIMA, 2008).

Nesse contexto a rutina mostra-se ser um com-
posto bioativo importante no combate aos possiveis
efeitos da doxorrubicina na homeostase redox do
tecido adiposo e de outros tecidos, visto que os nos-
sos dados demonstraram que o tratamento com a
rutina, concomitante com o tratamento com a doxor-
rubicina, foi capaz de aumentar a atividade da enzima
antioxidante catalase no tecido adiposo subcutianeo
dos camundongos. Parte da atividade antioxidante
da rutina, se deve a sua propriedade redutora e a sua
estrutura quimica, que lhe conferem a capacidade de
neutralizar ou sequestrar radicais livres, quelando os
metais de transicio e agindo tanto no inicio, como na
transmissdo do processo oxidativo (PAULA et al.,2014).
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Além disso, ja foi demonstrado o papel protetor
da rutina na disfun¢ao cardiaca induzida pela doxor-
rubicina em camundongos Ma et al. (2017). Nesse
contexto, podemos constatar que, embora a rutina
tenha apresentado um potencial antioxidante em
diversos estudos, sdo necessarios mais estudos para
avaliar sua ag¢do sobre os efeitos da doxorrubicina no
tecido adiposo.

Por fim, mais estudos continuam sendo necessa-
rios para elucidar de que forma a melhora da defesa
antioxidante esta associada a perda de peso encon-
trada neste estudo.

CONCLUSAO

O tratamento com a rutina associado a doxor-
rubicina, atenuou a perda de adiposidade causada
por esse quimioterapico, e aumentou a atividade da
enzima catalase, demonstrando seu importante poten-
cial efeito antioxidante. Esses resultados demonstram a
importancia de novos estudos para esclarecer o papel
da rutina na redugédo dos efeitos colaterais relacio-
nados a quimioterapia em 6rgaos relevantes para o
controle da homeostase.
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