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Resumo

Resumo

A acitretina e a isotretinoina sdo retinoides frequentemente utilizados no tratamento
de algumas doengas inflamatdrias da pele, constituindo também uma estratégia promissora
na quimioprevencdo do cancro. A associagcdo dos retinoides com os antiestrogénios tem
vindo a ser estudada, de forma a minimizar os efeitos adversos e a aumentar a eficacia
terapéutica. No entanto, os mecanismos de acdo farmacoldgica e toxicologica destes
retinoides individualmente ou em associagdo com 0s antiestrogénios permanecem por
esclarecer, e pouco é conhecido acerca dos seus efeitos secundarios em associacGes
terapéuticas com a fototerapia com radiacdo UVB de banda estreita (NBUVB) ou com a
fototerapia com radiacdo UVA e psoraleno (PUVA), usadas no tratamento de doencas
inflamatdrias da pele.

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da acitretina e da isotretinoina
individualmente ou em associacdo com o0s antiestrogénios tamoxifeno (TAM) e
4-hidroxitamoxifeno (OHTAM) em mitocondrias de figado de rato e em linhas celulares de
melanoma e de cancro da mama. Foram também avaliados os efeitos citogenotoxicos in
vitro da acitretina e da isotretinoina, bem como os efeitos da acitretina em associagdo com
o TAM e com o OHTAM em culturas de sangue de voluntarios saudaveis.
Adicionalmente, foram estudados os efeitos citogenotdxicos in vivo e as alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas induzidas pela acitretina e isotretinoina em monoterapia ou
em associacdo com a NBUVB ou com a PUVA, em doentes com psoriase vulgaris e com
acne vulgaris.

Os estudos em mitocondrias demonstraram que a acitretina e a isotretinoina
(5 nmoles/mg proteina) diminuiram a producdo de energia e aumentaram a sensibilidade
das mitocondrias hepaticas para a permeabilidade transitéria mitocondrial (MPT) induzida
por Ca?*, como consequéncia da interacdo destes retinoides com o transportador de
nucledtidos de adenina (ANT). A diminuicdo do conteddo de ANT sugere que 0S
mecanismos de apoptose e de toxicidade hepatica induzidos pela acitretina e pela
isotretinoina ocorrem, possivelmente, atraveés de disfuncBes mitocondriais, devido a
interacdes com 0 ANT.

Além disso, observamos que o TAM e 0 OHTAM (10 nmoles/mg proteina ou 5 uM)

inibiram a MPT induzida pela acitretina e pela isotretinoina, o que contribui para diminuir
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a toxicidade induzida por estes retinoides, provavelmente por impedirem as mudancas
conformacionais do ANT envolvidas na indugéo da MPT.

Estudos em linhas celulares de melanoma e de cancro da mama demonstraram que a
acitretina (5 uM) e a isotretinoina (0,5 pM) em associagdo com 0 TAM ou com 0 OHTAM
(5 e 7,5 uM) aumentaram sinergisticamente os efeitos antiproliferativos de cada composto
individualmente. O efeito antiproliferativo destas associagdes, observado na linha celular
de melanoma, ndo se deve a mecanismos de morte celular sendo uma consequéncia da
paragem do ciclo celular na fase GO/G1. A associa¢do da acitretina ou da isotretinoina com
0 OHTAM apresentou um maior efeito antiproliferativo do que a associacdo do TAM
devido, provavelmente, a maior afinidade para os recetores de estrogénio (ERS).

Os estudos de genotoxicidade in vitro demonstraram que a acitretina e a isotretinoina
(1,2 — 20 uM), bem como a acitretina em associagdo com 0s antiestrogénios nao
apresentaram efeitos genotoxicos.

Relativamente, aos estudos de genotoxicidade in vivo, verificou-se que as
terapéuticas com acitretina (monoterapia ou em associacdo com a NBUVB) ou com
isotretinoina (monoterapia) ndo induziram efeitos genotdxicos. No entanto, sdo necessarios
mais estudos para esclarecer o potencial genotoxico da terapéutica com acitretina + PUVA
ou com isotretinoina + NBUVB.

Os estudos in vivo incluiram também a avaliacdo das alteracbes biogquimicas e
hematoldgicas induzidas por estas terapéuticas em doentes com psoriase vulgaris e acne
vulgaris. VerificAmos que a acitretina (em monoterapia ou associada com PUVA) ou a
isotretinoina (em monoterapia ou associada com NBUVB), apds 12 semanas de tratamento
ndo induziram toxicidade renal. No entanto, os doentes tratados com acitretina + NBUVB,
apos 12 semanas, apresentaram um aumento nos niveis de creatinina, sugerindo uma
possivel toxicidade renal.

A terapéutica com acitretina (em monoterapia ou associada com NBUVB ou com
PUVA), ou com isotretinoina (em monoterapia ou em associacdo com NBUVB), ap0s
12 semanas, ndo induziram alteracdes no metabolismo da glucose. Contudo, verificou-se
uma diminuicdo da sensibilidade a insulina, apds um tratamento prolongado com acitretina
(24 e 36 semanas) ou com isotretinoina (24 semanas).

VerificAmos que a terapéutica com acitretina (em monoterapia ou associada com
NBUVB ou PUVA) ou com isotretinoina (em monoterapia ou em associacdo com

NBUVB), apds 12 semanas, ndo induziram toxicidade hepatica. No entanto, uma
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terapéutica prolongada com acitretina (24 ou 36 semanas) ou com isotretinoina
(24 semanas), induziu toxicidade hepética e disfun¢do muscular.

Em conclusdo, este estudo sugere que a acitretina ou a isotretinoina associadas com
0s antiestrogénios apresentam uma potencial aplicacdo na quimioprevencdo do melanoma
e do cancro da mama, sendo a associa¢cdo com 0 OHTAM a que tem uma maior eficacia no
tratamento do melanoma. A associacdo com 0s antiestrogénios pode fornecer uma
poderosa estratégia para ultrapassar a toxicidade destes retinoides, sem efeitos genotoxicos.
Por outro lado, os estudos em doentes sugerem que a acitretina e a isotretinoina
individualmente ou em associagdo com NBUVB ou PUVA ndo induzem alteragdes
significativas nos biomarcadores clinicos, exceto para a fungcdo hepatica, muscular e para o

metabolismo da glucose.

Palavras-chave: Acitretina, isotretinoina, antiestrogénios, cancro, citogenotoxicidade.
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Abstract

Acitretin and isotretinoin are retinoids frequently used to treat some inflammatory
skin disorders, and are also a promising strategy for cancer chemoprevention. The
combination of retinoids with antiestrogens has been studied to minimize side effects and
to achieve a higher efficacy. However, the mechanisms underlying the pharmacological
and toxicological effects of these retinoids individually or in combination with
antiestrogens remain unclear, and little is known about their adverse effects in combined
therapies with narrow-band UVB (NBUVB) or with psoralen associated to UVA
irradiation (PUVA), used to treat inflammatory skin disorders.

The aim of this work was to study the effects of acitretin and isotretinoin individually
or in combination with the antiestrogens tamoxifen (TAM) and 4-hydroxytamoxifen
(OHTAM), in rat liver mitochondria and in melanoma and breast cancer cell lines. We also
evaluated the in vitro cytogenotoxic effects of acitretin and isotretinoina, as well as the
effects of acitretin in combination with TAM and OHTAM, using blood cultures from
healthy volunteers. Moreover, we studied the in vivo cytogenotoxic effects and the
hematological and biochemical changes induced by acitretin and isotretinoin in
monotherapy or combined with NBUVB or with PUVA, in patients with psoriasis vulgaris
and acne vulgaris.

The mitochondrial studies showed that acitretin and isotretinoin (5 nmol/mg protein)
decreased the energy production and increased the sensitivity to Ca®*-induced
mitochondrial permeability transition (MPT), as a consequence of the interaction of those
retinoids with the adenine nucleotide translocase (ANT). The reduced ANT content
suggests that the mechanisms of apoptosis and hepatotoxicity induced by acitretin and
isotretinoin occur, possibly, through mitochondrial dysfunction, due to interactions with
ANT.

Moreover, we observed that TAM and OHTAM (10 nmol/mg protein or 5 pM)
inhibited the MPT induced by acitretin and isotretinoin, contributing to decrease the
toxicity induced by these retinoids, probably by preventing the ANT conformational
changes involved in MPT induction.

The studies in melanoma and breast cancer cell lines showed that acitretin (5 uM)
and isotretinoin (0.5 pM) in combination with TAM or with OHTAM (5 and 7.5 uM)

increased synergistically the anti-proliferative effects of each compound individually. The
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anti-proliferative effect of these combinations, observed in melanoma cell lines, is not due
to cell death mechanisms and seems to be a consequence of cell cycle arrest in GO/G1
phase. Acitretin and isotretinoin combined with OHTAM presented a higher
anti-proliferative effect than the combination with TAM, probably due to its higher affinity
to estrogen receptors (ERS).

The in vitro genotoxic studies showed that acitretin and isotretinoin (1.2 to 20 pM),
as well as acitretin in combination with antiestrogens did not present genotoxic effects.

Concerning the in vivo genotoxic studies, we found that the therapies with acitretin
(monotherapy or combined with NBUVB) or with isotretinoin (monotherapy) did not
induce genotoxic effects. However, further studies are needed to clarify the genotoxic
potential of therapy with acitretin + PUVA or with isotretinoin + NBUVB.

The in vivo studies included also the evaluatin of biochemical and hematological
changes induced by those therapies in patients with psoriasis vulgaris and acne vulgaris.
We found that acitretin (monotherapy or combined with PUVA) or isotretinoin
(monotherapy or combined with NBUVB), after 12 weeks of therapy did not induce renal
toxicity. However, patients treated with acitretin + NBUVB, after 12 weeks, showed an
increase in serum creatinine levels, suggesting a possible renal toxicity.

The therapy with acitretin (monotherapy or combined with NBUVB or with PUVA)
or with isotretinoin (monotherapy or combined with NBUVB), after 12 weeks, did not alter
the glucose metabolism. However, we found a decrease of insulin sensitivity after a
prolonged therapy with acitretin (24 to 36 weeks) or with isotretinoin (24 weeks).

We showed that the therapy with acitretin (monotherapy or combined with NBUVB
or PUVA) or with isotretinoin (monotherapy or combined with NBUVB), after 12 weeks,
did not induce hepatic toxicity. However, a longer therapy with acitretin (24 or 36 weeks)
or with isotretinoin (24 weeks), induced hepatic toxicity and muscle dysfunction.

In conclusion, this study suggests that acitretin and isotretinoin combined with
antiestrogens have a potential application in the chemoprevention of melanoma and breast
cancer; the combination with OHTAM seems to have a higher efficacy in the treatment of
melanoma. The combination with antiestrogens can provide a powerful strategy to
overcome the toxicity of these retinoids, without genotoxic effects. On the other hand, the

studies in patients suggest that acitretin and isotretinoin individually or in combination
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with NBUVB or PUVA did not induce significant changes in clinical biomarkers, except

for liver and muscle functions, and for glucose metabolism.

Key-words: Acitretin, isotretinoin, antiestrogens, cancer, cytogenotoxicity.
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Figura 1.1 - Estrutura quimica dos retinoides naturais (A) e sintéticos (B).

Figura 1.2 - Metabolismo e ativacdo transcricional dos retinoides. CRABP: proteinas
celulares de ligacdo ao &cido retinoico; CRBP: proteinas celulares de ligacdo ao retinol;
RA: &cido retinoico; RBP: proteinas séricas de ligacdo ao retinol; TTR transtirretina.
Adaptado de (Bushue e Wan, 2010).

Figura 1.3 - Efeitos fisiolégicos dos &cidos retinoicos (RA). Os RA nas células alvo
podem ligar-se aos heterodimeros recetor do acido retinoico/recetor X do retinoide
(RAR/RXR) e desencadear respostas gendmicas classicas, ou respostas ndo gendmicas.
Os RA podem também ligar-se a outros heterodimeros, tais como o recetor da tiroide
(TR)/RXR, recetor da vitamina D (VDR)/RXR e recetor ativado por proliferadores de
peroxissoma (PPAR)/RXR ou atuarem através de mecanismos independentes dos
recetores. CRABP: proteinas celulares de ligacdo ao acido retinoico; FABP 5: proteinas
de ligacdo aos acidos gordos 5; RBP: proteinas séricas de ligacdo ao retinol; TTR:

transtirretina.

Figura 1.4 - Efeitos dos &cidos retinoicos (RA) na hematopoiese e no sistema imunitario.
EPO: eritropoietina, RAR: recetor do &cido retinoico, RXR: recetor X do retinoide, PML.:

gene da leucemia promielocitica. Adaptado de (Duong e Rochette-Egly, 2011).

Figura 1.5 - Metabolismo do tamoxifeno. Adaptado de (Kiyotani et al., 2012).

Figura 1.6 - Estrutura da mitocdndria visualizada por tomografia eletrénica. OMM:
membrana mitocondrial externa, IMM: membrana mitocondrial interna. Adaptado de
(Lizana et al., 2009).

Figura 1.7 - Representacdo esquematica do sistema de oxidag&o fosforilativo constituido
pelos complexos I, I, 1, IV e V com 0s seus substratos e cofatores; bem como o
transportador de nucle6tidos de adenina (ANT) e o transportador de fosfato (PiC). Cit c:
citocromo c; Ay: potencial de membrana; IMM: membrana mitocondrial interna;
mtDNA: DNA mitocondrial; NAD™: nicotinamida adenina dinucledtido (forma oxidada);
NADH: nicotinamida adenina dinucleétido (forma reduzida); Pi: fosfato inorganico; UQ:

coenzima Q ou ubiquinona, UQH,: ubiquinol. Adaptado de (Smith et al., 2012).
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Figura 1.8 - Esquema representativo do processo de permeabilidade transitoria
mitocondrial (MPT). ANT: transportador de nucleétidos de adenina; BPR: recetor
periférico das benzodiazepinas; CphD: ciclofilina D; Ay: potencial de membrana; OMM:
membrana mitocondrial externa; PTP: poro da permeabilidade transitéria mitocondrial;
ROS: espécies reativas de oxigénio; VDAC: canais anionicos dependentes de voltagem.
Adaptado de (Fulda et al., 2010).

Figura 1.9 - llustragdo de linfocitos mononucleados (A), binucleados (B), multinucleados
(C), necréticos (D), apoptéticos (E), binucleados com micronucleo (F), binucleados com
micronucleo e com uma ponte de cromatina (G) e binucleados contendo “nuclear buds”

(H). Adaptado de (Fenech, 2006).

Figura 1.10 - Representagdo de um “cometa”. O DNA foi corado com SyberGreen e
visualizado numa microscopio de epifluorescéncia. (Adaptado de

http://www.cellbiolabs.com/comet-assay-kits-and-slides).

Figura 1.11 - Terapéuticas utilizadas para o tratamento da psoriase ligeira, moderada e

grave.

Figura 2.1 - Efeitos da acitretina no consumo de O, e indices de ICR e ADP/O em
mitocondrias de figado de rato energizadas com glutamato/malato. A velocidade de
consumo de O, das mitocondrias foi avaliada no estado 3 (circulos fechados),
no estado 4 (triangulos abertos), no estado 4 oligomicina (estado 4 olig) (triangulos
fechados) e no estado 4-FCCP (quadrados fechados) (A). Os indices respiratorios ICR
(circulos fechados) e ADP/O (circulos abertos) (B) foram determinados como descrito
nos Materiais e métodos. Os resultados sdo apresentados como a média = SEM de quatro
experiéncias realizadas com diferentes preparagdes mitocondriais (quando as barras de
erro nao estdo visiveis, 0 SEM estd contido no tamanho dos simbolos). ***p <0,001 e
**p <0,01 quando comparado com o controlo (na auséncia de acitretina);

"p <0,01 quando o estado 4 de oligomicina foi comparado com o estado 4 da respiracao.

Figura 2.2 — Efeitos da acitretina no potencial de membrana (Ay)- dependente de
glutamato/malato em mitocondrias de figado de rato. Os tragos representam registos
tipicos de experiéncias realizadas nas condi¢Bes descritas nos Materiais e métodos. As
setas indicam as adi¢Oes de glutamato/malato (Glu/Mal) 5 mM/2,5 mM, 150 nmoles de
ADP/mg proteina (ADP), e 0s nimeros a direita dos tracos representam as concentracoes
de acitretina. Os resultados da tabela abaixo sdo apresentados como a média £ SEM de
quatro experiéncias realizadas com diferentes preparagdes mitocondriais. **p <0,01 e

*p <0,5 versus controlo (na auséncia de acitretina).
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Figura 2.3 - Efeito da acitretina no contetudo do transportador de nucledtidos de adenina
(ANT). As experiéncias foram realizadas como descrito nos Materiais e métodos e 0s
resultados sdo expressos em pmol de carboxiatractilosideo (CAT) por mg de proteina
mitocondrial. Os valores sdo apresentados como a média + SEM de quatro experiéncias
independentes, utilizando diferentes preparacdes mitocondriais. ***p <0,001 versus

controlo (na auséncia de acitretina).

Figura 2.4 - Efeitos da acitretina individualmente e em associagdo com 0S
antiestrogénios, TAM ou OHTAM (A), ligandos do transportador de nucleétidos de
adenina (ANT), ADP ou ATP, agentes protetores dos grupos SH e antioxidantes (B) na
permeabilidade transitoria mitocondrial (MPT), avaliados pela dissipacdo do potencial de
membrana (Ay). As adi¢Bes de succinato (Suc) 5 mM, 120 nmoles de Ca**/mg proteina
(Ca®), ditiotreitol (DTT) 1 mM, N-etilmaleimida (NEM) 50 mM, cisteina (Cys) 200 uM,
N-acetilcisteina (NAC) 200 pM, ascorbato (Asc) 1 mM, glutationa (GSH) 1 mM,
ADP 75 pM, ATP 150 uM, ciclosporina A (CyA) 1 uM, 10 nmoles de TAM/mg proteina,
10 nmoles de OHTAM/mg proteina, antes ou depois da energizacdo das mitocondrias
foram realizadas conforme indicado nos Materiais e métodos. Os tracos sdo

representativos de quatro preparacdes mitocondriais diferentes.

Figura 2.5 - Efeitos dos antiestrogénios (TAM ou OHTAM) e ADP na permeabilidade
transitoria mitocondrial (MPT) induzida pela acitretina foram avaliados pelos fluxos de
Ca*. As adigbes de succinato (Suc) 5 mM, 120 nmoles Ca*/mg proteina (Ca®),
ditiotreitol (DTT) 1 mM, N-etilmaleimida (NEM) 50 mM, cisteina (Cys) 200 pM,
N-acetilcisteina (NAC) 200 pM, ascorbato (Asc) 1 mM, glutationa (GSH) 1 mM,
ADP 75 pM, ciclosporina A (CyA) 1 uM, 10 nmoles de TAM/mg proteina e de
10 nmoles de OHTAM/mg proteina, antes ou depois da energizacdo das mitocondrias
foram realizadas conforme indicado nos Materiais e métodos. Os tracos sdo

representativos de gquatro ensaios mitocondriais independentes.
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Figura 2.6 - Efeitos da acitretina individualmente e em associagdo com os antiestrogénios
no consumo de O, em mitocondrias de figado de rato energizadas com glutamato/malato.
A velocidade de consumo de O, no estado 3 (A), no estado 4 e no estado 4 oligomicina
(estado 4 olig) (B), no estado 4-FCCP (C), no indice de controlo respiratério (ICR) (D) e
no quociente ADP/O (E) de mitocondrias foi determinada como descrito nos Materiais e
métodos. Os resultados sdo apresentados como a média + SEM de quatro experiéncias,
com diferentes preparacfes mitocondriais. ***p <0,001, **p <0,01 e *p <0,5, quando
comparado com o controlo (na auséncia de acitretina); ~p <0,01 e *p <0,05 quando

comparado com a acitretina.

Figura 2.7 — Efeitos da isotretinoina individualmente e em associacdo com 0s
antiestrogénios, TAM ou OHTAM (A), ligandos do transportador de nucleétidos de
adenina (ANT), ADP ou ATP, agentes protetores dos grupos SH e antioxidantes (B) na
permeabilidade transitoria mitocondrial (MPT), avaliados pela dissipacdo do potencial de
membrana (Ay). As adi¢Bes de succinato (Suc) 5 mM, 120 nmoles Ca*/mg proteina
(Ca®), ditiotreitol (DTT) 1 mM, N-etilmaleimida (NEM) 50 mM, cisteina (Cys) 200 uM,
N-acetilcisteina (NAC) 200 pM, ascorbato (Asc) 1 mM, glutationa (GSH) 1 mM,
ADP (ADP) 75 uM, ATP (ATP) 150 uM, ciclosporina A (CyA) 1 uM, 10 nmoles de
TAM/mg proteina, 10 nmoles de OHTAM/mg proteina, antes ou depois da energizagéo
das mitocondrias foram realizadas conforme indicado nos Materiais e métodos. Os tracos

sdo representativos de quatro preparacGes mitocondriais diferentes.

Figura 2.8 — Efeitos dos antiestrogénios (TAM ou OHTAM) e ADP na permeabilidade
transitoria mitocondrial (MPT) induzida pela isotretinoina foram avaliados pelos fluxos
de Ca?". As adices de succinato (Suc) 5 mM, 120 nmoles Ca*/mg proteina (Ca®*), ADP
(ADP) 75 uM, ditiotreitol (DTT) 1 mM, N-etilmaleimida (NEM) 50 mM, cisteina (Cys)
200 pM, N-acetilcisteina (NAC) 200 uM, ascorbato (Asc) 1 mM, glutationa (GSH)
1 mM, ciclosporina A (CyA) 1 uM, 10 nmoles de TAM/mg proteina e de 10 nmoles de
OHTAM/mg proteina, antes ou depois da energizacdo das mitocondrias foram realizadas
conforme indicado nos Materiais e métodos. Os tracos sdo representativos de quatro

ensaios mitocondriais independentes.
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Figura 2.9 — Efeitos da isotretinoina no consumo de O, em mitocondrias de figado de
rato energizadas com glutamato/malato (A) e succinato (B). A velocidade de consumo de
O, das mitocondrias foi avaliada no estado 3 (circulos fechados), no estado 4 (triangulos
abertos), no estado 4 oligomicina (estado 4 olig) (tridngulos fechados) e
no estado 4-FCCP (quadrados fechados). Os resultados sdo apresentados como a
média £ SEM de quatro experiéncias realizadas com diferentes preparacdes mitocondriais
(quando as barras de erro ndo estdo visiveis, 0 SEM esta contido no tamanho dos
simbolos). ***p <0,001 e **p <0,01 quando comparado com o controlo (na auséncia de
isotretinofna) no estado 3 da respiracdo. **p < 0.01 versus respetivo controlo no
estado 4 da respiracdo; “p<0.001 e *p < 0.01 versus controlo no estado 4-FCCP;
"p <0.01 e p < 0.05 quando o estado 4 de oligomicina foi comparado com o estado 4 da

respiracao.

Figura 2.10 — Efeitos da isotretinoina nos indices respiratorios em mitocondrias de figado
de rato energizadas com glutamato/malato (A) e succinato (B): indice de controlo
respiratorio (ICR) (circulos fechados) e ADP/O (circulos abertos) foram determinados
como descrito nos Materiais e métodos. Os resultados sdo apresentados como a
média £ SEM de quatro experiéncias realizadas com diferentes preparacdes mitocondriais
(quando as barras de erro ndo estdo visiveis, 0 SEM estd contido no tamanho dos
simbolos). ***p <0,001, **p <0,01 e *p <0,5 versus controlo (na auséncia de

isotretinoina).

Figura 2.11 — Efeitos da isotretinoina no potencial de membrana (Ay)- dependente de
glutamato/malato em mitocondrias de figado de rato. Os tracos representam registos
tipicos de experiéncias realizadas nas condi¢Bes descritas nos Materiais e métodos. As
setas indicam as adi¢Oes de glutamato/malato (Glu/Mal) 5 mM/2,5 mM, 150 nmoles de
ADP/mg proteina (ADP), e os nimeros a direita dos tracos representam as concentracoes
de isotretinoina. Os resultados da tabela abaixo sdo apresentados como a média £ SEM de
quatro experiéncias realizadas com diferentes preparacdes mitocondriais. ***p <0,001,

**p <0,01 e *p <0,5 versus controlo (na auséncia de isotretinoina).
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Figura 2.12 — Efeitos da isotretinoina no potencial de membrana (Ay)- dependente de
succinato em mitocondrias de figado de rato. Os tragos representam registos tipicos de
experiéncias realizadas nas condi¢Ges descritas nos Materiais e métodos. As setas indicam
as adi¢bes de succinato (Suc) 5 mM, 150 nmoles de ADP/mg proteina (ADP), e 0s
nameros a direita dos tracos representam as concentragdes de isotretinoina. Os resultados
da tabela abaixo sdo apresentados como a média + SEM de quatro experiéncias realizadas
com diferentes preparacGes mitocondriais. ***p <0,001 e *p <0,5 versus controlo (na

auséncia de isotretinoina).

Figura 2.13 — Efeito da isotretinoina no contetdo do transportador de nuclettidos de
adenina (ANT). As experiéncias foram realizadas como descrito nos Materiais e métodos
e 0s resultados sdo expressos em pmoles de carboxiatractilosideo (CAT) por mg de
proteina mitocondrial. Os valores sdo apresentados como a média £+ SEM de quatro
experiéncias utilizando diferentes preparacdes mitocondriais. ***p <0,001 e **p <0,01

versus controlo (na auséncia de isotretinoina).

Figura 2.14 — Efeitos da isotretinoina individualmente e em associagdo com 0s
antiestrogénios no consumo de O, em mitocdndrias de figado de rato energizadas com
glutamato/malato. A velocidade de consumo de O, no estado 3 (A), no estado 4 e no
estado 4 oligomicina (estado 4 olig) (B), no estado 4-FCCP (C), no indice de controlo
respiratorio (ICR) (D) e no quociente ADP/O (E) de mitocondrias foi avaliada como
descrito nos Materiais e métodos. Os resultados sdo apresentados como a média + SEM
de quatro experiéncias, usando diferentes preparacGes mitocondriais. ***p <0,001,
**p <0,01 e *p <0,5, quando comparado com o controlo (ha auséncia de isotretinoina);

""p <0,001 e **p <0,01 quando comparado com a isotretinoina.

Figura 3.1 - Efeito da acitretina individualmente e em associacdo com 0 TAM ou com 0
OHTAM em cultura de células de melanoma K1735-M2, utilizando o ensaio da
sulforrodamina B. As células foram incubadas com a acitretina (A), o TAM (B) ou o
OHTAM (C) individualmente durante 24, 48 e 72 horas e com a acitretina em associa¢ado
com 0 TAM ou com o OHTAM durante 72 horas (D). Os resultados sdo apresentados
como a média £ SEM de oito experiéncias independentes. C(-): controlo negativo; T24:
24 horas; T48: 48 horas; T72: 72 horas; Acit: acitretina; ***p <0,001, **p <0,01 e
*p <0,05 versus C(-); **p <0,001 e *p <0,05 versus acitretina; ***p <0,001 versus TAM:;
#%n <0,001 versus OHTAM.
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Figura 3.2 - Efeito da acitretina individualmente e em associacdo com o0 TAM ou com 0
OHTAM em culturas de células de cancro da mama MCF-7, utilizando o ensaio da
sulforrodamina B. As células foram incubadas com a acitretina (A), o TAM (B), o
OHTAM (C) individualmente e com a acitretina em associagdo com o0 TAM ou com o
OHTAM (D), durante 72 horas. Os resultados sdo apresentados como a média + SEM de
oito experiéncias independentes. C(-): controlo negativo; Acit: acitretina; ***p <0,001,
**p <0,01 e *p <0,05 versus C(-); ***p <0,001 e **p <0,01 versus acitretina; “p <0,05
versus OHTAM.

Figura 3.3 - Efeito da acitretina individualmente e em associagdo com o0 TAM ou com 0
OHTAM em culturas de células de melanoma K1735-M2, utilizando o ensaio de exclusdo
do azul de tripano. As células foram incubadas com acitretina individualmente e em
associacdo com o TAM ou com o OHTAM, durante 72 horas. Os resultados sdo
apresentados como a média + SEM de trés experiéncias independentes. C(-): controlo

negativo; Acit: acitretina; ***p <0,001 e **p <0,01 versus C(-);
acitretina; *p <0,01 versus OHTAM.

p <0.001 versus

Figura 3.4 — Imagens de fluorescéncia de culturas de células de melanoma K1735-M2
incubadas com acitretina individualmente e em associacdo com o TAM ou com o
OHTAM. As células foram coradas com o corante especifico de DNA Hoechst 33258 e
incubadas na auséncia de compostos (A), na presenca de acitretina (B), TAM (C),
acitretina + TAM (D), OHTAM (E) e acitretina + OHTAM (F), durante 72 horas. Todas

as imagens foram adquiridas com uma ampliacao de 400x.

Figura 3.5 - Efeito da acitretina individualmente e em associacdo com o TAM ou com 0
OHTAM nas fases do ciclo celular em culturas de células de melanoma K1735-M2,
utilizando o iodeto de propideo. As células foram incubadas com acitretina
individualmente e em associacdo com o TAM (A) ou com o OHTAM (B), durante
72 horas. Os resultados sdo apresentados como a média £+ SEM de trés experiéncias
independentes. C(-): controlo negativo; Acit: acitretina; ***p <0,001 e **p <0,01 versus
C(-); *p <0,05 versus acitretina; *p <0,001 e *p <0,01 versus TAM; “p <0,01 versus
OHTAM.
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Figura 3.6 — Efeito da isotretinoina individualmente e em associacdo com o TAM ou com
0 OHTAM em cultura de células de melanoma K1735-M2, utilizando o ensaio da
sulforradamina B. As células foram incubadas durante 24, 48 e 72 horas com a
isotretinoina individualmente (A) e em associacdo com 0 TAM (B) ou com 0 OHTAM
(C), durante 72 horas. Os resultados sdo apresentados como a média + SEM de oito
experiéncias independentes. C(-): controlo negativo; T24: 24 horas; T48: 48 horas; T72:
72 horas; lIso: isotretinoina; ***p< 0.001 e **p< 0.01 versus controlo negativo;
**p< 0.001 e *p< 0.05 versus isotretinoina; ***p< 0.001 versus TAM; **p< 0.001 versus
OHTAM.

Figura 3.7 — Efeito da isotretinoina individualmente e em associa¢cdo com o TAM ou com
0 OHTAM em culturas de células de cancro da mama MCF-7, utilizando o ensaio da
sulforradamina B. As células foram incubadas com a isotretinoina individualmente (A) e
em associa¢do com o TAM (B) ou com o0 OHTAM (C), durante 72 horas. Os resultados
sdo apresentados como a média £ SEM de oito experiéncias independentes. C(-): controlo
negativo; T72: 72 horas; Iso: isotretinoina; ***p <0,001 e *p <0,05 versus C(-);
**p <0,001 versus isotretinoina; *p <0,05 versus TAM; *p <0,05 versus OHTAM.

Figura 3.8 - Efeito da isotretinoina individualmente ou em associacdo com o TAM ou
com 0 OHTAM em culturas de células de melanoma K1735-M2, utilizando o0 ensaio de
exclusdo do azul de tripano. As células foram incubadas com a isotretinoina
individualmente e em associacdo com o TAM (A) ou com o OHTAM (B), durante
72 horas. Os resultados sdo apresentados como a média + SEM de trés experiéncias
independentes. C(-): Controlo negativo; Iso: isotretinoina; ***p <0,001, **p <0,01 e

*p <0,05 versus C(-); “p <0,05 versus isotretinoina.

Figura 3.9 - Imagens de fluorescéncia de culturas de células de melanoma K1735-M2
incubadas com isotretinoina individualmente e em associagdo com o TAM ou com o
OHTAM. As células foram coradas com o corante especifico de DNA Hoechst 33258 e
incubadas na auséncia de compostos (A), na presenca de isotretinoina (B), TAM (C),
isotretinoina + TAM (D), OHTAM (E) e isotretinoina + OHTAM (F), durante 72 horas.

Todas as imagens foram adquiridas com uma ampliacdo de 400x.
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Figura 3.10 - Efeito da isotretinoina individualmente e em associacdo com o TAM ou
com o OHTAM nas fases do ciclo celular em culturas de células de melanoma K1735-
M2, utilizando o iodeto de propideo. As células foram incubadas com isotretinoina
individualmente e em associacdo com o TAM (A) ou com o OHTAM (B), durante
72 horas. Os resultados sdo apresentados como a média = SEM de trés experiéncias
independentes. C(-): controlo negativo; Iso: isotretinoina; ***p <0,001, **p <0,01 e
*p <0,05 versus C(-);"**p <0,001, **p <0,01 e *p <0,05 versus isotretinoina; **p <0,001 e
%¥p <0,01 versus TAM; **p <0,001 e *p <0,05 versus OHTAM.

Figura 4.1 - Frequéncia de microntcleos (MN) em linfocitos binucleados (BN) observada
nos estudos in vivo em doentes com psoriase vulgaris, de acordo com o tratamento
instituido (A), e em estudos in vitro, de acordo com a concentracgao de acitretina (B). Para
o controlo negativo [C(-)] e para o controlo positivo [C(+)] foram usadas amostras de
sangue de cinco voluntarios saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS (0,4%, v/v), [C(+)]:
sangue total com ciclofosfamida 17,9 pM; Acit: acitretina; ReNBUVB:
acitretina + NBUVB; RePUVA: acitretina + PUVA; TO: antes de iniciar a terapéutica;
T12: ap6s 12 semanas de tratamento; ***p <0,001 e *p <0,05 versus C(-). Controlo
historico de nosso laboratdrio para a frequéncia de MN do controlo negativo (n = 36):
3,00 (2,00-3,00).

Figura 4.2 - indice de proliferagdo com bloqueio de citocinese (CBPI) observado nos
estudos in vivo em doentes com psoriase vulgaris, de acordo com o tratamento instituido
(A) e em estudos in vitro com diferentes concentracdes de acitretina (B). O controlo
negativo [C(-)] e o controlo positivo [C(+)] foram preparados com amostras de sangue de
cinco voluntérios saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS (0,4%, v/v), [C(+)]: sangue
total com ciclofosfamida 17,9 uM. Acit: Acitretina; ReNBUVB: Acitretina + NBUVB;
RePUVA: Acitretina + PUVA,; TO: antes de iniciar a terapéutica; T12: ap6s 12 semanas
de tratamento **p <0,01 versus C(-); *'p <0,01 versus TO. Controlo historico de nosso

laboratério para os valores de CBPI do controlo negativo (n = 36): 1,63 (1,61-1,64).
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Figura 4.3 - Percentagem de células apoptéticas (A) e necréticas (B) observada nos
estudos in vivo em doentes com psoriase vulgaris, de acordo com a terapéutica, e a
percentagem de células apoptéticas (C) e necréticas (D) em estudos in vitro com
diferentes concentraces de acitretina. O controlo negativo [C(-)] foi preparado com
amostras de sangue de cinco voluntarios saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS (0,4%,
v/v); Acit: Acitretina; ReNBUVB: Acitretina + NBUVB; RePUVA: Acitretina + PUVA,
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Capitulo I Introducao Geral

1. Retinoides

A familia dos retinoides é constituida por uma grande variedade de compostos
naturais (Fig. 1.1A) e pelos seus analogos sintéticos (Fig. 1.1B), que apresentam em
comum uma semelhanca estrutural com a vitamina A (all-trans-retinol). Os retinoides sdo
constituidos por trés dominios estruturais distintos: um grupo ciclico, uma cadeia
poli-insaturada e um grupo polar na regido terminal, que pode apresentar diferentes estados
de oxidacdo, desde o retinol, até ao acido retinoico (RA) (Noy, 2010; Tang e Gudas, 2011)
(Fig. 1.1).
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Figura 1.1 - Estrutura quimica dos retinoides naturais (A) e sintéticos (B).
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1.1 Metabolismo e transporte

A vitamina A é fornecida pelos alimentos e absorvida a nivel intestinal. Os
carotenoides e os ésteres de retinilo, presentes nos alimentos, sdo convertidos em retinol, o
qual se liga as proteinas celulares de ligagdo ao retinol (CRBP-I e CRBP-II) no lumen do
intestino. O retinol é posteriormente convertido em ésteres de retinilo para ser transportado
pelo sistema circulatério até aos hepatdcitos e outras células alvo (Bushue e Wan, 2010;
Theodosiou et al., 2010).

Nos hepatdcitos, os ésteres de retinilo sdo hidrolisados e o retinol € transportado para
as células hepaticas estreladas, que sdo as principais células de armazenamento dos
retinoides no figado (Shirakami et al., 2012) (Fig. 1.2).

Alimentos:

Carotenoides
Esteres de Retlnllo

Intestino

Esteres de
Retinilo

Esteres de Esteres de Esteres de
Retinilo Retinilo Retinilo

Retinol
Sistema Circulatdrio
Recetor RBJ

=

steres de W @RaHNol) g (Retino D Bl RBP

Retinilo TN
CRBP RBP

Hepatécito Retinol
Catabolismo
CRBP / ™ (CYP26)

Efeitos
Fisiolégicos

célul \ Hepatdcito ou
stic ini outra célula alvo
Hepética Retinilo

Estrelada

Figura 1.2 - Metabolismo e ativacgao transcricional dos retinoides. CRABP: proteinas
celulares de ligagdo ao &cido retinoico; CRBP: proteinas celulares de ligagdo ao
retinol; RA: &cido retinoico; RBP: proteinas séricas de ligacdo ao retinol; TTR:
transtirretina. Adaptado de (Bushue e Wan, 2010).
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O retinol pode também ligar-se as proteinas séricas de ligacdo ao retinol (RBP), nos
hepatdcitos, e ser transferido posteriormente para o sistema circulatério, onde este
complexo se associa com a transtirretina (TTR), para prevenir a sua eliminagdo nos rins e
assegurar a entrada do retinol nas células alvo. Assim, o recetor de superficie celular das
proteinas RBP liga-se especificamente ao complexo retinol/TTR/RBP e medeia a captacéo
do retinol nas células alvo (Theodosiou et al., 2010) (Fig. 1.2).

Uma vez nas células alvo, o retinol associado ao CRBP serve como substrato para
varias enzimas citosélicas ou microssomais, denominadas de retinol desidrogenases que
oxidam o retinol a retinaldeido. O retinaldeido por acdo das retinaldeido desidrogenases é
posteriormente oxidado a é&cido retinoico (Fig. 1.2). De referir que o é&cido
all-trans-retinoico (all-trans-RA, também denominado tretinoina), é o principal éacido
retinoico a ser sintetizado a nivel fisiologico. No entanto, também se podem formar outros
acidos retinoicos, tais como o acido 9-cis-retinoico (9-cis-RA ou alitretinoina) e o acido
13-cis-retinoico (13-cis-RA ou isotretinoina), quer diretamente atraves do all-trans-RA,
quer por processos sequenciais de oxidagéo a partir do retinol (Theodosiou et al., 2010).

Os RA ligam-se as proteinas celulares de ligacdo ao RA (CRABP-I e CRABP-II) e
podem entrar no nucleo para ativar o processo de transcricdo ou ser transportados para uma
célula alvo proxima (Bushue e Wan, 2010) (Fig.1.2).

O balanco entre a sintese e o catabolismo dos RA permite um rigoroso controlo dos
seus niveis celulares. O sistema enzimatico do citocromo P450, principalmente a familia de
enzimas CYP26 (Fig. 1.2), parece ser um dos principais responsaveis pelo metabolismo
oxidativo dos RA em condi¢des nutricionais e farmacologicas. Assim, o all-trans-RA €
oxidado, formando-se 0s seus metabolitos 4-hidroxi-RA e 4-0xo-RA, principalmente por
acdo da enzima CYP26AL1, ocorrendo posteriormente uma etapa de conjugacao por acao da
uridina 5’-difosfato-glucoronosil transferase (Ross e Zolfaghari, 2011). Contudo, na
auséncia do CYP26AL1, as isoformas CYP3A sdo também responsaveis pela oxidacdo do
all-trans-RA (Thatcher et al., 2010).

1.2 Efeitos fisiologicos

Os RA desempenham um papel preponderante na regulacdo da embriogénese,
influenciando também o crescimento e a diferenciagdo de células especificas no organismo

adulto. Os efeitos fisioldgicos destes compostos estdo maioritariamente dependentes da sua
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ligacdo a duas familias de recetores nucleares, os recetores dos acidos retinoicos (RARs) e
os recetores X dos retinoides (RXRs), que formam heterodimeros (Samarut e
Rochette-Egly, 2012).

Os RARs e 0s RXRs, tal como todos os recetores nucleares, exibem uma estrutura
composta por 5 ou 6 regibes homologas (designadas de A a F, da regido N-terminal a
regido C-terminal) com funcgdes especificas. A estrutura dos RARs e dos RXRs é bastante
semelhante, diferindo na regido F, que esta ausente nos recetores X dos retinoides (Bastien
e Rochette-Egly, 2004).

Os RARs podem ser de trés subtipos, o (NR1B1), B (NR1B2) e y (NR1B3), que séo
codificados por diferentes genes (Duong e Rochette-Egly, 2011; Tang e Gudas, 2011). O
RARa tem uma expressdo ubiqua, contrariamente a0 RARp, que é apenas expresso no
cortex cerebral, na préstata e nos rins, e a0 RARY, que € maioritariamente expresso na pele
e nas células do sistema hematopoiético (Dolle, 2009).

Os RXRs também apresentam trés subtipos, a (NR2B1), B (NR2B2) e y (NR2B3)
(Duong e Rochette-Egly, 2011; Tang e Gudas, 2011). O RXRa estd presente
predominantemente na epiderme, no intestino, rins e figado; a expressdo de RXRp é
ubiqua; o RXRy é expresso principalmente no cerebro, no misculo e em pequenas
quantidades no tecido adiposo (Dawson e Xia, 2012).

Cada uma destes subtipos pode ainda ter diferentes isoformas, como resultado de
“splicings™ alternativos. Tem sido referido que existem duas isoformas para os recetores
RARa, RARY, RXRa, RXRB e RXRy e quatro isoformas para o recetor RARP. Assim, a
combinacdo de 8 isoformas dos RARs com 6 isoformas dos RXRs pode resultar na
formacdo de 48 heterodimeros diferentes, com uma grande variedade de funcGes
fisiologicas (Chambon, 1996). Contudo, estudos mais recentes tém referido a existéncia de
mais duas isoformas do RARP, que ainda estdo pouco estudadas relativamente as suas
funcbes (Swift et al., 2008; Christov, 2009).

Além dos heterodimeros RAR/RXR, 0s RXRs podem também formar heterodimeros
com outros recetores nucleares, tais como os recetores da hormona da tiroide, os recetores
da vitamina D ou os recetores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS), entre
outros, desempenhando também diferentes funcgdes fisioldgicas (Dawson e Xia, 2012).

Os RARs sdo ativados predominantemente pelo all-trans-RA e pelo seu isémero
9-cis-RA. No entanto, os RXRs sdo ativados apenas pelo 9-cis-RA (Bastien e
Rochette-Egly, 2004). Vérios autores tém proposto que os RXRs atuam sob subordinagédo

ou silenciacdo, ou seja apenas os ligandos dos RARs podem ativar os heterodimeros. Os
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ligandos dos RXRs s6 podem ativar os heterodimeros, quando os RARs tenham sido
previamente ativados (Rochette-Egly e Germain, 2009).

Na auséncia de ligandos, os heterodimeros RAR/RXR ligam-se aos elementos de
resposta dos RA (RAREs) e estdo associados a um grande complexo proteico de
correpressores que mantém a estrutura da cromatina compacta e permitem uma repressao
transcricional. Contudo, tem também sido sugerido que na auséncia de ligandos, apenas
uma pequena fracdo dos heterodimeros esta ligada aos RAREs. Quando se combinam com
o ligando, os recetores sofrem alteracdes conformacionais, que resultam na dissociacdo dos
correpressores e recrutamento de proteinas coativadoras, que apds associacdo com a
cromatina originam a sua descompactacéo repressiva e facilitam o processo de transcrigcao
(Bastien e Rochette-Egly, 2004; Samarut e Rochette-Egly, 2012) (Fig. 1.3).

Para além dos efeitos gendmicos classicos, tem sido descrito que a ligacdo aos RARS
induz também respostas ndao gendomicas (Fig. 1.3), tais como uma rapida e transitoria
ativacdo de varias cascatas de cinases. Assim, 0s RA podem também ligar-se a uma
subpopulacdo de RARs ancorados na membrana celular e desencadear a ativacdo de
diversas vias de sinalizacdo celular, contudo pouco se sabe acerca destes mecanismos
(Masia et al., 2007; Bruck et al., 2009).

A sinalizagdo dos RA pode também ser mediada por outros recetores que formem
dimeros com os RXRs, tais como 0s PPARP/d (Samarut e Rochette-Egly, 2012) (Fig. 1.3).

Atualmente, sabe-se que a ligacdo dos RA com os PPARP/6 € mediada pelas
proteinas de ligacdo aos &cidos gordos 5 (FABP 5), que tal como as CRABP-II, sdo
proteinas de ligacdo especificas que funcionam como transportadores dos RA do citosol
para 0 nucleo, permitindo que estes se liguem aos PPARB/3 ou aos RARS, respetivamente.
Uma vez que a afinidade de ligacdo dos RA com o complexo CRABP-II/RAR é muito
maior que a do complexo FABP 5/PPARp/S, o processo dependente dos RARs esta
predominantemente ativo na maioria das células (Schug et al., 2007). Contudo, nas células
com uma elevada razdo FABP 5/CRABP-II, os PPARf/S sdo ativados predominantemente,
desencadeando atividades antiapoptoticas que superam as atividades inibitorias do
crescimento celular dependente dos RARs (Wolf, 2008). Quando os RA se ligam ao
PPARp induzem a expressdo de genes que afetam a homeostase dos lipidos e da glucose
(Bushue e Wan, 2010; Theodosiou et al., 2010).

Na ultima década tem também sido referido que os RA podem ainda atuar de forma
independente dos recetores (Sabichi et al., 2003), contudo pouco se conhece acerca destes

mecanismos (Fig. 1.3).
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Figura 1.3 - Efeitos fisiologicos dos acidos retinoicos (RA). Os RA nas células alvo
podem ligar-se aos heterodimeros recetor do &cido retinoico/recetor X do retinoide
(RAR/RXR) e desencadear respostas gendmicas classicas, ou respostas nao
gendmicas. Os RA podem também ligar-se a outros heterodimeros, tais como o
recetor da tiroide (TR)/RXR, recetor da vitamina D (VDR)/RXR e recetor ativado
por proliferadores de peroxissoma (PPAR)/RXR ou atuarem através de mecanismos
independentes dos recetores. CRABP: proteinas celulares de ligacdo ao acido
retinoico; FABP 5: proteinas de ligacdo aos acidos gordos 5; RBP: proteinas séricas

de ligagdo ao retinol; TTR: transtirretina.

1.3 Mecanismos de acédo dependentes dos recetores dos acidos retinoicos

Os RARs, uma vez ativados, desencadeiam eventos transcricionais de ativacdo ou
repressao dos genes alvo envolvidos nos mecanismos de diferenciacdo celular, proliferacdo
e apoptose. Os genes alvo sdo os iniciadores de uma cascata de ativacdo de varios outros
genes que tém um papel preponderante numa grande variedade de processos bioldgicos.
De referir que ja foram identificados mais de 500 genes regulados pelos RA sob varias

condigdes fisiologicas (Balmer e Blomhoff, 2002).

8



Capitulo I Introducao Geral

Neste sentido, os RARs parecem desempenhar fungdes essenciais numa grande
variedade de processos bioldgicos, dos quais se podem destacar a embriogénese, a
hematopoiese, a regulacdo do sistema imunitrio e a homeostase celular (Duong e
Rochette-Egly, 2011; Samarut e Rochette-Egly, 2012).

A expressao dos recetores RARs e RXRs parece estar associada as sucessivas etapas
da embriogénese, desde as fases iniciais de desenvolvimento embrionario até as etapas
finais da diferenciacdo dos varios sistemas de oOrgaos (Dolle, 2009; Samarut e
Rochette-Egly, 2012).

1.3.1 Importéancia dos recetores dos acidos retinoicos na hematopoiese e no
sistema imune

Os RARa e RARy estdo expressos em diferentes linhagens celulares do sistema
hematopoiético e desempenham um papel importante a nivel da hematopoiese (Duong e
Rochette-Egly, 2011). De facto, verifica-se que a perda dos RARYy resulta numa reducdo do
namero de células indiferenciadas pluripotentes (HSCs), e numa maior diferenciacdo
celular. Contrariamente, a ativacao destes recetores origina um aumento na renovacao das
células HSCs, sugerindo que os RARy sdo reguladores criticos no balango entre a

renovacao e a diferenciacdo das células HSCs (Fig. 1.4) (Purton et al., 2006).

1.3.1.1 Regulacéo da granulocitopoiese

Estudos em doentes com leucemia promielocitica aguda (APL) tém revelado um
papel crucial dos RARs no processo de maturacdo terminal dos neutréfilos (Yoo, 2011).

Este tipo de leucemia é caracterizado por uma expansdo seletiva de precursores
mieloides imaturos, bloqueados no estadio promielocitico da granulocitopoiese. Esta
patologia deve-se frequentemente a translocacdo que ocorre nas células APL entre os
cromossomas 15 e 17 t(15;17), que resulta na fusdo entre o gene da leucemia
promielocitica (PML) presente no cromossoma 15 e o gene do RARa presente no
cromossoma 17. Esta translocagdo determina que as células APL expressem

invariavelmente a proteina de fusdo PML-RARa. A formacdo desta proteina de fusdo
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altera a normal funcdo dos RARs, prevenindo a ativacdo dos genes alvo e bloqueando a
transcricdo e diferenciacdo dos granuldcitos (Evans, 2005).

Doses farmacoldgicas de all-trans-RA aumentam a expressdao dos genes alvo do
RARa e permitem a normal diferenciacdo dos granulécitos, sugerindo que 0s genes RARa
podem estar envolvidos na regulagdo da granulocitopoiese, particularmente no estadio
terminal da diferenciagéo (Yoo, 2011) (Fig. 1.4).

Célula VA
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Pluripotente I

Célula Célula
Indiferenciada(o O Indiferenciada
Mieldide Linféide

Célula Progenitora Célula Progenitora
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\ ¥ V V
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RARa e
RARY

RAR
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Resposta Imunitéria

Figura 1.4 - Efeitos dos &cidos retinoicos (RA) na hematopoiese e no sistema
imunitario. EPO: eritropoietina, RAR: recetor do acido retinoico, RXR: recetor X do
retinoide, PML: gene da leucemia promielocitica. Adaptado de (Duong e
Rochette-Egly, 2011).

De facto, sabe-se que 0s genes RARa e RARy estdo expressos nas linhagens de
granuldcitos e estdo envolvidos no processo de granulocitopoiese, atuando através de
fatores de transcricdo para regular a expressdo de genes alvo especificos. A diferenciacdo
dos neutrofilos é regulada essencialmente pelos RARa, que tém um papel bidirecional,

inibindo a diferenciagcdo quando ndo ligados ou ligados aos antagonistas, e promovendo a
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diferenciacdo quando ligados aos RA ou a agonistas especificos dos RARa (Kastner et
al., 2001) (Fig. 1.4).

Um estudo mais recente (Thomas et al., 2012) refere também a importancia dos
RXRs no desenvolvimento da APL, sendo ainda pouco conhecido o seu mecanismo de
acao.

1.3.1.2 Regulagéo da eritropoiese

Durante o desenvolvimento embrionario, na eritropoiese hepatica, a expressao
genética da eritropoietina (EPO) parece ser regulada pelos recetores dos &cidos retinoicos,
principalmente pelo RXRa (Fig. 1.4). O gene da EPO contém uma sequéncia homologa
DR2 que representa um sitio de ligacdo para os recetores dos acidos retinoicos e um
elemento de resposta transcricional para estes recetores, 0 que permite a regulacdo da
expressdo da EPO (Makita et al., 2001; Evans, 2005).

A hipoxia é o principal estimulo de producdo da EPO, em que os fatores de
transcri¢do induziveis por hipoxia atuam como reguladores transcricionais por se ligarem a
sequéncias homologas DR2 (Haase, 2010). No entanto, Okano et al. (1994) referiram que
0s RA estimulam a producdo de EPO in vivo através de um processo independente da

hipoxia, cujo mecanismo néo é conhecido.

1.3.1.3 Regulacéo da monocitopoiese e da linfocitopoiese

Durante muito tempo verificou-se que 0os RA desempenhavam um papel
preponderante na resposta do sistema imunitario, desconhecendo-se contudo as suas
principais funcbes. Estudos mais recentes tém sugerido que os RARs tém um papel
importante na resposta inata e adaptativa do sistema imunitario, bem como na tolerancia
imunoldgica, dado que a deficiéncia em vitamina A parece estar associada a varias doengas
autoimunes e inflamatérias (Manicassamy e Pulendran, 2009).

A funcdo dos RARs na regulacdo das células mieloides e dendriticas estd ainda
pouco esclarecida, no entanto é aceite que os heterodimeros RARa/RXR desempenham um
importante papel na diferenciacdo dos mondcitos em células dendriticas (Fig. 1.4). De

facto, os RA em conjunto com o fator estimulador de coldnias de granuldcitos e
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macrofagos aumentam a diferenciagio dos mondcitos em células dendriticas,
desempenhando um importante papel na regulacdo das fungdes das células apresentadoras
de antigénio no intestino, iniciando uma resposta imunitaria inata contra agentes
patogénicos (Pino-Lagos et al., 2008).

Os RA atuam nos mondcitos e macrofagos inibindo a producdo de citocinas que
favorecem a producdo de células Thl e aumentando a producdo de citocinas que
favorecem a producdo de células Th2 (Pino-Lagos et al., 2008).

Varios estudos tém evidenciado o importante papel dos RARs na regulacdo dos
linfocitos. Os RARal e RARYy1 sdo expressos nos linfécitos humanos B e T, sugerindo que
a sinalizacdo dos RA controla o destino dos linfocitos através dos RARa e RARy (Ballow
et al., 2003). Contudo, 0s genes alvo que estdo envolvidos nos mecanismos de regulacéo
dos linfécitos dependentes dos RA ndo sdo ainda conhecidos (Gudas, 2012).

Os RARy parecem desempenhar um papel importante na regulacdo dos linfocitos a
nivel do timo (Gordy et al., 2009). Além disso, tem também sido descrito que as células
“naive” T CD4" expressam RARa e RARy (Hall et al., 2011b) e que os RARa
desempenham um papel importante no processo de ativagio das células T CD4" (Hall et
al., 2011a). Por outro lado, 0 RARy desempenha uma importante funcdo na resposta
citotoxica dos linfocitos T CD8" (Dzhagalov et al., 2007). Todavia, apesar de nio se
conhecer muito bem o mecanismo de regulacdo das células T, € possivel que os RA
regulem o sistema imunitario adaptativo atraves de um duplo papel, isto €, por um lado
promovendo a iniciacdo da diferenciacdo das células T efetoras e, por outro lado,
diminuindo a resposta das células T inflamatorias nos tecidos (Hall et al., 2011b). Assim,
0s RA direcionam a resposta de células T de um fendtipo inflamatério Th1/Th17 para uma
resposta Th2 (Pino-Lagos et al., 2008). Por outro lado, tem sido referido que os RA
impedem o desenvolvimento das células Th1l7, por aumentarem o desenvolvimento das
células T reguladoras, desempenhando um importante papel na regulacdo da tolerancia
periférica (Mucida et al., 2007).

1.3.2 Importancia dos recetores dos acidos retinoicos na regulacéo celular

A ativacdo dos RARs pelos ligandos desencadeia eventos transcricionais para a
ativagdo ou repressdo dos genes alvo envolvidos na diferenciacéo celular, proliferacéo e

apoptose. As diferentes mutacfes que ocorrem nos RARs e a fusdo com outras proteinas,
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alteram o nivel de expressdo dos RARs ou desencadeiam modificagdes pos-translacionais
que resultam na alteracdo de funcOes e desregulacdo da homeostase celular, com
repercussoes em diferentes patologias, principalmente no cancro. De facto, verifica-se que
0S processos iniciais de carcinogénese estdo frequentemente associados a uma expressao
ou funcdo alterada dos RARs, comprometendo assim as vias de sinalizacdo dos RA
(Duong e Rochette-Egly, 2011). De entre 0os RARs, o RARB é o mais importante na
mediacdo do efeito inibidor dos RA na proliferagdo celular. A perda ou a reducdo da
expressdo dos recetores RARB2 (Tang e Gudas, 2011) e RARB5 (Christov, 2009) durante a
carcinogénese esta frequentemente associada a resisténcia aos RA, 0 que sugere que estas
duas isoformas podem mediar os efeitos dos RA e atuar como supressores da

tumorogeénese.

1.4 Efeitos farmacoldgicos dos retinoides de 12, 22 e 32 geracao

Na década de 80 foram sintetizados vérios retinoides, denominados de retinoides
sintéticos, com diferentes aplicacbes terapéuticas. Os retinoides sintéticos foram
classificados em 3 geracGes, com base nas suas estruturas quimicas. Apesar dos retinoides
sintéticos apresentarem algumas caracteristicas estruturais comuns, diferem entre eles no
seu espetro de eficacia clinica, na sua toxicidade e na sua farmacocinética.

Atualmente, os retinoides sintéticos sdo utilizados como agentes terapéuticos topicos
e sistémicos numa grande variedade de patologias. No entanto, a sua eficacia terapéutica
estd associada a diversos efeitos adversos que limitam a sua utilizacdo clinica. Os
retinoides topicos podem causar xerose, irritacdo, eritema e descamacdo. A terapéutica
com retinoides sistémicos pode causar alteracdes como: queilite, secura das mucosas e
fotossensibilidade, bem como hipertrigliceridemia e teratogenicidade, entre outras
(Chapman, 2012).

Os retinoides de primeira geracdo incluem trés farmacos, que sdo constituidos por
um grupo ciclico de 6 carbonos, uma cadeia poli-insaturada e um grupo polar na regido
terminal: a tretinoina (all-trans-RA), a isotretinoina (13-cis-RA) e a alitretinoina
(9-cis-RA) (Fig.1.1A). Estes trés retinoides sdo também RA enddgenos, que estdo
presentes no organismo humano em condic¢des fisiologicas, embora em concentracdes

muito mais baixas que as utilizadas na terapéutica.
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A tretinoina tdpica € utilizada no tratamento da acne e fotoenvelhecimento
(Chapman, 2012). A sua aplicacdo sistémica e bastante limitada, utilizando-se quase
exclusivamente nos casos de APL (Yoo, 2011). De referir que apenas a tretinoina topica é
comercializada em Portugal.

A isotretinoina é o isdmero quiral da tretinoina, sendo fisiologicamente
interconvertivel. A isotretinoina de aplicacdo tdpica e de administracdo sistémica é
utilizada como terapéutica preferencial no tratamento da acne (Rigopoulos et al., 2010;
Figueiredo et al., 2011b), sendo também utilizada no tratamento da psoriase e de outras
doencas dermatoldgicas (Ellis e Krach, 2001).

A alitretinoina pode ser administrada oralmente para o tratamento da dermatite
cronica das maos e a nivel topico pode ser utilizada para o tratamento do
fotoenvelhecimento da pele, e no linfoma cutaneo das células T (Cheng et al., 2008).
Contudo, este retinoide ndo é comercializado em Portugal.

Os retinoides de 22 geracdo sdo constituidos por uma estrutura aromatica, que veio
substituir o anel ciclico presente nos retinoides de primeira geracdo: o etretinato e a
acitretina (Fig.1.1B). Foram ambos aprovados para o tratamento sistémico da psoriase. O
etretinato é altamente lipofilico e apresenta um tempo de semi-vida de mais de 120 dias,
podendo detetar-se no soro em quantidades vestigiais durante 3 anos apds o término da
terapéutica. Por este motivo, o etretinato foi substituido pela acitretina no tratamento da
psoriase, pelo que ja ndo é comercializado em Portugal.

A acitretina apresenta uma eficiéncia terapéutica semelhante ao etretinato e tem um
tempo de semi-vida de cerca de 2 dias, 0 que permite a sua utilizacdo no tratamento da
psoriase (Roche, 2008). A acitretina ¢ também utilizada em disturbios de queratinizacao,
em certas dermatoses (como é o caso do liquen plano, lipus eritematoso) e em linfomas
cutaneos (Pastuszka e Kaszuba, 2011).

Os retinoides de terceira geracdo permitem uma resposta mais seletiva e com maior
seguranca terapéutica. Estes, sdo constituidos por uma estrutura poliaromatica: o
tazaroteno, o adapaleno e o bexaroteno.

O tazaroteno (Chandraratna, 1998) e o adapaleno (Shroot e Michel, 1997) ligam-se
seletivamente a0 RARp e ao RARY, apresentando pouca afinidade para os RXRs, enquanto
0 bexaroteno se liga seletivamente aos RXRs fazendo parte da classe dos rexinoides
(Gniadecki et al., 2007).

O tazaroteno e o adapaleno sdo utilizados como agentes tdpicos no tratamento da

psoriase e da acne, sendo apenas o0 adapaleno comercializado em Portugal.
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O bexaroteno é utilizado no tratamento sistémico do linfoma cutaneo das células T

do adulto (Gniadecki et al., 2007), contudo também néo é comercializado em Portugal.

1.5 Isotretinoina: aplicacdo terapéutica e metabolismo

A isotretinoina de aplicagdo tdpica e sistémica € atualmente utilizada com elevada
eficacia terapéutica no tratamento da acne. Inicialmente, o seu uso terapéutico foi limitado
aos casos mais severos de acne nodulo-quistica (Figueiredo et al., 2011b). Contudo,
atualmente, a isotretinoina € também prescrita em casos moderados de acne, que sejam
resistentes a terapéuticas convencionais (Rigopoulos et al., 2010).

A isotretinoina apresenta uma biodisponibilidade de cerca de 40%, quando ingerida
com alimentos. Apés administracdo oral, o pico de concentracdo plasmatica da
isotretinoina é atingido em cerca de 2 a 4 h, apresentando um tempo de semi-vida de cerca
de 20 h (Wiegand e Chou, 1998).

No plasma, 99% da isotretinoina liga-se a proteinas, principalmente a albumina
(Wiegand e Chou, 1998). As concentragdes de isotretinoina no sangue sdo de cerca de
200-600 ng/mL (1-2 uM), apos a administracdo oral de 10-20 mg isotretinoina/dia
(Gronhoj Larsen et al., 2009), sendo a concentracdo méaxima tolerada de 5 a 10 uM
(Armstrong et al., 2005).

A isotretinoina € metabolizada pelo sistema enzimatico do citocromo P450. Os
principais metabolitos da isotretinoina, ap6s a sua administracdo farmacoldgica, sdo o
acido 13-cis-4-oxo-retinoico, o all-trans-RA, o acido all-trans-4-oxo-retinoico, 0 9-cis-RA
e 0 &cido 9-cis-4-oxo-retinoico. Estes metabolitos podem ainda sofrer processos de
glucoronizacdo. Assim, quando se consideram os efeitos fisiologicos e farmacologicos da
isotretinoina, tém também de se considerar as a¢des bioldgicas dos diferentes metabolitos,
que contribuem para a acéo biolodgica conjunta da isotretinoina (Layton, 2009).

Durante a terapéutica, a isotretinoina e 0s seus principais metabolitos sdo excretados
em quantidades semelhantes na urina e nas fezes e sdo geralmente eliminados do
organismo apds duas semanas do término da terapéutica (Wiegand e Chou, 1998).

No entanto, pouco se conhece acerca das funcGes fisioldgicas e farmacoldgicas da
isotretinoina. A isotretinoina apresenta uma afinidade de ligacdo com os recetores dos
acidos retinoicos mais baixa do que a tretinoina e a alitretinoina; tem sido proposto que a

isotretinoina pode atuar como um percursor destes RA na ativagdo dos processos
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transcricionais (Blaner, 2001). Contudo, alguns estudos tém sugerido que a isotretinoina
pode atuar por mecanismos independentes dos RARs, quer na indugéo de mecanismos de
inibic&o celulares dependentes das mitocondrias (Guruvayoorappan et al., 2008; Vuletic et
al., 2010), quer em diferentes efeitos adversos, observados em doentes tratados com
isotretinoina (Goodfield et al., 2010; Sardana e Garg, 2011).

1.6 Acitretina: aplicacdo terapéutica e metabolismo

A acitretina € um retinoide sintético de segunda geracdo, monoaromatico, que
substituiu o etretinato no tratamento da psoriase.

A biodisponibilidade da acitretina é de cerca de 60%, quando administrada com
alimentos. Atinge o pico de concentracdo plasmatica em cerca de 1 a 5 h e apresenta um
tempo de semi-vida de cerca de 48 h (Roche, 2008).

A semelhanca da isotretinoina, 99% da acitretina encontra-se ligada a proteinas
plasmaticas, principalmente a aloumina. A concentracdo plasmatica maxima € de cerca de
196-728 ng/mL (média de 416 ng/mL) apds a administracdo oral de 50 mg de acitretina
(Roche, 2008).

O metabolismo primério da acitretina envolve um processo de isomerizacdo com
formacdo do seu principal metabolito, o 13-cis-acitretina. Posteriormente, sofre processos
de glucoronizacéao e clivagem da cadeia lateral, sendo estes produtos excretados nas fezes
(35 a 45%) e na urina (48 a 61%). Pequenas quantidades de acitretina sdo convertidas a
etretinato, em caso de consumo de alcool (Roche, 2008).

Vaérios estudos referem que a acitretina se liga as CRABP, sendo transportada para o
nucleo das células (Pastuszka e Kaszuba, 2011). A acitretina tem também capacidade de
ativar todos os RARs, embora ndo apresente uma elevada capacidade de ligacdo (LeMotte
et al., 1996). Outros estudos tém também referido que a acitretina induz mecanismos de
morte celular dependentes das mitocdndrias (Ran et al., 2005), sem contudo se conhecerem

0S seus mecanismos de acdo mitocondrial.
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2. Farmacos antiestrogénicos

O tamoxifeno (TAM) é um antiestrogénio ndo-esteroide utilizado no tratamento e na
prevencdo do cancro da mama (Goetz et al., 2008; Kiyotani et al., 2012).

O metabolismo do TAM é importante para a atividade bioldgica deste farmaco, dado
que o0s seus metabolitos sdo em grande parte responsaveis pelos seus efeitos

farmacoldgicos.

2.1 Metabolismo do tamoxifeno

O TAM tem sido considerado um "pro-farmaco”, que exige ativacdo metabdlica para
ter atividade farmacoldgica. E metabolizado por enzimas hepaticas da fase | e 11, incluindo
do P450,
5’-difosfato-glucoronosiltransferases (Fig. 1.5). O TAM é metabolizado por acdo do
sistema enzimatico do citocromo P450, (CYP2D6, CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2B6, CYP1A2 e CYP2BS8)
N-desmetiltamoxifeno,  4-hidroxitamoxifeno  (OHTAM),

4’-hidroxitamoxifeno. O N-desmetiltamoxifeno pode ainda ser metabolizado pela CYP2D6

0 sistema enzimatico citocromo sulfotransferases e  uridina

em diferentes  metabolitos:

o-hidroxitamoxifeno e

em endoxifeno (EDX), assim como 0 OHTAM em EDX, por acdo das enzimas CYP3A4,
CYP3A5, CYP2C19 e CYP2D6 (Kiyotani et al., 2012).
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Figura 1.5 - Metabolismo do tamoxifeno. Adaptado de (Kiyotani et al., 2012).



Introducao Geral

Alguns estudos tém sugerido que existem varios polimorfismos nos genes CYP2D6 e
CYP3A4 que influenciam as concentragcdes plasmaticas dos metabolitos ativos do TAM.
Esta variabilidade genética pode também ocorrer nos genes das sulfotransferases e uridina
5’-difosfato-glucoronosiltransferases, o que podera explicar a variabilidade da eficicia e/ou
toxicidade do tratamento com 0 TAM (Damodaran et al., 2012; Kiyotani et al., 2012).

2.2 Mecanismos de acao do tamoxifeno e dos seus metabolitos

Durante muito tempo considerou-se que a atividade antiestrogénica do TAM no
cancro da mama se devia & sua grande afinidade para os recetores de estrogénio (ERS)
(ERa e ERp), membros da superfamilia de recetores nucleares. Considerava-se que a
atividade antiestrogénica do TAM era exclusivamente mediada pela inibicdo competitiva
dos estrogénios para os ERs. Contudo, atualmente, sabe-se que os seus metabolitos ativos
tém maior afinidade de ligacdo para os ERs do que o TAM. O OHTAM possui uma
afinidade 30 a 100 vezes mais elevada para os ERs e uma maior poténcia na inibicdo da
proliferacdo celular, do que o TAM. Muitos estudos evidenciaram que 0 OHTAM ¢ o
metabolito ativo do TAM e € frequentemente utilizado para caracterizar a atividade do
TAM in vitro (Goetz et al., 2008; Kiyotani et al., 2012).

O EDX tem afinidade de ligacdo para os ERs, inibe o crescimento das células com
recetores de estrogénio [ER(+)] de forma semelhante ao OHTAM, e esta presente no
plasma em concentracOes até 10 vezes superiores ao OHTAM (Goetz et al., 2008; Kiyotani
et al., 2012). Por outro lado, alguns estudos sugerem que o0 TAM e 0s seus metabolitos
ativos podem atuar por vias independentes dos ERs. De facto tem-se verificado que o
TAM (Kallio et al., 2005; Siedlakowski et al., 2008) e 0 OHTAM (Charlier et al., 1995)
tém atividade antiproliferativa e pré-apoptotica em células sem recetores de estrogenio
[ER(-)] do cancro da mama.

O TAM e o OHTAM sdo moléculas altamente hidrofébicas, que se incorporam
fortemente nas membranas celulares (Custodio et al., 1991). De facto, ambos se ligam
fortemente as proteinas membranares e distribuem-se de forma distinta na bicamada
lipidica das membranas, o que contribui para modular a fluidez membranar e influenciar a
acdo citostatica destes dois farmacos (Custodio et al., 1993a; Custodio et al., 1993b;
Kazanci e Severcan, 2007). O TAM acumula-se nas mitocéndrias das células de cancro da

mama ER(+) (Theodossiou et al., 2012) e induz mecanismos de morte celular programada
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por mecanismos dependentes de vias mitocondriais (Kallio et al., 2005; Siedlakowski et
al., 2008), que podem contribuir para explicar a acdo antiproliferativa independente dos
ERs.

A aplicacdo clinica do TAM ¢ limitada por alguns efeitos adversos, tais como
trombose venosa, embolia pulmonar, acidente vascular cerebral (Wong e Ellis, 2004),
anemia hemolitica (Cruz Silva et al., 2000) e lesbes hepéticas e cardiacas (Kargacin et al.,
2000), que podem ocorrer em doentes sob terapéutica com este antiestrogénio. O OHTAM
poderd ser usado como alternativa terapéutica ao TAM, por ter uma menor toxicidade
(Cruz Silva et al., 2001; Cardoso et al., 2002b), maior tolerabilidade (Sauvez et al., 1999) e
apresentar uma maior afinidade de ligagdo com os ERs e um maior potencial

antiproliferativo no cancro da mama (Goetz et al., 2008; Kiyotani et al., 2012).

2.3 Associacgao terapéutica dos retinoides com os antiestrogénios

Os retinoides além de apresentarem uma elevada eficacia terapéutica no tratamento
de algumas doencas inflamatorias da pele, tém também um efeito promissor na
quimioprevencdo do cancro. No entanto, 0s seus numerosos efeitos adversos e a resisténcia
terapéutica que ocorre, geralmente a longo prazo, limita muitas vezes a sua utilizacao
clinica. Neste sentido, torna-se imprescindivel o estudo de novas associagdes terapéuticas,
que permitam uma maior eficiéncia na quimioprevencdo do cancro e no tratamento da
psoriase e da acne.

As associacOes terapéuticas permitem habitualmente aumentar a eficacia terapéutica,
por utilizarem agentes farmacol6gicos com mecanismos de acdo complementares, e
também por minimizarem os efeitos adversos de cada um individualmente, uma vez que se
usam em concentracdes terapéuticas mais baixas que as usadas em monoterapia.

A associacdo terapéutica dos retinoides com os antiestrogénios tem sido utilizada em
ensaios clinicos, com bastante sucesso. De facto, alguns estudos tém mostrado que a
tretinoina em associacdo com o TAM inibe sinergisticamente o crescimento de algumas
linhas celulares de cancro da mama (Searovic et al., 2009; Koay et al., 2010). Contudo, 0s
mecanismos de acdo conjuntos, destas duas familias de farmacos, permanecem em grande
parte por esclarecer.

A associacdo terapéutica dos retinoides com o OHTAM podera constituir uma

alternativa ao uso do TAM, devido a sua maior eficicia antiestrogénica (Goetz et al., 2008;
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Kiyotani et al., 2012), a sua menor toxicidade (Cruz Silva et al., 2001; Cardoso et al.,
2002b) e maior tolerabilidade (Sauvez et al., 1999), constituindo uma associa¢ao

terapéutica bastante promissora na quimioprevencao do cancro.

3. Toxicidade mitocondrial dos retinoides e antiestrogénios

As mitocondrias sdo organelos intracelulares que apresentam um papel
preponderante na manutencdo da homeostase celular. Tém importantes funcdes a nivel
metabdlico, sendo consideradas a principal fonte de energia celular. Por outro lado, as
mitocondrias desempenham também importantes funcdes na homeostase e sinalizacdo do
calcio, na producdo de espécies reativas de oxigenio (ROS) e na regulagdo de processos
apoptoticos e necroticos (Heller et al., 2012; Pizzo et al., 2012).

As alteracbes nas fungdes mitocondriais podem estar associadas a diferentes
patologias. Contudo, o grupo de doencas mitocondriais é altamente heterogéneo e inclui
varios fenotipos clinicos, o que torna muitas vezes dificil o seu diagnostico. Os diferentes
fenotipos devem-se frequentemente ao diferente nimero de mitocéndrias presente em cada
célula, que depende das necessidades energéticas e, consequentemente, do tipo de célula.
Os oOrgaos metabolicamente ativos, tais como o figado, o cérebro, o0 musculo cardiaco e
esquelético s@o os primeiros érgdos a serem afetados pelas disfun¢bes mitocondriais. As
disfuncbes  mitocondriais estdo  principalmente  relacionadas com  doencas
neurodegenerativas, tais como Parkinson, Alzheimer e esclerose lateral amiotrofica (Heller
et al., 2012; Shoshan-Barmatz e Ben-Hail, 2012).

As doencas mitocondriais incluem muitas vezes disfungbes causadas por mutacdes
no DNA nuclear ou no DNA mitocondrial (mtDNA), que afetam principalmente as
proteinas do sistema transportador de eletres e, consequentemente, a producdo de energia,
producdo de ROS e homeostase do Ca?*. Estas doencas exibem frequentemente
caracteristicas miopaticas e neuroldgicas, nomeadamente ataxia, convulsdes, deméncia,
fraqueza muscular, nefropatia sensorial e atraso no desenvolvimento. A intolerancia ao
exercicio fisico, cardiomiopatias, atrofia Otica, acidose latica e diabetes mellitus sdo
também atualmente reconhecidas como fendtipos clinicos comuns de doencas

mitocondriais (Heller et al., 2012).
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As disfungbes mitocondriais estdo também frequentemente relacionadas com
multiplos mecanismos de carcinogénese. As mutacdes no DNA nuclear ou no mtDNA que
afetem componentes do sistema transportador de eletrfes resultam numa ineficiente
producdo de ATP, aumento da producdo de ROS e danos oxidativos na mitocondria e
noutras macromoléculas (incluindo DNA, que provavelmente favorece a instabilidade
cromossémica e 0s processos de carcinogénese). De facto, varios polimorfismos genéticos
e mutacdes no mtDNA estéo correlacionados com o0 aumento do risco de desenvolvimento
de doencas malignas, tais como o cancro da mama, da préstata e da tiroide (Fulda et al.,
2010; Scatena, 2012).

3.1 Estrutura e morfologia das mitocondrias

As mitocondrias apresentam caracteristicas estruturais unicas, que diferem dos outros
organelos intracelulares principalmente por apresentarem uma dupla membrana e material
gendmico. As mitocondrias sdo formadas por uma membrana mitocondrial externa
(OMM), topologicamente simples, permeavel a pequenas moléculas e ides, que se movem
livremente através de canais transmembranares formados por uma familia de proteinas
denominadas canais anionicos dependentes de voltagem (VDAC). A membrana
mitocondrial interna (IMM) separa o0 espago intermembranar da matriz mitocondrial e
apresenta estruturas idénticas a vilosidades, denominadas de cristas, que permitem
aumentar a sua area de superficie. Contrariamente a OMM, a IMM apresenta uma baixa
permeabilidade a ides e solutos, permitindo um fluxo altamente regulado por uma série de
canais e transportadores mitocondriais. Na IMM localizam-se os complexos do sistema
transportador de eletrdes e do sistema fosforilativo. A matriz mitocondrial contém enzimas
envolvidas em diferentes processos metabolicos, tais como a gluconeogénese, o ciclo do
acido citrico, a p-oxidacdo dos &cidos gordos, a sintese do grupo heme, aminoéacidos,
hormonas esteroides, o ciclo do ferro e o ciclo da ureia. A matriz mitocondrial contém
também o mtDNA que consiste hum pequeno cromossoma circular, que ndo apresenta
histonas, ndo tem intrdes e tem uma fraca capacidade de reparacdo (Detmer e Chan, 2007;
Rasola e Bernardi, 2007).

O tradicional conceito da mitocondria como uma estrutura redonda, estatica e
auténoma, tem vindo a mudar nos ultimos anos (Fig. 1.6). Estudos recentes tém mostrado

que a estrutura mitocondrial é altamente dindmica. A forma, tamanho e nimero das
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mitocdndrias nas células é variavel, podendo mudar de estruturas pequenas, esferas
individuais e pequenas barras para longos tubulos e complexas estruturas de rede
interconectadas, em resposta ao estado fisiolégico. A morfologia da mitocdndria depende
do balanco entre os processos de fuséo e de fissdo. Quando este balango é comprometido,
ocorrem grandes mudancas na forma mitocondrial. Um aumento da fissdo desencadeia um
processo de fragmentacdo, enquanto que um aumento da fusdo desencadeia um processo
de elongacdo. Além dos processos de fusdo e fissdo as mitocdndrias sdo transportadas
ativamente nas células, apresentando uma distribuicdo subcelular, que permite o
recrutamento das mitocondrias para as regifes mais ativas das células (Detmer e Chan,
2007; Heller et al., 2012).

Figura 1.6 - Estrutura da mitocondria visualizada por tomografia eletronica. OMM:
membrana mitocondrial externa, IMM: membrana mitocondrial interna. Adaptado de
(Lizana et al., 2009).

3.2 Funcao bioenergética das mitocondrias

Nas células eucarioticas, a sintese de ATP proveniente da fosforilacdo oxidativa
representa cerca de 80-90% do ATP produzido a nivel celular. Na fosforilacdo oxidativa,
0s equivalentes redutores na forma de cofatores reduzidos [nicotinamida adenina
dinucleétido (NADH) e dinucleétido de flavina e adenina (FADH,)] provenientes da
oxidacdo do piruvato, do catabolismo dos acidos gordos e aminoacidos e, por ultimo, do
ciclo de Krebs, doam os eletrfes para o sistema de transporte. A fosforilagdo oxidativa
envolve o transporte de eletrBes, através do sistema de transporte, que se deve a uma

diferenca de potencial redox, que por sua vez ativa as bombas de protbes presentes na
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IMM, permitindo a formacdo de potencial de membrana (Ay) que € usado pelo sistema
fosforilativo para sintetizar ATP (Kadenbach, 2003).

O sistema transportador de eletrdes consiste em quatro complexos designados como
complexo | (NADH-UQ redutase, NADH-ubiquinona oxidoredutase ou NADH
desidrogenase), complexo Il (succinato-UQ redutase, succinato-ubiquinona oxidoredutase
ou succinato desidrogenase), complexo Il (ubiquinol citocromo c¢ redutase, ubiquinol
citocromo ¢ oxidoredutase), complexo IV (citocromo c oxidase) e por duas moléculas
redox ativas, a coenzima Q ou ubiquinona, que estd na bicamada lipidica da IMM e o
citocromo ¢, que esta localizada na superficie externa da IMM. Associado ao sistema de
transporte de eletrdes existe o sistema fosforilativo constituido pelo complexo V (ATP
sintase ou F1FoATPase), pelo transportador de nucle6tidos de adenina (ANT) e pelo
transportador de fosfato (PiC) (Kadenbach, 2003; Lenaz e Genova, 2009) (Fig. 1.7).
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/ Matriz / \ \
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Figura 1.7 - Representagdo esquemdtica do sistema de oxidacdo fosforilativo
constituido pelos complexos I, I, 11, IV e VV com os seus substratos e cofatores; bem
como o transportador de nucleétidos de adenina (ANT) e o transportador de fosfato
(PiC). Cit c: citocromo c; Ay: potencial de membrana; IMM: membrana mitocondrial
interna; MtDNA: DNA mitocondrial; NAD™: nicotinamida adenina dinucleétido
(forma oxidada); NADH: nicotinamida adenina dinucleétido (forma reduzida); Pi:
fosfato inorganico; UQ: coenzima Q ou ubiquinona, UQH,: ubiquinol. Adaptado de
(Smith et al., 2012).
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O complexo | oxida o NADH e catalisa dois processos simultaneamente, a
transferéncia de um hidreto para a ubiquinona ficando esta na sua forma reduzida, o
ubiquinol, e a transferéncia de um protdo da matriz para o espaco intermembranar. O
complexo Il é um complexo enziméatico que esté ligado a IMM e permite a transferéncia de
eletrdes do FADH; para a ubiquinona, contudo ndo contribui para a formagéo do potencial
eletroquimico. A ubiquinona, uma vez reduzida, transfere os eletrdes para o complexo IlI.
No complexo Ill, os eletrGes sdo transferidos para o citocromo c, sendo este fluxo de
eletrbes acompanhado por um fluxo de protGes da matriz para o espaco intermembranar. O
complexo 1V transfere os eletrdes do citocromo ¢ para 0 O, reduzindo-o e produzindo
H.O, contribuindo também com o bombeamento de protdes da matriz para o espaco
intermembranar (Lenaz e Genova, 2009; Dudkina et al., 2010) (Fig. 1.7).

Assim, os complexos I, 111 e IV bombeiam os protdes atraves da IMM, a medida que
0s eletrdes passam através do sistema de transporte de eletrdes, produzindo uma diferenca
de potencial eletroquimico através da IMM, conhecida como forga protomotriz (Ap). A
forca protomotriz, também designada de gradiente eletroquimico de protdes (AuH")
consiste num gradiente elétrico (potencial de membrana, Ay) e num pequeno gradiente de
pH (ApH): Ap = Ay - 59ApH. De uma forma geral, 0 Ay representa cerca -150 a -180 mV,
de uma forca protomotriz de cerca de -200 a -220 mV (Newmeyer e Ferguson-Miller,
2003; Lenaz e Genova, 2009).

O complexo V é constituido por uma regido F1 na matriz mitocondrial e por uma
regidao Fo, ligada a IMM. Este complexo sintetiza o ATP, a partir do ADP e do fosfato
inorganico (Pi), que sdo transportados do citoplasma para a matriz mitocondrial pelo ANT
e pelo PiC, respetivamente. Assim, o complexo V sintetiza 0 ATP na regido F1, usando a
forca protomotriz desenvolvida ao longo da IMM, em que o gradiente de protdes atravessa
a IMM do espaco intermembranar para a matriz através da fracdo Fo (Fig. 1.7). O
complexo V tem também a capacidade de hidrolisar o ATP, consoante as condi¢cfes
fisiologicas (Jonckheere et al., 2012).

Recentemente, alguns estudos tém referido a existéncia de supercomplexos
respiratorios altamente ordenados, formados pela associacdo entre o complexo | e I1lI; ou
pela associacdo entre o complexo I, Il e IV, que apresentam uma maior eficiéncia na
transferéncia de eletrbes ao longo do sistema de transporte de eletrdes. Foram também
descritos outros supercomplexos, com a presenca do complexo Il e do complexo V (Lenaz
e Genova, 2009; Dudkina et al., 2010). O complexo V também pode organizar-se em

dimeros ou oligdmeros maiores, 0 que suporta a hipotese de um arranjo oligomérico na
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membrana. A formac&o de dimeros e outros oligdmeros permite uma maior estabilidade do
complexo V, facilitando a sintese de ATP (Dudkina et al., 2010; Jonckheere et al., 2012).
O complexo V pode também formar um complexo com o ANT e com o PiC (Luzikov,
2009). Contudo, os supercomplexos respiratorios poderdo coexistir na membrana com 0s
complexos simples do sistema de oxidagao fosforilativo (Lenaz e Genova, 2009; Dudkina
etal., 2010).

Atualmente, sabe-se que nem toda a energia disponivel no gradiente eletroquimico
esta associada a sintese de ATP. Alguma energia é consumida pela fuga de protbes, uma
vez que os protdes bombeados para fora da matriz sdo capazes de passar através da
membrana de volta para a matriz. Este processo de fuga de protGes ndo produtivo é
importante a nivel fisiologico, nomeadamente na termogénese, na regulacdo do
metabolismo energético, no controlo da massa corporal e na diminuicdo da producédo de
ROS (Echtay, 2007).

Nos mamiferos existem 5 proteinas dissociadoras (UCP 1-5) que sdo membros da
familia de proteinas transportadoras mitocondriais presentes na IMM e que dissipam 0
gradiente de protdes gerado pelo sistema de transporte de eletrdes. E aceite que as
proteinas UCP 1-3 desempenham fungdes na termogénese em certos tecidos, no
metabolismo dos acidos gordos, medeiam a secre¢do de insulina e protegem da producao
de ROS. Contudo, pouco se conhece acerca das fungdes fisiologicas da UCP 4 e 5 (Echtay,
2007).

Nas células, o principal local de producdo ndo enzimaética de ROS é o sistema de
transporte de eletrBes, particularmente os complexos I e Ill, que contém varios centros
redox capazes de transferir um eletrdo para o oxigénio formando o anido radical
superdxido. Em condicdes fisioldgicas, cerca de 1 a 2% do oxigénio consumido durante o
processo de respiracdo mitocondrial é convertido no anido radical superéxido (Ott et al.,
2007).

A producdo de ROS no metabolismo aerébico encontra-se normalmente em
equilibrio com os antioxidantes fisiolégicos. Este sistema de antioxidantes pode ser
classificado em dois grupos principais: enzimas e antioxidantes de baixo peso molecular.
As enzimas incluem a manganésio superoxido dismutase, a cobre/zinco superdxido
dismutase, a glutationa peroxidase, a glutationa redutase e a catalase. Os antioxidantes de
baixo peso molecular incluem o ascorbato (Asc), a glutationa (GSH), os compostos

fendlicos e os tocoferdis (Echtay, 2007).
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Quando ocorre uma desregulacdo na producdo de ROS efou nas defesas
antioxidantes, ocorre um processo de stresse oxidativo, com oxidacao de proteinas, lipidos
e de mtDNA. A peroxidacao lipidica pode causar alteragdes na fluidez e permeabilidade da
membrana, inibicdo de processos metabolicos e alteracdes no transporte de ides. Por outro
lado, a peroxidacdo lipidica pode levar a um posterior aumento na producéo de ROS. O
dano oxidativo induzido pelos ROS é provavelmente a principal fonte de instabilidade
gendmica, que leva a disfuncdo do sistema de transporte de eletrdes (Echtay, 2007;
Kowaltowski et al., 2009).

A produgdo de ROS é altamente dependente do potencial mitocondrial. Altos
potenciais de membrana sdo acompanhados por baixas taxas respiratdrias, que estimulam a
producdo de ROS por aumentarem a tenséo de oxigénio nos tecidos e aumentarem o tempo
de vida dos intermediarios altamente reativos do sistema de transporte de eletrbes. Por
outro lado, um rapido metabolismo resulta numa maior fuga de eletrGes do sistema de
transporte e consequente aumento na producdo de ROS. Contudo, um estado de baixa
dissociacdo constituido por proteinas dissociadoras ou dissociadores quimicos diminui a
producdo de ROS (Brookes et al., 2004).

3.3 Mecanismos de transporte através das membranas mitocondriais

A mitocdndria apresenta uma grande quantidade de canais i6nicos que permitem a
sua comunicacdo com o citosol. Existem multiplos canais ionicos, presentes na membrana
interna e externa da mitocondria, que estdo envolvidos num amplo conjunto de processos
celulares, nomeadamente na producdo de ATP, de esteroides, na sintese do grupo heme e
nos mecanismos de apoptose (Peixoto et al., 2010).

Na IMM existem canais seletivos e varias proteinas transportadoras mitocondriais
gue permitem a comunicagdo entre a matriz mitocondrial e o espaco intermembranar.

Tém sido identificados varios canais seletivos mitocondriais, tais como os canais de
Ca®*, Na*, Mg®* e K*, bem como varios trocadores de caties, tais como K*/H*, Na*/H* e 0
Ca”*/Na* (Bernardi, 1999). Outros canais, tém também sido estudados ao longo de varios
anos, como € o caso do canal mitocondrial de cloreto e do canal anidnico da membrana
interna (IMAC), que é um canal seletivo de aniGes, que conduz anides mono, di e

tri-valentes (Peixoto et al., 2010).
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De entre as proteinas transportadoras mitocondriais presentes na IMM podem
destacar-se 0 ANT e o PiC, que fazem parte do sistema fosforilativo mitocondrial. O ANT
é a proteina mais abundante na IMM, que tem uma funcdo central no metabolismo
energético e estd envolvido na regulacdo de mecanismos de morte celular (Dorner e
Schultheiss, 2007).

Foram identificadas 4 isoformas humanas altamente homdlogas (ANT1-4)
codificadas por distintos genes, que tém uma expressdo caracteristica em cada tecido. O
ANT1 é expresso marioritariamente nos tecidos com altas necessidades energéticas, tais
como o musculo cardiaco, esquelético e cérebro. Em contraste, 0 ANT2 est4 presente em
células com crescimento celular moderado e é a isoforma prevalente na maioria dos outros
tecidos. O gene do ANT3 tem caracteristicas de “housekeeping” e apresenta uma baixa
expressdo a nivel celular. A expressdo do ANT4 ocorre principalmente no figado,
testiculos e nas celulas estaminais indiferenciadas do embrido (Dorner e Schultheiss,
2007). E aceite que as isoformas ANT1 e ANT3 tém propriedades pro-apoptéticas,
enquanto as isoformas ANT2 e ANT4 tém fungbes antiapoptdticas nas células tumorais
(Gallerne et al., 2010; Brenner e Moulin, 2012).

O ANT catalisa seletivamente a troca eletrogenica e reversivel do ADP pelo ATP,
com uma estequiometria de 1:1. O antiporte é efetuado pela troca de ATP* por ADP*, em
que a direcdo do transporte de nucledtidos é determinada pelo potencial mitocondrial
produzido pela fosforilagdo oxidativa. Em condicgdes fisiologicas o ATP é transportado
para fora da mitocéndria, sendo o ADP transportado para o interior, embora o transporte
contrario possa ocorrer, geralmente em condicGes de anoxia e isquémia (Nury et al., 2006;
Dorner e Schultheiss, 2007). Tem sido descrito que as isoformas ANT1 e ANT3 exportam
o ATP proveniente da fosforilacdo oxidativa, e que a isoforma ANT2 esta relacionada com
0 metabolismo glicolitico, e é um indicador importante da carcinogénese (Chevrollier et
al., 2011).

A ligacdo assimétrica de duas classes de inibidores permitiu a caracterizacdo de dois
estados conformacionais estaveis do ANT. O atractilosideo (ATR) e o0 seu derivado
carboxiatractilosideo (CAT) sdo inibidores competitivos do transporte de nucleotidos pelo
ANT. A ligacdo destes inibidores ao lado citosolico causa a transicdo do ANT para a sua
conformacéo c, se bem que a ligacdo de outros inibidores competitivos, tal como o acido
bongkréquico, causa uma transi¢do para a conformacdo m (Pebay-Peyroula e Brandolin,
2004; Nury et al., 2006).
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O PIC catalisa o transporte de Pi do citosol para a matriz, de forma dependente do
gradiente mitocondrial, por um mecanismo de simporte (Pi/H") ou de antiporte (Pi/OH").
Este transportador é constituido por duas isoformas, o PiA e o PiB, sendo o PiA expresso
principalmente no misculo e o PiB tem uma expressdo ubiqua (Kramer, 1996;
Palmieri, 2008).

Na OMM, o VDAC é o principal transportador proteico, que medeia a comunicacao
entre a mitocondria e o citosol, constituindo a principal via de entrada de metabolitos e ides
através da OMM (Grimm e Brdiczka, 2007). Por outro lado, tem sido sugerido que o
VDAC desempenha um papel importante na regulacdo de mecanismos de morte celular
(Shoshan-Barmatz e Ben-Hail, 2012).

Atualmente, sdo conhecidas trés isoformas da VDAC (1-3), que séo codificadas por
trés genes diferentes, sendo a isoforma VDACL1 a mais abundante na maioria das células
(Shoshan-Barmatz e Ben-Hail, 2012).

No seu estado aberto, 0 VDAC é um canal seletivo, que permite a passagem de
metabolitos, tais como ATP, ADP e Pi; permite, ainda, a livre difusdo de catides, incluindo
Ca®", K" e Na* e ndo eletrélitos de diametro inferior a 3 nm. Quando o canal esta no estado
fechado o poro permite apenas a passagem de moléculas com um didmetro inferior a

1,8 nm, favorecendo a permeabilidade de catides (O'Rourke, 2007; Peixoto et al., 2010).

3.4 Importancia da mitocondria na regulacéo do célcio

A mitocondria desempenha um importante papel na regulacdo da concentracdo de
calcio celular. O célcio exdgeno é acumulado a nivel mitocondrial por meio de
transportadores que facilitam o seu transporte através da IMM para dentro da matriz
mitocondrial (Rasola et al., 2010; Starkov, 2010).

A entrada do célcio na matriz mitocondrial ocorre através de canais electrogénicos
presentes na IMM, sendo o sistema uniporta de calcio o mais descrito atualmente. Embora
ainda se desconheca a estrutura deste canal, sabe-se que o sistema uniporta de célcio € um
canal ionico altamente seletivo ao célcio, que € inibido pelo vermelho de ruténio, ruténio
360 e lantanideos. O influxo de célcio via sistema uniporta de calcio depende do gradiente
eletroquimico de célcio e a sua velocidade de entrada aumenta com o potencial
mitocondrial (Crompton, 1999; Gunter et al., 2004). Foram descritos outros dois

mecanismos de entrada de célcio na mitocdndria, um através do canal de aporte rapido de
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calcio e outro através do recetor ryanodina, que permanecem ainda em grande parte por
esclarecer (Ryu et al., 2010).

Os processos de efluxo de célcio ocorrem principalmente por acdo dos trocadores
Ca?*/Na* e Ca?*/2H" presentes na IMM, por reversdo do sistema uniporta de célcio e por
inducéo do poro da permeabilidade transitoria mitocondrial (MPT) (Lemasters et al., 2009;
Starkov, 2010).

O aumento da concentracdo intramitocondrial de calcio desencadeia diferentes
efeitos mitocondriais. A captacdo de calcio leva a diminuicdo transiente do potencial
mitocondrial e ao aumento do transporte de eletrdes, que em algumas condi¢des diminui a
formacéo de ROS. Por outro lado, a acumulacdo excessiva de calcio estimula o ciclo de
Krebs e a fosforilacdo oxidativa, o que pode aumentar a formacdo de ROS e levar,

.....

(Kowaltowski et al., 2009).

3.5 Importancia da permeabilidade transitoria mitocondrial

O mecanismo de regulacdo da MPT e a estrutura do poro da MPT permanecem ainda
por esclarecer. Contudo, € aceite que a inducdo da MPT é um processo dindmico, que pode
ser reversivel ou irreversivel. A MPT pode compreender aberturas transientes, que tém
sido descritas como conversdes rapidas de baixa condutancia do canal, que levam a
libertacdo do calcio da mitocdndria quando se forma um gradiente de concentracao entre a
matriz e 0 meio externo. As aberturas transientes da MPT contribuem assim para a
homeostase do célcio a nivel mitocondrial, atuando como um rdpido mecanismo de
libertacdo do calcio. Estas aberturas transientes da MPT ndo estdo associadas com
alteracdes mitocondriais irreversiveis, mas sim com papéis fisiolégicos da MPT, tais como
a regulacdo do importe de proteinas, do volume e pH da matriz, remodelacdo da crista,
equilibrio redox e libertacdo do calcio (Rasola et al., 2010).

A abertura prolongada do poro da MPT constitui um processo irreversivel na inducéo
da morte celular. Nestas situacGes a MPT assume um estado de alta condutancia que
permite a entrada desregulada de pequenos solutos da matriz mitocondrial com base no seu
gradiente eletroquimico. A extensdo celular da inducdo da MPT determina se a célula vai
ativar mecanismos apoptéticos ou necroticos, dependendo da concentracdo intracelular de
ATP (Rasola e Bernardi, 2011; Brenner e Moulin, 2012).
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A MPT resulta numa dissipagdo imediata do potencial de membrana mitocondrial. A
mitocdndria despolariza devido ao equilibrio do gradiente de protdes e a dissipacéo inicial
que é seguida pela perda de nucledtidos de piridina da matriz, resultando da inibicéo
respiratéria e da producdo de ROS. A fosforilacdo e sintese de ATP cessa e 0 complexo V
do sistema fosforilativo comeca a atuar de forma reversa, hidrolisando o ATP produzido
pela glicolise ou por uma funcdo mitocondrial residual, o que desencadeia uma réapida falha
na bioenergética mitocondrial. 18es e solutos com peso molecular menor que 1500 kDa
passam através da IMM, induzindo a rutura dos gradientes metabdlicos e a libertacdo do
calcio armazenado na matriz. A pressdo coloide osmética exercida pela alta concentracao
proteica na matriz causa o intumescimento mitocondrial (Fig. 1.8). As cristas da IMM
desdobram-se e eventualmente levam a rutura da OMM, dado que a superficie da IMM
excede consideravelmente a area da OMM, levando a libertacdo de proteinas
intermembranares, que incluem o citocromo c, ativadores de caspases e efetores de morte

celular independentes de caspases (Rasola et al., 2010).
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Figura 1.8 - Esquema representativo do processo de permeabilidade transitéria
mitocondrial (MPT). ANT: transportador de nucleétidos de adenina; BPR: recetor
periférico das benzodiazepinas; CphD: ciclofilina D; Ay: potencial de membrana;
OMM: membrana mitocondrial externa; PTP: poro da permeabilidade transitéria
mitocondrial; ROS: espécies reativas de oxigénio; VDAC: canais anionicos

dependentes de voltagem. Adaptado de (Fulda et al., 2010).
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A permeabilizacdo da IMM surge, por vezes, depois da inducdo da apoptose, apds a
libertacdo do citocromo c e da ativagdo das caspases; assim, tem sido referido que a MPT
pode também surgir como uma consequéncia e ndo como a causa da inducdo de
mecanismos de apoptose. Outros modelos da permeabilizacdo da OMM sugerem que 0S
mecanismos de apoptose podem ocorrer sem indu¢do da MPT (Smith et al., 2008).

A composicdo do poro da MPT permanece controversa. Alguns estudos tém sugerido
que a ciclofilina D (CphD) presente na matriz mitocondrial, 0 ANT presente na IMM, o
VDAC na OMM e, possivelmente, outras proteinas formem o poro da MPT. Esta também
descrito que a ciclosporina A (CyA) € um inibidor especifico da MPT, por se ligar a CphD,
inibindo a formacdo do poro (Crompton, 1999; Kroemer et al., 2007) (Fig. 1.8). Contudo,
alguns estudos em ratinhos “knockout”, mostraram que a MPT pode ocorrer em
mitocéndrias que ndo tém as proteinas ANT, VDAC ou CphD isoladamente, embora
algumas propriedades do poro da MPT apresentem alteracfes nestes casos (Lemasters et
al., 2009). Tém sido referidas, ainda, outras proteinas com fungdes reguladoras
importantes, que ndo sdo consideradas como parte do proprio poro. Incluem-se algumas
proteinas anti e pro-apoptéticas que sdo membros da familia da Bcl-2, a creatina cinase
mitocondrial, a hexocinase, o recetor periférico das benzodiazepinas (Zorov et al., 2009) e
o transportador de fosfato (Leung et al., 2008).

Existe um modelo alternativo para a formacéo da MPT, que se baseia na agregacéo
de proteinas membranares “misfolded”. O transporte através destas proteinas ¢
normalmente bloqueado pela CphD ou por outras chaperonas. A acumulacéo de calcio ou o
stresse oxidativo aumentam a quantidade de proteinas “misfolded”. Quando o niimero de
proteinas agrupadas excede o0 numero de chaperonas necessarias para bloguear o
transporte, ocorre a abertura do poro, de forma desregulada, ndo sensivel aos inibidores da
MPT, como a CyA. Contudo, este modelo ndo explica mais de metade das conhecidas
caracteristicas da MPT, nomeadamente a rapida reversibilidade pela quelatacdo do célcio,
a sensibilidade para a regulacdo do pH da matriz, a voltagem transmembranar, o tamanho
fixo do poro, entre outros (Starkov, 2010).

A abertura do poro da MPT, que € dependente do célcio, pode ser desencadeada por
alguns efeitos diretos e indiretos. Existem varios fatores que regulam a abertura do poro da
MPT. O principal modulador da abertura do poro é o Ca**, que pode ser inibido
competitivamente por outros iées, como o Mg, Sr**, Mn?* e pelo Pi. A concentracio de
protbes também regula a MPT, sendo o pH étimo da matriz de 7,4 para a abertura do poro,

embora a probabilidade de abertura diminua para valores de pH mais baixos. A MPT é
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também dependente do potencial mitocondrial, que estabiliza o poro na sua conformacao
fechada, e do fluxo de eletrdes do complexo | do sistema de transporte de eletrdes, dado
que um aumento do fluxo aumenta a probabilidade de abertura (Rasola et al., 2010;
Bernardi e von Stockum, 2012). Tém também surgido evidéncias de que o stresse
oxidativo desencadeia a abertura do poro da MPT, por oxidacdo dos grupos tiélicos
presentes nas proteinas membranares. De acordo com este modelo, a oxida¢do dos grupos
GSH, NADH e nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) durante a producao
excessiva de ROS favorece a formacéo de ligacGes dissulfureto e a consequente abertura
do poro (Crompton, 1999). O stresse oxidativo estd suposto poder atuar diretamente no
ANT. De facto, existem dois grupos tidlicos da cisteina, que estdo implicados nas reacées
redox que alteram as conformacgdes do ANT (Grimm e Brdiczka, 2007). O ATR e o CAT,
que sdo inibidores do ANT, e o estabilizam na sua conformagdo c, também induzem a
MPT (Pebay-Peyroula e Brandolin, 2004; Nury et al., 2006).

Uma grande variedade de compostos endogenos, tais como ferro, ROS, 6xido nitrico,
acidos gordos livres (e derivados da acetil-CoA), ceramida e sais biliares estdo também
descritos como indutores da abertura do poro da MPT. Pelo contrario, a deplecdo de
inibidores enddgenos da MPT, tais como a glucose, ATP, creatina fosfato e a GSH podem
também desencadear a MPT. Esta pode ainda ser desencadeada por citocinas
extracelulares, tais como o fator de necrose tumoral-a e o ligando Fas, que atuam através
dos seus recetores membranares citoplasmaticos. A MPT pode ainda ser induzida por
alguns agentes quimicos (Labbe et al., 2008).

As células dos mamiferos apresentam dois mecanismos de apoptose, que Séo
conhecidos como processos intrinsecos e extrinsecos. As mitocondrias sdo consideradas
elementos reguladores dos processos intrinsecos de apoptose. Os mecanismos extrinsecos
de apoptose sdo ativados por recetores de morte celular, e podem também ativar os
mecanismos intrinsecos de apoptose (Shoshan-Barmatz e Ben-Hail, 2012).

O processo de morte celular dependente da mitocéndria (ou intrinseco) é ativado por
diversos estimulos, incluindo fatores de crescimento, lesbes no DNA, radiacbes
ultravioleta (UV), radiacdes gama e agentes quimioterapéuticos (Pradelli et al., 2010). A
mitocbndria controla a ativacdo de mecanismos efetores de apoptose por regular a
translocacdo de proteinas pro-apoptéticas do espaco intramembranar para o citosol (Fulda
et al., 2010).

Apbs um estimulo apoptético, a mitocondria tem um papel importante nos

mecanismos de apoptose por libertar varios fatores apoptogénicos, tais como o
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citocromo ¢, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, o fator de inducéo da apoptose e a endonuclease
G do espago intermembranar para o citosol (Tsujimoto et al., 2006). Existem pelo menos
trés mecanismos para explicar a perda de fatores intermembranares, como 0 citocromo c:
(@) a rutura fisica da membrana externa como resultado do intumescimento mitocondrial
(usualmente devido a MPT); (b) a modificacdo da estrutura do VDAC, que é
provavelmente induzida por proteinas apoptoticas, tal como o aumento do tamanho do
poro, que permite a libertagcdo de citocromo c; (c) a formagdo de um novo poro, como
consequéncia da oligomerizacdo e insercdo de proteinas pré-apoptéticas na OMM
(O'Rourke, 2007).

No citosol, o citocromo ¢ desencadeia a ativacdo de caspases, seguido pela formacéo
de um complexo ternario, 0 apoptosoma, que é constituido pela proteina adaptadora
“apoptotic protease-activating factor-1”, caspase -9 e citocromo c. No apoptosoma, a
caspase -9 iniciadora ativa outras caspases efetoras, tais como a caspase -3 e a caspase -7,
que clivam varios substratos celulares. Estes processos resultam, eventualmente, na morte
celular programada ou apoptose, que é caracterizada por uma condensacdo nuclear e
citoplasmatica e fragmentacdo do DNA, sem ocorrer perda da integridade membranar
(Jeong e Seol, 2008; Smith et al., 2008). As mitocondrias apresentam também um
importante papel nos mecanismos de morte celular ndo programada, associados a deplecéo
dos niveis de ATP, que comprometem a manutencdo da viabilidade celular e culminam

geralmente com uma resposta inflamatéria (Fulda et al., 2010).

3.6 A mitocondria como alvo terapéutico e de toxicidade

Vérias substancias de baixo peso molecular e macromoléculas sdo conhecidas por
atuarem direta ou indiretamente a nivel das mitocondrias e por influenciarem a sua
estrutura e funcdo. Assim, algumas substancias podem constituir uma estratégia terapéutica
especifica por exercerem as suas funcdes a nivel mitocondrial, aumentando a sua eficacia,
ou reduzindo os efeitos adversos. Por outro lado, as alteracbes a nivel mitocondrial
induzidas por alguns farmacos podem desencadear efeitos adversos (Heller et al., 2012).

Tém sido identificados varios alvos mitocondriais, destacando-se 0 mtDNA, o
sistema de transporte de eletrdes, o sistema fosforilativo, os processos metabdlicos, a

sintese de proteinas, os canais mitocondriais e o poro da MPT. Qualquer alteragdo nestes
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alvos mitocondriais pode desencadear mecanismos terapéuticos ou de toxicidade (Scatena
et al., 2007).

Assim, é importante o estudo de farmacos com especificidade mitocondrial, e/ou os
possiveis efeitos adversos que podem resultar de interacGes especificas de determinadas
moléculas com os alvos mitocondriais referidos (Labbe et al., 2008).

3.6.1 A mitocdndria como alvo da acédo de farmacos antineoplasicos

As células tumorais sofrem alteracdes metabdlicas e na composicdo do mtDNA, que
as tornam menos suscetiveis aos mecanismos de morte celular. Assim, a correcdo das
alteracdes mitocondriais associadas as células neoplasicas e a inducdo de morte celular
programada por agentes farmacologicos que induzem ou inibem a MPT, representam uma
estratégia interessante para a terapéutica do cancro (Dias e Bailly, 2005). Por outro lado,
alteracfes na bioenergética mitocondrial da célula tumoral, podem também desencadear
mecanismos de morte celular e constituirem uma boa estratégia terapéutica no tratamento
do cancro (Jose e Rossignol, 2013).

Além disso, multiplos estudos tém mostrado que o ANT é um alvo terapéutico
promissor no tratamento das doencas neoplasicas, dado que € uma proteina bifuncional que
medeia as trocas de ADP por ATP e por ser um componente do poro da MPT (Sharaf el
dein et al., 2011). Por outro lado, as isoformas ANT2 e ANT4, que tém funcdes
antiapoptoticas, aumentam nas células tumorais e a sua inibicdo por agentes
quimioterapéuticos pode sensibilizar estas células para a apoptose (Gallerne et
al., 2010).

3.6.2 Toxicidade mitocondrial

As mitocondrias podem ser consideradas os alvos primarios ou secundarios da
toxicidade de diferentes compostos quimicos. A mitocodndria tem um papel crucial na
suplementacdo de grande parte do ATP necessario para a célula via fosforilagdo oxidativa.
Assim, qualquer 6rgdo com elevada necessidade de energia aerobica, como o rim, coracéo
e figado, é extremamente suscetivel a toxicidade mitocondrial. Por estas razdes, existem

inimeros sindromes associados & toxicidade mitocondrial, incluindo a acidose latica,
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miopatias cardiacas e esqueléticas, neuropatias, enteropatias, pancreatite, diabetes, figado
gordo e hematotoxicidade (Dykens e Will, 2007; Scatena et al., 2007).

Atualmente, sdo conhecidos varios mecanismos que estdo associados a toxicidade
mitocondrial, tais como a dissocia¢do do sistema fosforilativo ou inibicdo do sistema de
transporte de eletrdes, com consequente deplecdo de ATP e aumento da concentracdo de
ROS; a indugdo da MPT, que pode desencadear mecanismos de apoptose e necrose, e
lesdes no mtDNA (Russmann et al., 2009; Pessayre et al., 2012). Uma alteracdo no
mtDNA pode desencadear alteracbes no sistema de transporte de eletrdes, aumentar a
producdo de ROS e a oxidagdo de diversos constituintes mitocondriais, incluindo o
mtDNA (Labbe et al., 2008; Pessayre et al., 2012).

O figado €é considerado um importante alvo de toxicidade mitocondrial devido a sua
localizacéo, entre o local de absorgdo e o sistema circulatdrio, e devido ao facto de ser o
principal local de metabolizacdo e eliminacdo de substancias estranhas ao organismo
(Russmann et al., 2009). Tém sido identificadas diferentes alteragbes mitocondriais
induzidas por diferentes farmacos, que podem desencadear uma lesdo hepatocelular direta,
figado gordo, colestase e lesdo hepatica idiossincratica. Tem sido descrito que alteragdes
no mtDNA, no sistema de transporte de eletrdes ou no sistema fosforilativo podem levar a
desregulacéo da oxidacdo dos acidos gordos, desencadeando figado gordo. Por outro lado,
a inducdo da MPT, que pode desencadear mecanismos de morte celular por apoptose ou
necrose, tem sido referida como um mecanismo de hepatotoxicidade de diferentes

farmacos (Grattagliano et al., 2012; Pessayre et al., 2012).

3.7 Efeitos dos retinoides e dos antiestrogénios a nivel mitocondrial

Nos ultimos anos tém surgido diferentes trabalhos que indicam que os retinoides
atuam através dos RARs (Chambon, 1996). Contudo, varios estudos tém referido que 0s
retinoides podem também atuar por mecanismos independentes dos RARs (Sabichi et
al., 2003). De facto, tem-se verificado que a tretinoina induz alteracdes em diferentes
parametros mitocondriais independentes dos RARs, tais como a diminui¢do da expressao
da proteina Bcl-2 (Niizuma et al., 2006; Schmidt-Mende et al., 2006), ativacdo das
caspases -3 e -9 (Fujimura et al., 2003; Niizuma et al., 2006) e libertagéo de citocromo ¢
(Gianni et al.,, 2000; Niizuma et al.,, 2006) nos mecanismos de morte celular.

Schmidt-Mende et al. (2006) descreveram também que a tretinoina inibe o sistema de
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transporte de eletrbes e a capacidade de acumulagdo do célcio antes da libertacdo de
citocromo c¢, da diminuicdo da expressdo da proteina Bcl-2 e da fragmentacdo de
cromatina, sugerindo que a mitocondria esta envolvida nos mecanismos de morte celular
induzidos por este retinoide. Foi também descrito que a tretinoina e a alitretinoina induzem
a MPT em mitocdndrias hepéticas (Rigobello et al., 1999) e cardiacas interagindo com o
ANT na sua conformagéo c e promovendo, desta forma, a indu¢do da MPT (Notario et al.,
2003). Estudos mais recentes sugerem que sdo as isoformas ANT1 e 3 que estdo
envolvidas nos mecanismos de apoptose induzidos pela tretinoina (Zamora et al., 2006).

No que se refere ao efeito da isotretinoina a nivel mitocondrial pouco esta descrito.
Contudo, alguns estudos em culturas celulares mostraram que a isotretinoina induz varias
alteraces mitocondriais, tais como a diminuicdo da expressdo da proteina antiapoptética
Bcl-2 (Guruvayoorappan et al., 2008; Vuletic et al., 2010) e a ativagdo da caspase -3 (Arce
et al.,, 2005; Guruvayoorappan et al., 2008), que estdo envolvidas em mecanismos
intrinsecos de apoptose. No entanto, sabe-se também que a isotretinoina induz a MPT e a
libertacdo do citocromo ¢, em concentracbes muito superiores as concentragdes séricas
(Rigobello et al., 1999).

Relativamente a acitretina, embora ndo existam estudos em mitocondrias isoladas,
tem-se verificado que esta diminui a razdo da expressdo das proteinas Bcl-2/BAX em
linhas celulares de melanoma (Ren et al., 2008) e de carcinoma de células escamosas da
lingua (Ran et al., 2005), sugerindo que a acitretina também induz mecanismos de morte
celular programada dependentes da mitocéndria.

Estudos com os antiestrogénios em mitocondrias de cérebro e de figado tém tambem
sugerido que o TAM (Custodio et al., 1998; Moreira et al., 2005) e 0 OHTAM (Cardoso et
al., 2002a; Moreira et al., 2004) sdo potentes inibidores da abertura do poro da MPT,
devido a sua acdo antioxidante. Contudo, é também provavel que a inibicdo da MPT pelo
TAM e pelo OHTAM se possa dever a sua ligacdo com o ANT (Cardoso et al., 2003), que
€ um dos constituintes do poro da MPT. Por outro lado, tem também sido descrito que o
TAM (Cardoso et al., 2001), e em menor extensdo o OHTAM (Cardoso et al., 2002b),
afetam a bioenergética mitocondrial, por promoverem a despolarizagdo do Ay
mitocondrial, a inibicdo do ANT e do PiC e a hidrélise de ATP (Cardoso et al., 2003).
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4. Genotoxicidade dos retinoides e antiestrogénios

A genotoxicidade, estd em muitos casos associada ao processo de carcinogénese,
pelo que tem surgido grande interesse na determinagdo de biomarcadores de alteragdes
genéticas como fatores preditivos de risco no desenvolvimento do cancro. Contudo, ainda
pouco se sabe acerca da relacdo entre estes biomarcadores e 0 processo de carcinogénese
(Ellinger-Ziegelbauer et al., 2009; Paules et al., 2011).

Existem véarios ensaios de genotoxicidade in vitro e in vivo que permitem a
identificacdo de compostos com potencial genotoxico e o estudo dos seus mecanismos de
acdo numa grande variedade de células. Os ensaios in vitro permitem a detecdo direta do
potencial genotdxico de um composto, sobre um determinado tipo de célula. Nos ensaios
in vivo avalia-se o significado biolégico/mutagénico da exposicdo de um individuo a um
determinado composto que pode sofrer a acdo de diferentes fatores. Ou seja, 0S ensaios in
vivo avaliam o potencial mutagénico de um composto que sofre diferentes processos
fisiologicos, de absorcdo, distribuicao, e excrecdo (ICH, 2008).

Os ensaios mais utilizados na avaliagdo genotoxica de um determinado composto
s80: 0 ensaio de capacidade de mutacdo de um gene bacteriano (teste de Ames), analise das
células em metéfase para avaliagdo de alteragdes cromossomicas, o teste do micronucleo e
o teste do cometa. Contudo, nenhum ensaio genotdxico € capaz de detetar todos os
mecanismos de genotoxicidade relevantes para o processo de carcinogénese; por outro
lado, um composto pode ser genotoxico in vitro mas ndo ser in vivo ou sé-lo apenas in
Vivo.

As diretrizes para os estudos de genotoxicidade propdem a utilizacdo de dois ensaios
in vitro, isto é, um ensaio positivo in vitro deve ser acompanhado por outro tipo de ensaio
in vitro. Quando os dois testes in vitro sdo positivos devem fazer-se dois testes de
genotoxicidade in vivo (ICH, 2008).

Os linfocitos humanos de sangue periférico sdo frequentemente utilizados como
modelos celulares para estudos de genotoxicidade in vitro e in vivo. De facto, os linfécitos
de sangue periférico sdo de facil obtencdo, estdo quase todos na mesma fase do ciclo
celular (GO) e circulam em grande nimero por todo o organismo, podendo apresentar
alteracOes geneticas que refletem o estado geral do organismo (Collins et al., 2008). Para

estes estudos de genotoxicidade podem usar-se outro tipo de células com capacidade
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mitdtica, nomeadamente células da medula Ossea, fibroblastos e queratindcitos
(Fenech, 2000).

4.1 Ensaio do micronucleo

O ensaio do micronicleo é um teste de genotoxicidade que permite a detecdo de
micronucleos (MN) no citoplasma das células em interfase. Este ensaio é um dos testes
mais utilizados na detecdo do potencial genotoxico de determinados compostos, pelo facto
de requerer uma pequena quantidade de amostra, poder ser realizado em diferentes tipos de
células e ser de facil execucdo. Além disso, este ensaio parte de um grande nimero de
células (1000-3000) por amostra, em comparagdo com outros ensaios de genotoxicidade, o
que lhe confere um elevado poder estatistico (Suspiro e Prista, 2011). Este ensaio tem
evidenciado uma elevada associacdo entre a frequéncia de MN e o desenvolvimento do
cancro. De facto, tem sido referido um aumento na frequéncia de MN em doentes com
cancro ou com lesdes pré-neoplésicas, sugerindo que a frequéncia de MN pode ser um bom
biomarcador de risco de desenvolvimento de cancro (Bonassi et al., 2011; Suspiro e
Prista, 2011).

O numero de células micronucleadas aumenta com alguns fatores, nomeadamente
com a idade (Battershill et al., 2008), com o sexo, sendo superior nas mulheres (Fenech,
1998), com a predisposicao genética (larmarcovai et al., 2008; Mateuca et al., 2008), bem
como com o estilo de vida. Assim, é referido que os fumadores apresentam valores de MN
superiores aos ndo fumadores (Fenech, 1993). O consumo de alcool, doencas crénicas,
infecdes e exercicio fisico intenso sdo também referidos como potenciais fatores de risco
mutagénico (Battershill et al., 2008).

O ensaio do micronucleo é frequentemente utilizado in vitro e in vivo, com e sem
blogueio de citocinese. Para o ensaio do microntcleo com bloqueio de citocinese (CBMN)
é usado geralmente sangue periférico humano ou de ratinhos. Para o ensaio in vitro
preparam-se culturas de sangue completo ou de linfocitos previamente isolados, que se
incubam durante 72 horas, em condicGes de temperatura de CO, adequadas, com o
composto a estudar. Contudo, podem também ser utilizadas outras linhas celulares com
capacidade mitdtica, tais como fibroblastos e queratindcitos (Fenech, 2000). O ensaio do
microndcleo in vivo € frequentemente efetuado em ratinhos, quer por pungdo da medula

Ossea a nivel da cabega do fémur, quer por colheita de sangue periférico, apds exposicéo
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do composto em estudo, seguindo-se a observacdo dos esfregacos para contagem de
eritoblastos com MN ou de eritrocitos com MN. Os ensaios in vivo sdo também efetuados
em linfocitos humanos de sangue periférico, para estudar o potencial mutagénico de
patologias especificas, de terapéuticas ou associado a exposi¢cdes ocupacionais de risco.

O ensaio do micronucleo permite estudar o potencial genotdxico e citotoxico, atraves
da avaliacao de células com MN, pontes de cromatina (NPBs), “nuclear buds” (NBUDs) e,
ainda, avaliar parametros de inibicdo da diviséo celular, de apoptose e necrose (Fenech,
2000; Fenech, 2006).

No ensaio do micronucleo com bloqueio de citocinese estimula-se a divisao celular
por adicdo de fito-hemaglutinina (PHA) ao meio de cultura e, posteriormente, bloqueia-se
a citocinese por adicdo da citocalasina B (Cyt-B). As células que completaram uma divisao
nuclear sdo impedidas de realizar a citocinese, sendo facilmente identificadas por serem
binucleadas (Fenech, 2000) (Fig. 1.9).

Figura 1.9 - llustragdo de linfocitos mononucleados (A), binucleados (B),

multinucleados (C), necréticos (D), apoptéticos (E), binucleados com microntcleo (F),
binucleados com micronicleo e com uma ponte de cromatina (G) e binucleados
contendo “nuclear buds” (H). Adaptado de (Fenech, 2006).

Os MN sdo constituidos por pequenas quantidades de material nuclear, que se separa
do nucleo durante a divisdo celular e que pode conter cromossomas inteiros ou fragmentos
de cromossomas. Sdo morfologicamente idénticos ao ndcleo, mas de menor tamanho, entre

1/16 e 1/3 do diametro do nucleo, e de cor semelhante a este (Fenech, 2000; Fenech et al.,
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2003). A formacao dos MN nas células em mitose pode resultar da quebra de cromossomas
(clastogénese) ou da separacdo andomala de cromossomas devido a méa formagdo do fuso
mitdtico (aneugénese) (OECD, 2010; Suspiro e Prista, 2011).

No teste do CBMN identificam-se e contam-se as células binucleadas com MN e as
células mononucleadas com MN (Fenech, 2007). Quando 0 ensaio € associado com
hibridagdo in situ por fluorescéncia (FISH), utilizando sondas centroméricas,
pericentroméricas ou pancentroméricas, permite avaliar o mecanismo de formacdo dos
MN, ou seja, se a formacdo dos MN se deve a eventos clastogénicos e/ou aneugénicos. No
caso dos MN serem centrémeros negativos trata-se de clastogenicidade e no caso dos MN
serem centrébmeros positivos trata-se de aneugenicidade (OECD, 2010; Suspiro e
Prista, 2011).

O ensaio do CBMN permite também detetar NPBs em ceélulas binucleadas, que
indicam a presenga de cromossomas dicéntricos, em que 0s centromeros do mesmo
cromossoma migram para polos opostos da célula em anafase, dando origem a ponte de
cromatina. Estas pontes de cromatina observam-se nas células binucleadas como uma
ligacdo continua entre os ndcleos, com uma largura que pode variar consideravelmente,
mas geralmente ndo excede 1/4 do diametro dos nucleos (Fenech, 2000; Fenech, 2006).
Este ensaio permite também a detecdo de NBUDs, que se formam devido a excessiva
amplificacdo de DNA. O nucleo elimina o excesso de DNA amplificado por um processo
ativo num ponto periférico e externo ao nucleo. Este processo ocorre durante a fase S; 0s
NBUDs apresentam a mesma morfologia do MN, mantendo-se ligados ao nucleo por um
pedunculo estreito ou largo de material nucleoplasmico (Fenech, 2006). O CBMN permite
também a contagem de células mono-, bi-, tri- e tetra-nucleadas (Fig. 1.9), podendo
avaliar-se o indice de proliferacdo com bloqueio de citocinese (CBPI) e a percentagem de
citostase (OECD, 2010).

A citotoxicidade pode ainda ser quantificada por contagem das células apoptoéticas e
necroticas (Fig. 1.9). As células apoptoticas sdo células que apresentam uma condensagdo
irregular da cromatina, com fragmentacdo nuclear, formacdo de corpos apoptéticos,
mantendo a membrana citoplasmatica intacta. As células necroticas séo células que exibem
uma estrutura nuclear parcialmente intacta, citoplasma palido e vacuolizado, que pode
estar parcialmente destruido e com a membrana nuclear e citoplasmatica irregulares ou
danificadas (Fenech et al., 1999; Fenech, 2000).
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4.2 Ensaio do cometa

O ensaio do cometa é um teste de genotoxicidade que permite a detecdo de lesbes no
DNA. Este ensaio tem sido largamente utilizado devido a sua elevada sensibilidade para a
detecdo de baixos niveis de lesdes no DNA, & exigéncia de um pequeno nimero de células
por amostra, a simplicidade, ao curto tempo de realiza¢do e por ter um custo relativamente
baixo. Pode ser realizado com vérios tipos de células, sendo facilmente modificado e
adaptado para uma grande variedade de requisitos experimentais (Brendler-Schwaab et al.,
2005; Suspiro e Prista, 2011).

As lesdes no DNA detetadas pelo ensaio do cometa aumentam também com a idade,
sexo e com a exposicao clinica e toxicoldgica especifica (Moller, 2006; McKenna et al.,
2008).

O ensaio do cometa pode ser realizado in vitro e in vivo. Nos ensaios in vitro
utilizam-se culturas de células com capacidade mitotica que sdo expostas ao composto em
estudo, sendo a cultura de linfocitos de sangue periférico muito utilizada. Nos ensaios in
vivo, pode também utilizar-se sangue periférico, determinando o valor das lesées no DNA
das células nucleadas. Nos ensaios in vivo podem também utilizar-se células retiradas do
tecido que se pretende estudar.

O ensaio do cometa consiste numa técnica classica, descrita por Tice et al. (1991),
em que as suspensdes celulares sdo incorporadas em agarose e lisadas de forma a libertar o
conteldo de DNA. Apos a lise faz-se um pré-tratamento alcalino seguido de eletroforese,
também em condicGes alcalinas (pH> 13), em que o DNA migra para o anodo.
Posteriormente, em condi¢fes de neutralizacéo, as cadeias de DNA localizadas na cabeca
do cometa renaturam, enquanto que o DNA presente na cauda permanece em cadeias
simples. Para avaliar a extensdo da migracdo, o DNA é corado com um corante
fluorescente, passando-se posteriormente a observacdo num microscopio de fluorescéncia.
Um "cometa™ é constituido por uma cabeca com DNA intacto e uma cauda que contém
fragmentos de DNA (Fig. 1.10). O ensaio do cometa deteta lesbes nas cadeias simples e
nas cadeias duplas e “alkali-labile sites” (ALS) do DNA. Quanto maior a cauda do cometa,
tanto maior a degradacdo de DNA e, portanto, a genotoxicidade do composto em estudo
(Collins et al., 2008; Liao et al., 2009). O ensaio do cometa permite também avaliar
ligagBes cruzadas entre DNA-DNA, proteinas-DNA, identificar lesbes no DNA em genes
especificos e localizar lesbes a nivel das bases constituintes do DNA, utilizando para tal

diferentes modificacdes deste ensaio (Moller, 2006).
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A avaliacdo é feita habitualmente recorrendo a softwares apropriados que permitem
avaliar diferentes parametros, tais como o comprimento da cauda (TL), percentagem de
DNA na cabega, a percentagem de DNA na cauda e o “tail moment” (TM), que ¢ o produto
entre a percentagem de DNA na cauda e o comprimento da cauda, em 100 células, por
amostra (Battershill et al., 2008; Collins et al., 2008).

Célula (Cometa)

Cabeca

Figura 1.10 - Representagdo de um “cometa”. O DNA foi corado com SyberGreen e
visualizado numa  microscopio  de  epifluorescéncia.  (Adaptado  de

http://www.cellbiolabs.com/comet-assay-kits-and-slides).

4.3 Efeito genotdxico dos retinoides e antiestrogénios

Os estudos acerca da genotoxicidade dos retinoides sdo restritos e em alguns casos
contraditérios. Tem sido referido que a tretinoina in vitro (10-100 uM) aumenta a
frequéncia de MN em linfécitos humanos e em células de rato (Alakhras et al., 2011),
enquanto que outros estudos in vitro referem a tretinoina como ndo apresentando efeitos
genotoxicos significativos (Watanabe e Pratt, 1991). A isotretinoina administrada
(30-40 mg/dia) em doentes com acne pode induzir lesées no DNA (Georgala et al., 2005).
Contudo, em ensaios in vitro, a isotretinoina (0,01 - 10 uM) incubada com linfécitos
humanos ou com uma linha celular de linfoblastos diminuiu a quebra de cromatides

induzida por um agente genotdxico (Trizna et al., 1992). Foi referido que doentes com
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xeroderma pigmentoso, uma doenga caracterizada por sensibilidade & luz solar, devido a
uma deficiéncia nos mecanismos de reparagdo das lesdes de DNA induzidas pelas
radiacbes UV, quando tratados com isotretinoina (30-40 mg/dia), apresentavam uma
reducdo nas lesdes do DNA. Igualmente, foi observado uma diminuicdo de leses no DNA
em linfocitos de voluntérios saudaveis, quando incubados em culturas celulares com
isotretinoina (0.001 e 10 uM) e expostos a raio-x (Sanford et al., 1992).

A acitretina tem sido descrita como ndo apresentando genotoxicidade, mesmo em
altas concentragdes (50-100 pM), observando-se um efeito antigenotdxico, quando
adicionada a culturas celulares, na presenca de um composto genotdxico (Stephanou et
al., 2004).

O TAM foi classificado como um agente carcinogénico do grupo 1 pelo
“International Agency for Research on Cancer”, por apresentar capacidade de formar
adutos de DNA em varios tecidos (Poirier e Schild, 2003; Brown, 2009), que ndo sdo
removidos por mecanismos de reparacdo e que podem, subsequentemente, produzir
mutagdes pontuais e aberra¢des cromossomicas. De facto, tem-se verificado que o TAM
aumenta a incidéncia de aberragdes cromossémicas em hepatdcitos de rato (Styles et al.,
1997), aumenta o nimero de MN e de aberracdes cromossdmicas em celulas de medula
Ossea de ratinho (Vijayalaxmi e Rai, 1996), bem como o nimero de lesdes no DNA de
linfocitos e de células do cancro da mama (Wozniak et al., 2007). Contudo, continuam por
esclarecer 0s seus mecanismos genotoxicos. No que se refere a genotoxicidade do
OHTAM, existem alguns estudos na literatura, que sdo controversos. Tem sido referido
que 0 OHTAM ndo induz a formacao de adutos de DNA (Beland et al., 1999; Kim et al.,
2006), em contradicdo com o facto de ter sido observado a formacdo de adutos de DNA
(Marques e Beland, 1997) e o aumento da frequéncia de MN numa linha celular humana
linfoblastdide (Styles et al., 1997), permanecendo assim por esclarecer o potencial efeito
genotoxico do OHTAM.
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5. Retinoides e antiestrogénios na terapéutica do melanoma e do cancro
da mama

5.1 Melanoma

O melanoma € a forma mais agressiva de cancro de pele, superando a maioria dos
tumores em termos de evolucdo metastatica. A sua natureza altamente agressiva e a
crescente incidéncia que se tem observado em todo o mundo, constitui um problema de
satde a nivel mundial (Ghosh e Chin, 2009; Sarasin e Dessen, 2010).

No melanoma, tal como noutras doencas malignas, tanto a exposi¢cdo a agentes
ambientais como a predisposicdo genética constituem importantes fatores de risco. Estudos
epidemiologicos sugerem que a predisposicdo familiar, representa cerca de 10% a 13% dos
casos desta doenca (Ko et al., 2010). A exposicdo solar é a principal causa do
desenvolvimento do melanoma. De facto, a radiacdo UV é um fator de risco estabelecido
para esta patologia, estando o risco dependente dos padrdes de exposicdo solar (exposicdo
intermitente ou cumulativa), da frequéncia de exposi¢cdo e da suscetibilidade hereditaria
(Erdei e Torres, 2010; Godden et al., 2010). E aceite que a radiacdo ultravioleta A (UVA) e
ultravioleta B (UVB) podem causar lesdes no DNA, desencadear mecanismos de
imunossupressao, de stresse oxidativo e de resposta inflamatdria, que podem contribuir
para o desenvolvimento do cancro de pele (Narayanan et al., 2010). Pouco se sabe sobre a
relacdo entre a exposicdo a radiacdo UV e os fatores genéticos (Erdei e Torres, 2010;
Godden et al., 2010).

No melanoma hd uma desregulacdo de mecanismos homeostaticos da pele,
observando-se uma proliferacdo descontrolada de melandcitos. E aceite que o melanoma
pode comecar com o desenvolvimento displastico de nevos benignos, que progridem para a
fase de crescimento radial, com expansao lateral. A progressdo para a fase de crescimento
vertical € marcada pela invasdo até a derme, tecido subcutaneo e epiderme superior
(Soengas e Lowe, 2003; Ghosh e Chin, 2009). Na etapa final, 0 melanoma metastiza-se
para 6rgdos distantes. Existe outra via de desenvolvimento, em que as lesGes agressivas se
desenvolvem mais rapidamente, sem desenvolvimento de nevos (Erdei e Torres, 2010).

A maioria dos doentes com melanoma avancado ndo responde as terapéuticas
atualmente disponiveis (Ko et al., 2010), sendo a remoc¢do cirdrgica do tumor o Unico
tratamento eficaz. De facto, a terapéutica sistémica para o tratamento da doenga

disseminada continua a ser ineficaz, sendo o melanoma metastizado altamente resistente a
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quase todos 0s agentes citotoxicos (Soengas e Lowe, 2003; Sarasin e Dessen, 2010). E,
portanto, de fundamental importéncia o desenvolvimento de terapéuticas eficazes no

tratamento desta doenca.

5.1.1 Expressdo dos recetores dos acidos retinoicos e dos estrogénios e sua
funcdo no melanoma

Embora permanegam por esclarecer os mecanismos de agdo dos retinoides na pele,
sabe-se que 0s RARs e RXRs desempenham um importante papel nos seus mecanismos de
homeostase. A epiderme humana (Elder et al., 1991), bem como culturas de queratindcitos
e de fibroblastos dérmicos humanos (Elder et al., 1992) expressam os recetores RARa,
RARY, RXRa e RXRp; o subtipo RARf tem uma expressdo mais baixa na pele (Boehm et
al., 2004).

Em condigdes fisiologicas, o heterodimero RARy/RXRa estd envolvido na
manutencdo e diferenciacdo da epiderme (Boehm et al., 2004), na manutencdo dos
melanocitos no seu estado diferenciado, impedindo a formacdo do melanoma, embora o
mecanismo de acdo ndo seja ainda totalmente conhecido (Spanjaard et al., 1997).

O desenvolvimento do melanoma é geralmente acompanhado pela reducdo da
expressdo de RARP, que pode ser, pelo menos em parte, responsavel pela resisténcia aos
retinoides (Boehm et al., 2004). Estudos mais recentes tém sugerido que a diminuicéo da
expressdo do RARP2 se deve a modificacdes epigenéticas, quer por hipermetilacdo do
promotor, observada em linhas celulares de melanoma humano e em amostras clinicas de
melanomas (Liu et al., 2008), quer por acetilacdo de histonas, observada em linhas de
melanoma metastaticas (Fan et al., 2010). Varios estudos tém sugerido que a expressao
anormal dos RARs pode estar envolvida na melanogénese, na progressdo do melanoma,
bem como na resisténcia aos retinoides (Chakravarti et al., 2007).

Tem-se verificado que a administracdo de tretinoina ou de alitretinoina resulta num
rdpido aumento da expressdo de RARS, seguida do bloqueio da diviséo celular (Clifford et
al., 1990). De facto, tem-se verificado que os retinoides tém um efeito antiproliferativo no
melanoma. A tretinoina induz a paragem do ciclo celular na fase GO/G1l e induz
mecanismos de apoptose em diferentes linhas celulares de melanoma (Zhang e Rosdahl,
2004; Niu et al., 2005). De forma semelhante, a isotretinoina também tem um efeito

antiproliferativo nas linhas celulares de melanoma, quer por induzir mecanismos de morte
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celular por apoptose, dependentes da mitocondria (Guruvayoorappan et al., 2008), quer por
inibir o ciclo celular na fase GO/G1 (Niu et al., 2005). A isotretinoina tem sido utilizada
como terapéutica adjuvante no tratamento do cancro da pele ndo melanoma (Danopoulou
et al., 2009) e no carcinoma de células escamosas da pele, com bastante sucesso (Brewster
et al., 2007).

A acitretina tem também sido utilizada na quimioprevencdo de doentes com
carcinoma de células escamosas da pele (Kadakia et al., 2012) e no cancro da pele nao
melanoma (Anforth et al., 2012).

A acitretina apresentou um efeito antiproliferativo numa linha celular de melanoma,
por induzir mecanismos de apoptose dependentes da mitocondria (Ren et al., 2008).
Contudo, permanece por esclarecer se estes mecanismos se devem a processos dependentes
ou independentes dos receptores dos acidos retinoicos.

Os estrogénios desempenham varios papeéis especificos a nivel da pele, intervindo na
regulacdo do teor de colagénio e da espessura da pele, e na regulacdo da funcdo dos
fibroblastos, queratindcitos e melanocitos, sendo desconhecidos 0s seus mecanismos de
acdo. Como os ERs, principalmente a isoforma ERp, estdo expressos nos fibroblastos da
derme, nos queratindcitos e nos melandcitos, tem sido sugerido que 0s estrogénios exercem
0s seus efeitos na pele através dos receptores de estrogénio (Verdier-Sevrain et al., 2006).

O melanoma tem sido tradicionalmente considerado como um tumor ER(+), devido a
presenca dos ERs em diferentes linhas celulares de melanoma. No entanto, a anélise de
melanomas humanos tem mostrado uma expressao variavel dos ERs (Mori et al., 2006).
Foi demonstrado recentemente que 0os melanomas mais invasivos expressam niveis mais
baixos de ERP (de Giorgi et al., 2009; de Giorgi et al., 2011) e ERa (de Giorgi et al.,
2009), o que sugere que tenham um papel importante no desenvolvimento do melanoma.

O TAM e o OHTAM tém mostrado ter um efeito antiproliferativo em diferentes
linhas celulares de melanoma ER(+). O TAM tem sido usado no tratamento de doentes
com melanoma maligno metastizado, em monoterapia ou em associacdo com outros
agentes quimioterapéuticos. Contudo, tem-se verificado que o TAM, em diferentes regimes
terapéuticos, produz resultados inconclusivos (Lens et al., 2003; Beguerie et al., 2010). No
entanto, alguns ensaios in vitro e in vivo tém sugerido que o TAM melhora as taxas de
resposta de diferentes agentes quimioterapéuticos no melanoma (Chatterjee et al., 2011;
Misir Krpan et al., 2012). O TAM e o0 OHTAM podem, portanto, constituir uma boa
estratégia no tratamento do melanoma quando associados com outros agentes

antiproliferativos.
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5.2 Cancro da mama

O cancro da mama é o cancro com maior incidéncia nas mulheres, a nivel mundial.
Em Portugal é também o tipo de cancro mais frequente nas mulheres (Bastos et al., 2007).

O cancro da mama € uma doenca heterogénea, com uma apresentacdo morfologica
variada e de caracteristicas moleculares especificas. A etiologia do cancro da mama é
complexa, sendo multiplos os fatores que contribuem para o seu desenvolvimento e
progressdo. Como fatores de risco associados ao desenvolvimento do cancro da mama
destacam-se a idade, género, indice de massa corporal (IMC) elevado, sedentarismo,
consumo de alcool, tabagismo, histéria familiar da doenga, bem como a exposicdo a
estrogénios exdgenos (Nelson et al., 2012).

5.2.1 Expressdo dos recetores de estrogénios e dos acidos retinoicos e sua
acao no cancro da mama

Os estrogeénios, por meio de uma variedade de mecanismos, constituem um fator de
risco muito importante no desenvolvimento do cancro da mama (Keen e Davidson, 2003).
Como o principal efeito dos estrogénios é mediado pelos ERs, é aceite que as vias de
transducdo de sinal dos ERs sdo suscetiveis de contribuir para a progressao deste tipo de
cancro. No entanto, os mecanismos moleculares subjacentes ao efeito dos estrogenios na
carcinogénese mamaria nao estdo completamente esclarecidos (Chang, 2011).

O cancro da mama pode ser ER(+) ou ER(-), estimando-se que aproximadamente
70-80% dos cancros da mama sejam ER(+) (Conzen, 2008). A perda da expressao dos ERS
estd associada com o aumento da agressividade do cancro da mama e deve-se, geralmente,
a modificacdes epigenéticas reversiveis, incluindo desacetilagdo das histonas e metilacdo
do DNA (Yang et al., 2001; Keen e Davidson, 2003).

O TAM ¢ o farmaco mais frequentemente prescrito para o tratamento de todos os
estadios do cancro da mama (Clarke et al., 2004; Shao e Brown, 2004). O uso de TAM
reduz o risco de desenvolvimento de cancro da mama em mulheres com alto risco (Lester,
2007), podendo também ser utilizado no tratamento do cancro da mama em estadios
avancados (Mao et al., 2012). No entanto, como ja foi referido, 0 OHTAM podera
constituir uma alternativa terapéutica em substituicdo do TAM, por apresentar uma menor

toxicidade (Cruz Silva et al., 2001; Cardoso et al., 2002a), maior tolerabilidade (Sauvez et
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al., 1999) e uma maior afinidade de ligagdo com os ERs e maior potencial
antiproliferativo, neste tipo de cancro (Goetz et al., 2008; Kiyotani et al., 2012).

Embora pouco se conhega acerca dos mecanismos moleculares de agdo dos
retinoides no desenvolvimento do cancro da mama, sabe-se que as vias de sinalizacéo
desempenham importantes fungdes. Nas linhas celulares do cancro da mama ER(+) ou
ER (-), a expressdo dos RARa, RARy, RXRa e RXR, é semelhante & das células normais
(Brtko, 2007). Contudo, durante a progressdo do cancro a expressao do RARP € reduzida
ou mesmo perdida, constituindo uma caracteristica tipica do cancro da mama, que é
considerada como um dos principais fatores responsaveis pela resisténcia aos retinoides
nestas neoplasias. Estudos recentes tém mostrado que a diminuicdo da expressdo de
RARPB2 é devida a alteracdes epigenéticas, por metilacdo e desacetilagdo das histonas da
regido do promotor, resultando no silenciamento de genes (Keen e Davidson, 2003; Brtko,
2007), semelhante ao que acontece no melanoma (Liu et al., 2008; Fan et al., 2010). Num
estudo mais recente, foi também descrito uma diminuicdo da expressdo da isoforma
RARp5 nas células do cancro da mama, sugerindo que esta isoforma poderd ser um
potencial biomarcador da resisténcia dos retinoides neste tipo de cancro (Christov, 2009).

A expressdo de RARpP desempenha aparentemente um papel importante na
sensibilidade aos retinoides, dado que estes atuam predominantemente através dos RARp,
podendo promover mecanismos de apoptose em células de cancro da mama, assim como
noutros tipos de neoplasias. Tem sido evidenciado que os retinoides sdo capazes de inibir o
cancro da mama nas fases iniciais de progressdo do tumor e que a sua eficacia diminui a
medida que os tumores se tornam mais agressivos (Brtko, 2007).

A tretinoina e a isotretinoina tém um efeito antiproliferativo em linhas celulares do
cancro da mama ER(+) e ER(-), por induzirem paragem do ciclo celular na fase GO/G1 e
mecanismos de apoptose (Toma et al., 1997; Czeczuga-Semeniuk et al., 2001). Por outro
lado, tem sido referido que a alitretinoina pode prevenir o cancro da mama em modelos
animais (Wu et al., 2006) e inibir o crescimento de linhas celulares do cancro da mama
ER(+) (Conzen, 2008). Os rexinoides impedem o desenvolvimento do tumor em modelos
animais de cancro (Howe, 2007; Liby et al., 2007) e parecem ser tdo eficazes como a
alitretinoina na supressdo do crescimento das células epiteliais mamarias ER(+) e ER(-)
(Conzen, 2008). Estes retinoides levam a paragem do crescimento, predominantemente,

por bloqueio do ciclo celular na fase GO/G1 (Wu et al., 2006).
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5.2.2 Efeitos dos retinoides em associacdo com 0s antiestrogénios

Vérios trabalhos tém sugerido existir uma interligacdo nas vias de sinalizacdo dos
estrogénios e dos retinoides no cancro da mama (Simeone e Tari, 2004; Hua et al., 2009).
Tem-se verificado que a inibicdo do crescimento das células do cancro da mama por
tratamento com retinoides € mais acentuada nas células ER(+) do que nas ER(-) (Simeone
e Tari, 2004). Contudo, a possibilidade de interacdo dos retinoides com os ERs é
contraditéria, uma vez que alguns estudos revelaram que os retinoides podem aumentar a
expressdo de ERs numa linha celular de cancro da mama (Butler e Fontana, 1992),
enquanto que outros referem que os retinoides podem diminuir a expressdo dos ERs
(Rubin et al., 1994). Foi também demonstrado que a adi¢do de estradiol a linhas celulares
de cancro da mama levou a um aumento significativo dos niveis de RARa tendo
desencadeado uma maior inibicdo do crescimento celular pelos retinoides (van der Leede
et al., 1995). Assim, apesar destas contradicdes, os RARs, uma vez ativados, poderdo
exercer efeitos antiestrogénicos, quer por ligacdo direta, quer por ligacdo indireta dos ERs
com os elementos de resposta dos ERs (ERES) (Demirpence et al., 1994). Por outro lado, a
regido N-terminal do ERa pode modular a atividade de transcricdo dos RARs (Rousseau et
al., 2003). De facto, estudos mais recentes tém mostrado que 0 RARa € um componente
essencial dos ERs (Ross-Innes et al., 2010) e que estes dois recetores podem cooperar
numa atividade transcricional efetiva nas células de cancro da mama (Hua et al., 2009;
Ross-Innes et al., 2010). Adicionalmente, tem-se verificado um efeito sinergistico quando
os retinoides sdo administrados em associacdo com os antiestrogénios (Brtko, 2007). De
facto, a associacdo da tretinoina com o TAM inibe sinergisticamente o crescimento de
células do cancro da mama (Searovic et al., 2009; Koay et al., 2010) devido,
provavelmente, a similaridade entre os RARs e 0os ERs. Contudo, 0s mecanismos de acao

destas combinacGes continuam por esclarecer.
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6. Os retinoides na terapéutica da psoriase e da acne

6.1 Etiologia e apresentacao clinica da psoriase

A psoriase ¢ uma doenca inflamatéria crénica da pele, que afeta entre 2 a 3% da
populacdo mundial. E uma dermatite crénica eritematosa, recorrente, que se caracteriza
pela alterndncia de periodos sintomaticos, com periodos de remissdo. Nos periodos
sintomaticos desenvolvem-se lesdes dermatoldgicas que se caracterizam histologicamente
pela presenca de infiltrado inflamat6rio, aumento da proliferagdo epidérmica,
queratinizacdo anormal e angiogénese (Murphy et al., 2007; Rashmi et al., 2009).

A etiologia da psoriase permanece por esclarecer, sabe-se no entanto que é
multifatorial, dependendo a manifestacdo da doenca e a sua severidade de fatores genéticos
e ambientais (Mak et al., 2009).

A historia familiar de psoriase é observada em cerca de 30% a 50% dos doentes,
e estima-se que 0s irmdos e parentes em primeiro grau dos doentes com psoriase
apresentam um risco quatro vezes ao da populacdo em geral de desenvolver a doenca. Sao
varios os genes descritos que favorecem a manifestacdo da psoriase, nomeadamente 0s
genes do locus PSORS1 a PSORS10 (Mak et al., 2009; Goldenstein-Schainberg et
al., 2012).

Vaérios fatores ambientais favorecem o desenvolvimento da psoriase, dos quais se
destacam as doengas infeciosas e inflamatorias, o traumatismo fisico e o stresse emocional,
bem como o abuso de alcool, a obesidade e algumas terapéuticas (Kurian e
Barankin, 2011).

A psoriase é classificada de acordo com a idade de aparecimento da doenca, com o
tipo de lesdo dermatoldgica e de acordo com a localizacdo das lesGes. A psoriase pode
apresentar-se sob a forma de psoriase vulgaris ou psoriase cronica em placas, psoriase
guttata, psoriase pustular e psoriase eritrodérmica, de acordo com o tipo de lesdo. A
apresentacdo clinica mais comum da psoriase € a psoriase vulgaris, que afeta cerca de 80%
dos doentes. Na psoriase vulgaris, a doenca apresenta papulas avermelhadas bem
circunscritas e descamativas, localizadas frequentemente nos cotovelos, joelhos, na parte
inferior das costas e no couro cabeludo (Murphy et al., 2007; Mrowietz e Reich, 2009).

A severidade da psoriase é habitualmente avaliada pelo indice de severidade e area

psoriatica (PASI). Este indice avalia a gravidade da doenca através dos valores de eritema,
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induracdo, descamacdo e area de envolvimento das quatro zonas do corpo (cabeca, tronco,
bracos e pernas) (Fredriksson e Pettersson, 1978). A psoriase é classificada como ligeira,
se 0 PASI for inferior a 10, moderada para valores de PASI entre 10 e 20, e grave se 0
PASI for superior a 20 (Naldi e Gambini, 2007; Mrowietz e Reich, 2009).

6.2 Fisiopatologia da psoriase

A psoriase € uma doenca inflamatoria crdnica sistémica caracterizada por
hiperproliferagdo e diferenciagdo anormal de queratindcitos, infiltracdo de células
inflamatorias e angiogénese. A infiltracdo dérmica de células do sistema imunitério inato,
macréfagos, células dendriticas, monoécitos, neutréfilos, mastocitos e células “natural
killer’, e do sistema imunitario adaptativo, linfocitos T CD4" e CD8", tem um papel
importante na mediagdo da resposta inflamatoria e no desenvolvimento das lesdes da
psoriase (Sweeney et al., 2011; Coimbra et al., 2012a).

O desenvolvimento da psoriase tem sido associado com o reconhecimento de um
autoantigénio ou de um antigénio exdgeno, que desencadeia uma resposta inflamatoria e
imunologica. No entanto, este processo de ativacdo inicial permanece por identificar
(Ghoreschi et al., 2007).

As células Thl e Thl7 contribuem para a patogénese da psoriase atraves da
libertacdo de citocinas inflamatdrias que promovem o recrutamento de outras células
inflamatdrias para o local da lesdo, a proliferacdo de queratindcitos e alteracdes vasculares
(Lima Ede e Lima Mde, 2011; Coimbra et al., 2012a). A este processo inflamatério
associa-se uma hiperproliferacdo dos queratinocitos, com reducdo do seu ciclo de
maturacdo de 28 para 5 dias, que se manifesta clinicamente pela formacdo de placas
psoriaticas (Mak et al., 2009).

Os queratindcitos promovem a acumulacdo de células T CD4" e CDS8", que
produzem quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, que recrutam outras células
inflamatdrias para o local da lesdo, e ativam outras células presentes na lesao, incluindo os
neutrofilos e as células T (Lima Ede e Lima Mde, 2011; Sweeney et al., 2011). Os
queratindcitos ativados libertam também fatores que ativam as células dendriticas na
derme, que por sua vez estimulam as células T (Coimbra et al., 2012a).

Os neutrofilos sdo também células do infiltrado inflamatério das lesdes, capazes de

recrutar e ativar os linfocitos T, e influenciar a proliferacdo e diferenciacdo dos
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queratindcitos. A ativacdo dos neutréfilos é acompanhada de desgranulacdo, com
libertacdo dos seus constituintes para o espaco extracelular, e producdo de ROS. A
desgranulacdo dos neutrdfilos ativados e a libertagdo de proteases (por exemplo, elastase) e
proteinas catidnicas (por exemplo, a lactoferrina) parecem ter um papel importante nas
lesbes psoriaticas e estar também relacionada com a prépria gravidade da doenca
(Rocha-Pereira et al., 2004b; Coimbra et al., 2009). No entanto, permanece por esclarecer
se a ativacdo dos neutrdfilos € uma causa ou uma consequéncia da psoriase (Coimbra et
al., 2012a).

6.3 Comorbilidades associadas a psoriase

A psoriase associa-se frequentemente a diferentes comorbilidades, nomeadamente a
obesidade, dislipidemia, diabetes e doencas cardiovasculares (DCV). Tem sido proposto
que a inflamacéo, caracteristica da psoriase, pode contribuir para o desenvolvimento destas
cormobilidades ou que estas patologias podem contribuir para a manifestacdo da psoriase
e/ou para o seu agravamento (Singh e Aneja, 2011; Reich, 2012).

A associacdo entre a psoriase e estas patologias permanece por esclarecer. A
obesidade é um estado pro-inflamatério que pode, por si s, potenciar o estado
inflamatério do doente e, portanto, agravar a apresentacdo da psoriase; pode, ainda,
predispor os doentes para o desenvolvimento de outras comorbilidades associadas a
psoriase, como as doencas cardiovasculares (Singh e Aneja, 2011).

O perfil lipidico nestes doentes estd frequentemente associado a modificacGes
aterogénicas, nomeadamente a valores mais elevados de colesterol total, triglicéridos (TG)
e colesterol das lipoproteinas de baixa densidade (LDLc), e a valores mais baixos de
colesterol das lipoproteinas de alta densidade (HDLc) (Rocha-Pereira et al., 2001; Coimbra
et al.,, 2010d), o que poderd contribuir para a elevada prevaléncia de eventos
cardiovasculares (Pietrzak et al., 2010). De facto, a prevaléncia de DCV ¢ bastante elevada
nestes doentes, o que pode estar relacionado com a elevada incidéncia de fatores de risco,
tais como o stresse oxidativo, a ativacdo leucocitaria, obesidade e dislipidemia. No entanto,
tem sido proposto que o préprio estado inflamatério associado a psoriase pode contribuir
para o processo aterogénico (Coimbra et al., 2009).

Tem também sido referido que a incidéncia de cancro é superior em doentes com

psoriase (Ji et al., 2009; Chen et al., 2011). No entanto, permanece por esclarecer se este
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risco esté relacionado com as terapéuticas utilizadas no tratamento da psoriase ou com a
psoriase per si, nomeadamente com o processo inflamatério e imunoldgico e com a
ativacdo endotelial associados a doenca (Mak et al., 2009; Alexandrescu et al., 2011).

Os doentes com psoriase apresentam uma taxa mais elevada de estados depressivos e
de suicidio, o que tem sido associado a exposicdo das lesdes psoriaticas, sobretudo quando
localizadas em zonas como a cara, bracos e pernas; as alteragdes no quotidiano pessoal e
profissional do doente, sendo determinantes de uma redugdo na qualidade de vida, podem
também contribuir para o desenvolvimento de estados depressivos. O indice de qualidade
de vida para doencas dermatoldgicas (DLQI) é um inquérito frequentemente utilizado para
avaliar a qualidade de vida dos doentes com psoriase, monitorizando desta forma o
impacto da doenga na vida do doente (Mrowietz e Reich, 2009; Coimbra et al., 2010a).

6.4 Terapéutica da psoriase

As terapéuticas disponiveis para o tratamento da psoriase, embora ndo permitam a
cura da doenca, tém como objetivo o controlo das manifestac6es clinicas, isto €, eliminar
as lesdes psoriaticas e diminuir o nimero e a gravidade das recidivas (Mrowietz, 2012). O
tratamento destes doentes deve também ter como objetivo impedir o desenvolvimento ou a
progressdo das cormobilidades que frequentemente se associam a psoriase (Mrowietz e
Reich, 2009; Mrowietz, 2012).

As terapéuticas utilizadas no tratamento da psoriase podem dividir-se, em topicas,
geralmente utilizadas no tratamento da psoriase ligeira e de localizacdo bem definida, a
fototerapia e a fotoquimioterapia utilizadas no tratamento da psoriase moderada a grave, a
terapéutica sistémica e a terapéutica imunoldgica ou biolégica para o tratamento da
psoriase grave (Fig. 1.11) (Murphy e Reich, 2011).

A terapéutica topica é geralmente utilizada em monoterapia no tratamento da
psoriase ligeira, localizada, e como terapéutica adjuvante em formas moderadas a graves
desta patologia. Dos farmacos utilizados neste tipo de terapéutica destacam-se 0s agentes
emolientes e queratoliticos, a antralina, o alcatrdo e os seus derivados, 0s corticoides, 0s
analogos da vitamina D3, os inibidores da calcineurina e os retinoides (Fig. 1.11) (Kurian e
Barankin, 2011).

Os retinoides sdo frequentemente utilizados no tratamento tdpico da psoriase, em

monoterapia ou em associacdo com outras terapéuticas. Os seus mecanismos de agdo na
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psoriase incluem a supressdo da inflamacdo, a inibicdo da proliferacdo e da diferenciacdo
das células epiteliais. O retinoide tdpico aprovado para a psoriase é o tazaroteno, que é
muito utilizado no tratamento da psoriase vulgaris, embora ndo seja comercializado em
Portugal. O tazaroteno, tal como o0s outros retinoides de 3% geracdo, atua ligando-se
seletivamente com os RARs, RARf e RARYy. A ligacdo do tazaroteno com estes recetores
induz a normalizacdo do processo de diferenciacdo e de hiperproliferagdo dos
queratindcitos e da inflamagdo. Os principais efeitos adversos do tazaroteno sdo o
desenvolvimento de prurido, ardor, eritema, descamacdo e 0 seu elevado potencial
teratogénico (Kurian e Barankin, 2011).

S Terapéutica Sistémica:
%uage Metrotexato
Grayve Ciclosporina

Retinoides
Fototerapia
S—— Fotoguimioterapia
TerapéuticaTopicay] Peotese U Terapéutica Bioldgica

Agentes Emolientesie ’ Vioderada oullmunoldgica
Queratoliticos -~

Analagos da Vitamina D}

Antralina

Alcatrdo e seus Derivados

Corticoides .

Inibidores de Calcineurina Psarilase

Retinoides

Ligeira

Figura 1.11 - Terapéuticas utilizadas para o tratamento da psoriase ligeira, moderada e
grave.

A terapéutica sistémica € utilizada no tratamento da psoriase grave, em monoterapia,
em regime sequencial ou rotacional ou em associacdo com outras terapéuticas; é também
usada em casos que apresentam uma grande area de superficie corporal com lesdes ou,
ainda, em casos menos graves, mas refratarios a outros tipos de tratamento, menos
agressivos. Os farmacos utilizados na terapéutica sistémica da psoriase incluem o
metrotexato, a ciclosporina, e os retinoides (Fig. 1.11). A grande maioria dos doentes tolera
bem a terapéutica sistémica, no entanto, muitos destes farmacos podem causar efeitos

adversos graves (Warren e Griffiths, 2008).
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6.4.1 Efeitos dos retinoides sistémicos

A acitretina € o retinoide de escolha no tratamento sistémico da psoriase grave. E
eficaz no tratamento de varios tipos de psoriase, sendo a psoriase eritrodérmica e a psoriase
pustular as que apresentam uma melhor resposta a monoterapia com acitretina (Warren e
Griffiths, 2008). A isotretinoina é também utilizada no tratamento da psoriase pustular e
em placas, tendo um tempo de semi-vida menor que a acitretina e o etretinato. Contudo,
parece ter uma eficacia terapéutica menor que a acitretina e o etretinato (Ellis e Krach,
2001; Mortazavi et al., 2011).

O tratamento da psoriase com acitretina em monoterapia é feito com uma dose
inicial que pode variar entre 25 e 50 mg por dia, sendo as doses mais altas reservadas para
0S casos graves ou resistentes de psoriase (Warren e Griffiths, 2008).

O mecanismo de acdo da acitretina no tratamento da psoriase, ainda permanece em
grande parte por esclarecer. Contudo, tem sido descrito que a acitretina compete com a
tretinoina para a ligacdo as CRABP (Pastuszka e Kaszuba, 2011) e que tem capacidade
para ativar todos os subtipos dos RARs, alterando a transcricdo de genes que codificam
proteinas envolvidas na patogénese da psoriase e normalizando a proliferacdo e a
diferenciagdo dos queratinocitos. A acitretina tem, ainda, uma acdo imunomoduladora,
particularmente dos linfocitos T, e uma atividade anti-inflamatoria, por inibir a ativacéo
dos leucocitos polimorfonucleares e a sua migracdo para as leses psoriaticas (Warren e
Griffiths, 2008).

Dos efeitos adversos da terapéutica com acitretina, a teratogenicidade é o mais grave.
Os efeitos adversos mais comuns sdo efeitos mucocutaneos, tais como, queilite, secura das
mucosas da boca, nariz e olhos, prurido, fotossensibilidade, descamacdo cutanea,
fragilidade cutdnea e alopécia. Tem também sido associada hepatotoxicidade,
hiperlipidemia, dores musculares, calcificagio de ligamentos e osteoporose.
Aproximadamente 33% dos doentes tratados com acitretina apresentam uma atividade
elevada das enzimas hepaticas; cerca de 10-30 % desenvolvem hipercolesterolemia e cerca
de 25% a 50% dos doentes desenvolvem hipertrigliceridemia. As alteracfes hepéticas e
lipidicas sdo geralmente reversiveis apds 4 a 8 semanas do término da terapéutica. Foram
referidos casos raros de pancreatites, associadas a hipertrigliceridemia (Warren e Griffiths,
2008; Pastuszka e Kaszuba, 2011).

A acitretina ndo deve, portanto, ser administrada a individuos com patologia

hepaética, historia de dislipidemias familiares, em caso de alcoolismo, uma vez que o alcool
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converte a acitretina em etretinato, que tem um tempo de semi-vida muito longo no
organismo, e esta contraindicado nas gravidas. Nas mulheres em idade fértil deve ser
utilizado um contracetivo antes de iniciar o tratamento, e permanecerem sem engravidar,
por um periodo de cerca de 3 anos, apds o tratamento com acitretina (Ormerod et al., 2010;
Dunn et al., 2011).

Outros efeitos adversos incluem artralgias, mialgias, hipertensdo intracraniana
benigna, pseudotumor cerebral (um risco que aumenta se o0s retinoides s&o tomados em
associagdo com tetraciclinas), diminuicdo da visdo noturna, e alteraces gastrointestinais
(Ormerod et al., 2010; Dunn et al., 2011).

6.4.2 A fototerapia e a fotoquimioterapia

A fototerapia com radiacdo UVB de banda larga (BBUVB) foi usada durante
bastante tempo no tratamento da psoriase, em monoterapia ou em associacOes terapéuticas
(Nolan et al., 2010). No entanto, ndo foi bem tolerada pelos doentes devido ao seu
potencial eritemogénico. A fototerapia com UVB de banda estreita (NBUVB), com um
comprimento de onda de 311 (+ 2) nm, comecou a ser utilizada ha cerca de 24 anos no
tratamento da psoriase, sem produzir eritema significativo. Assim, a fototerapia BBUVB
foi gradualmente substituida pela fototerapia NBUVB ao longo dos dltimos anos,
apresentando melhores resultados no tratamento e menos efeitos secundarios (Dogra e De,
2010; Rajpara et al., 2010).

O objetivo da fototerapia é eliminar as lesGes da psoriase com um niimero minimo de
sessOes, uma dose cumulativa baixa de UV e o minimo possivel de efeitos secundéarios. A
dose inicial de UV é calculada com base na dose eritematosa minima, aumentando-se a
dose ao longo das sessdes, sem exceder um determinado valor cumulativo. A frequéncia da
exposicdo a NBUVB pode variar entre 3 a 5 sessdes por semana (Dogra e De, 2010;
Rajpara et al., 2010).

O mecanismo de acdo da NBUVB ndo ¢ totalmente conhecido, embora se reconheca
uma acdo antiproliferativa e imunossupressora, induzindo apoptose dos linfocitos T e dos
queratindcitos, diminuicdo da inflamacdo e da hiperplasia da epiderme; induz também a
formacédo de fotoprodutos de DNA, principalmente dimeros de pirimidina, que interferem
com a progressdo do ciclo celular, inibindo o crescimento celular das camadas basais e

suprabasais da epiderme. A radiacdo UVB induz, ainda, a libertacdo de prostaglandinas e
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altera a expressdo das citocinas de resposta imunitaria Thl e Th17 para uma resposta Th2.
A NBUVB inibe também as funcbes das células apresentadoras de antigénio, modificando
0s mecanismos de sinalizacdo celular (Dogra e De, 2010; Rajpara et al., 2010).

Em geral, a terapéutica de irradiagdo NBUVB ¢ bem tolerada, contudo existem
alguns efeitos secundérios. Para além do risco de eritema, ha uma acentuada secura da
pele, o0 que pode provocar prurido. Além disso, a imunossupressao induzida pela NBUVB
pode conduzir a surtos de doencas infeciosas na pele. Por outro lado, a longo prazo, a
fotocarcinogénese e o fotoenvelhecimento podem também tornar-se um importante
problema de saude (Schneider et al., 2008).

N&o existe qualquer evidéncia que indique que a NBUVB esta associada com um
aumento do risco de cancro de pele. Contudo, dado que o periodo de laténcia para o
desenvolvimento de cancro de pele pode estender-se por mais de 20 anos, varios autores
apontam a importancia da realizacdo de estudos que permitam clarificar este potencial
efeito (Schneider et al., 2008; Rajpara et al., 2010).

A NBUVB tem algumas vantagens relativamente a maioria dos agentes sistémicos,
dado que pode ser usada em quase todos os doentes, independentemente de apresentarem
comorbilidades. Além disso, pode ser utilizada durante a gravidez e em criancas. Contudo,
é contraindicada em doentes fotossensiveis e naqueles em que ha predisposicao ou historia
de neoplasias cutaneas (Dogra e De, 2010; Rajpara et al., 2010).

A fotoguimioterapia com radiacdo UVA e psoraleno (PUVA) consiste na exposicdo
do doente a irradiacdo UVA (320-400 nm) apos a administracdo de um fotossensibilizador
oral, o psoraleno, que absorve a luz entre 315 nm e 350 nm e é fotoativado pela irradiacao
UVA. Atualmente, existem varios psoralenos utilizados na PUVA, sendo o
8-metoxipsoraleno o mais comum (Schneider et al., 2008; Rajpara et al., 2010). A dose de
UVA a aplicar é determinada pela dose eritemogénica minima de cada doente, sendo as
sessOes de fotoquimioterapia de duas a quatro vezes por semana (Schneider et al., 2008;
Rajpara et al., 2010).

A fotoquimioterapia PUVA tem uma acdo anti-inflamatoria, antiproliferativa e
imunossupressora. O comprimento de onda da radiacdo UV A permite a sua penetracdo até
a derme, afetando, portanto, as células dendriticas dérmicas, fibroblastos dérmicos, células
endoteliais, mastécitos e granulécitos (Rajpara et al., 2010); provoca danos no DNA,
indiretamente, através da formagdo de ROS, os quais desencadeiam danos oxidativos no
DNA e a formacgéo de fotoprodutos (Narayanan et al., 2010; von Thaler et al., 2010). O

psoraleno, apos a exposicdo de UVA, intercala-se entre pares de bases de DNA e forma
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ligagBes cruzadas de DNA, inibindo a sintese de DNA e, portanto, a proliferagdo celular
(Rajpara et al., 2010).

Esta terapéutica € geralmente bem tolerada, no entanto existem alguns efeitos
secundarios potencialmente graves, como as reacfes fototdxicas. Ap6s 24 horas, é
frequente o aparecimento de um eritema disperso. Estdo também descritos alguns sintomas
gastrointestinais, tais como nauseas e vomitos. Por outro lado, como o0s psoralenos orais
sdo metabolizados no figado, podem induzir aumento dos niveis das transaminases. O
psoraleno pode também ligar-se as proteinas do cristalino, com consequente
desenvolvimento de cataratas, pelo que é sempre aconselhdvel o uso de dculos de sol
durante pelo menos 12 horas ap6s a fotoquimioterapia com PUVA. A longo prazo, a
terapéutica com PUVA provoca fotoenvelhecimento e eventualmente fotocarcinogénese.
Esta terapéutica induz cancro de pele ndo melanoma em mais de 25 % dos doentes
tratados. Contudo, o risco de desenvolvimento de melanoma associado a este tratamento
permanece ainda por esclarecer (Schneider et al., 2008; Rajpara et al., 2010).

A eficacia do tratamento da psoriase com fototerapia e fotoquimioterapia, a duragao
da remissdo e a tolerancia a estas terapéuticas tém sido comparadas em varios estudos.
Relativamente a eficacia terapéutica, tem-se verificado que o tratamento com PUVA é
mais eficaz, principalmente em doentes com valores de PASI mais elevados (Coimbra et
al., 2010b). A duracdo da remissdo parece ser mais longa na terapéutica com NBUVB
(Dogra e De, 2010; Nolan et al., 2010). Os efeitos secundarios a curto e a longo prazo
associados com PUVA ocorrem em maior numero. A NBUVB, pela sua maior seguranga,
¢ a terapéutica de primeira escolha. No entanto, em casos de psoriase resistente a NBUVB,
a PUVA ¢ considerada como a opcao de tratamento (Schneider et al., 2008; Rajpara et al.,
2010).

6.4.3 AssociacgOes terapéuticas

As associacdes terapéuticas desempenham um papel importante na pratica diaria do
tratamento da psoriase, ja que permitem a utilizacdo de menores doses de cada um dos
agentes terapéuticos, com maior eficacia e menores efeitos adversos, que a monoterapia
(Domm e Mrowietz, 2011).

Existem varias associacOes terapéuticas que sdo utilizadas no tratamento da psoriase,

desde associacBes toOpicas, topicas e sistémicas, associacdo da fototerapia ou da
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fotoquimioterapia com terapéuticas topicas ou sistémicas (Lebwohl et al., 2004). Contudo,
nem todas as associagdes tém um aumento da eficacia terapéutica. Algumas associacdes
podem mesmo ser contraindicadas por potenciarem os efeitos adversos de cada uma
(Domm e Mrowietz, 2011).

A associacdo terapéutica de agentes sistémicos com fototerapia ou fotoquimioterapia
é utilizada no tratamento da psoriase moderada a grave. A acitretina tem sido bastante
utilizada em associacdo com outras terapéuticas, incluindo a fototerapia e a
fotoquimioterapia, principalmente em formas resistentes de psoriase (Lebwohl et al.,
2004). A isotretinoina também tem sido utilizada em associacdo com a fototerapia e a
fotoquimioterapia no tratamento desta doenca (Anstey e Hawk, 1997; Mortazavi et al.,
2011).

A associacdo terapéutica da acitretina (Ozdemir et al., 2008; Monfrecola e Baldo,
2009) ou da isotretinoina (Anstey e Hawk, 1997; Mortazavi et al., 2011) com a fototerapia
ou a fotoquimioterapia, permite reduzir a dose dos retinoides e a dose cumulativa da
radiacdo UV, conseguindo-se assim reduzir os efeitos adversos de cada um dos agentes

terapéuticos, obtendo, no entanto, uma boa eficacia no tratamento.

6.5 Etiologia e fisiopatologia da acne

A acne é uma doenca inflamatdria cronica da pele, que afeta entre 85 a 100 % da
populacdo em qualquer momento da sua vida. Contudo, a maior incidéncia é na
adolescéncia, devido as alteracbes hormonais que ocorrem na puberdade (Figueiredo et
al., 2011a).

A acne esta associada a uma elevada morbilidade psicoldgica, devido a localizacéo
das lesdes, sobretudo a nivel facial, dor, perda do bem-estar emocional, diminuicao de
autoestima e rejeicdo social (Purdy e de Berker, 2006; Rigopoulos et al., 2010).

Na maioria dos casos a acne é uma patologia de facil diagnostico, que se caracteriza
pelo aparecimento de lesdes ndo inflamatorias, constituidas por comeddes e por papulas
foliculares ndo inflamatorias; observam-se também lesdes inflamatdrias constituidas por
papulas inflamatorias, pustulas e nédulos. Estas lesdes tendem a aparecer nas areas da pele
que tém uma maior densidade de foliculos sebaceos, tais como a face, a parte superior do

torax e o dorso (Figueiredo et al., 2011a; Williams et al., 2012).
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A acne é uma doenca inflamatoria de unidades pilossebaceas, que tem origem em
alteraces hormonais androgenicas que ocorrem na puberdade. Existem outros fatores, que
podem contribuir para o aparecimento e/ou agravamento da acne, tais como a dieta, stresse,
falta de hébitos de higiene e a exposicdo solar (Figueiredo et al., 2011a; Williams et
al., 2012).

Foram identificados 4 fatores fisiopatologicos que estdo envolvidos no
desenvolvimento da acne: 1) hiperplasia das glandulas sebaceas, 2) anomalias na
diferenciacdo e adesdo dos queratindcitos, com consequente queratinizacdo folicular
anormal, 3) proliferacdo de Propionibacterium acnes (P. acnes) e 4) reacdes inflamatorias
e imunoldgicas (Figueiredo et al., 2011a; Decker e Graber, 2012).

A hiperqueratinizacdo e o aumento da producdo sebacea cria um ambiente ideal para
a proliferagdo de P. acnes, uma bactéria anaerdbia, que é um agente normal da flora
microbiana da pele e tem propriedades inflamatdrias e imunomoduladoras (Rigopoulos et
al., 2010; Decker e Graber, 2012).

A hiperplasia das glandulas sebaceas, os disturbios do crescimento e a diferenciagéo
da unidade folicular sdo os principais responsaveis pela formagdo dos comeddes. Os
comeddes inicialmente fechados (cabecas brancas) podem abrir e ficar com um aspeto de
“pontos negros” ¢ evoluir para lesdes inflamatorias visiveis, com subsequente formacéo de
papulas eritematosas, pustulas, nédulos e quistos (Rigopoulos et al., 2010; Figueiredo et
al., 2011a).

As papulas tém geralmente pequenas dimensdes (até 3 mm) e surgem como uma area
de eritema e edema em redor do comeddo. As pustulas, ocorrem geralmente, por
inflamacdo da papula, e sobrepdem-se a esta possuindo um conteudo purulento. Os
nodulos, por sua vez, tém estruturas semelhantes as papulas, embora sejam de maiores
dimensdes (podendo atingir 2 cm). Os quistos sdo comeddes de grandes dimensBes que
sofreram varias ruturas e recapsulacdes e apresentam geralmente um contetdo pastoso e
caseoso (Figueiredo et al., 2011a).

O predominio dos diferentes tipos de leGes permite definir a acne em trés tipos: acne
comeddnica, acne papulo-pustulosa e acne nddulo-quistica. O nimero de lesdes e o tipo de
manifestacdes clinicas, define a severidade da acne, classificando-a como ligeira,

moderada ou grave (Figueiredo et al., 2011a; Figueiredo et al., 2011b).
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6.6 Terapéutica da acne

As diferentes terapéuticas tdpicas e sistémicas disponiveis para o tratamento da acne
tém como objetivo controlar os diferentes fatores envolvidos na patogénese da doenca,
nomeadamente, controlar a hiperqueratose, reduzir a producdo de sebo, a populagédo
bacteriana e eliminar a inflamacéo (Figueiredo et al., 2011b; Kraft e Freiman, 2011).

Os tratamentos tépicos sdo Uteis no tratamento da acne ligeira e moderada ou como
adjuvantes de terapéuticas sistémicas nas formas mais graves. Das terapéuticas tdpicas
mais comuns destacam-se 0s antibiéticos, outros agentes antimicrobianos e os retinoides
topicos (Figueiredo et al., 2011b; Williams et al., 2012).

Os retinoides mais utilizados na terapéutica topica sdo a tretinoina, a isotretinoina e o
adapaleno. Esta terapéutica é Util no tratamento de les6es inflamatdrias e ndo inflamatérias
da acne ligeira e moderada. Os retinoides topicos reduzem a formagéo de novos comeddes,
e tém uma acdo anti-inflamatoria (Figueiredo et al., 2011b; Kraft e Freiman, 2011).

A isotretinoina € também usada na terapéutica sistémica da acne, sendo indicada no
tratamento da acne nodulo-quistica e em casos de acne moderada ou grave que nao
respondem a outros tipos de tratamento, ou em casos de recidivas (Figueiredo et al.,
2011b). Nos altimos anos, no entanto, alguns dermatologistas tém usado a isotretinoina
sistémica no tratamento de doentes com formas menos graves de acne que produzem
cicatrizes ou sofrimento psicologico excessivo (Rigopoulos et al., 2010).

A isotretinoina é administrada em doses de 30-80 mg/dia, ndo devendo exceder-se a
dose cumulativa total de 120 -150 mg/kg. A duracdo do tratamento varia de acordo com a
dose administrada tendo, geralmente, uma duracdo de 16-30 semanas (Layton, 2009;
Rademaker, 2012). A isotretinoina tem também sido utilizada em doses mais baixas
(10-20 mg/dia) em tratamentos longos, tendo mostrado uma eficacia semelhante ao
observado no tratamento da acne ligeira e moderada, e apresentando um melhor perfil de
tolerabilidade (Amichai et al., 2006; Sardana e Garg, 2011).

A isotretinoina diminui a proliferacdo, a diferenciacdo e atividade de sebocitos
basais, diminuindo o tamanho das glandulas sebaceas e a sua capacidade de produzir sebo.
A isotretinoina induz a apoptose dos sebdcitos através de mecanismos independentes dos
RARs; modula também a maturacdo dos queratindcitos, normaliza a queratinizacédo
folicular e inibe a comedogénese. Embora a isotretinoina ndo seja um agente
antimicrobiano, reduz eficazmente o numero total de P. acnes, por modificacdo do

microambiente folicular, tornando-o muito menos favoravel a colonizagdo com P. acnes. A
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isotretinoina tem também propriedades anti-inflamatorias, por inibir a motilidade e a
migracdo de neutrdfilos para a pele e induzir outros mecanismos, incluindo a redugdo de
metaloproteinases da matriz e a diminuicdo da populagdo de P. acnes (Layton, 2009;
Rigopoulos et al., 2010).

A isotretinoina, como todos os outros retinoides, é teratogénica, podendo ocasionar
abortos espontaneos ou ma formacéo do feto. Além da teratogenicidade, o tratamento com
isotretinoina estd associado a outros efeitos adversos, dependentes da dose terapéutica
administrada, que incluem efeitos mucocutaneos, nomeadamente da pele e mucosas,
podendo desencadear queilite. Pode ocorrer ocasionalmente descamacédo das palmas das
maos e plantas dos pés, no entanto, este efeito € mais comum na terapéutica com acitretina.
Tém sido também descritas alteracdes da funcdo hepatica, em cerca de 15% dos doentes,
aumento dos TG e dos niveis de colesterol (Goodfield et al., 2010).

Outros efeitos adversos descritos em doentes tratados com isotretinoina sdo eritema
facial, eczema, alopécia, fotossensibilidade, mialgias e artrites. Alteracdes no sistema
nervoso central, como hipertensdo craniana e pseudotumor cerebral tém também sido
descritos nalguns doentes (Goodfield et al., 2010; Sardana e Garg, 2011). Ha também
referéncia a alguns casos de perturbacdo de humor, que raramente podem levar a
comportamentos suicidas. No entanto, permanece ainda por esclarecer se estes
comportamentos se devem a terapéutica ou a prépria patologia (Purdy e de Berker, 2006;
Goodfield et al., 2010).
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7. Objetivos e plano de trabalho

Vérios estudos tém referido a importancia terapéutica da acitretina e da isotretinoina
no tratamento de algumas doencas inflamatorias da pele, e na quimioprevengdo do cancro.
No entanto a sua utilizacéo clinica é limitada pelos inimeros efeitos adversos, que ocorrem
geralmente a longo prazo. Assim, o estudo de novas associagcbes de moléculas que
permitam uma maior eficacia terapéutica com menos efeitos secundarios € fundamental
para o tratamento das doencas inflamatérias da pele e na quimioprevencgdo do cancro.

De uma forma geral, as associacdes terapéuticas permitem aumentar a eficacia
terapéutica, por utilizarem agentes farmacoldégicos com mecanismos de acdo
complementares, e a0 mesmo tempo por minimizarem os efeitos adversos de cada
composto individualmente. A associacdo terapéutica dos retinoides com os antiestrogenios
parece ser uma estratégia promissora a nivel da quimioprevencdo (Searovic et al., 2009;
Koay et al., 2010), embora pouco se conhega acerca dos seus mecanismos de a¢cdo quando
administrados em conjunto.

De facto, os mecanismos de acdo farmacoldgica e toxicoldgica da acitretina e da
isotretinoina individualmente ou em associacdo com 0s antiestrogenios; bem como o efeito
destes dois retinoides em associacdo com a NBUVB ou com a PUVA no tratamento das
doencas inflamatorias da pele estdo por esclarecer. Assim, neste trabalho estudamos os
efeitos da acitretina e da isotretinoina individualmente ou com os antiestrogénios TAM e
OHTAM em mitocondrias e linhas celulares de melanoma e de cancro da mama.
Adicionalmente, estudamos os efeitos genotdxicos da acitretina e da isotretinoina em
associacdo com o0 TAM ou com 0 OHTAM, bem como em monoterapia ou em associa¢do
com a NBUVB ou com a PUVA no tratamento de doentes com psoriase vulgaris e com
acne vulgaris. Por outro lado, procedeu-se a avaliacdo clinica de doentes com psoriase
vulgaris e acne vulgaris sob terapéutica com a acitretina e a isotretinoina em monoterapia
ou em associacdo com a NBUVB ou a PUVA, tendo sido determinados alguns parametros
hematoldgicos e bioquimicos ao longo do tratamento, para avaliar possiveis efeitos
toxicos.

Vaérios trabalhos tém referido o aparecimento de lesbes hepéticas associadas ao
tratamento com acitretina (Ormerod et al., 2010; Dunn et al., 2011) e com isotretinoina
(Goodfield et al., 2010; Sardana e Garg, 2011). Contudo, 0s mecanismos de

hepatotoxicidade e de apoptose, ndo estdo esclarecidos. Considerando que as mitocéndrias
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sdo reconhecidas como importantes alvos nos mecanismos de hepatotoxicidade e de
apoptose induzidas por diferentes farmacos (Russmann et al., 2009; Pessayre et al., 2012),
é possivel que os mecanismos associados & acitretina e a isotretinoina possam ocorrer
através de processos mitocondriais. Por outro lado, considerando que o TAM (Custodio et
al., 1998; Moreira et al., 2005), e 0 seu metabolito ativo 0o OHTAM (Cardoso et al., 2002a;
Moreira et al., 2004) inibem a MPT e tém a capacidade de se ligarem ao ANT (Cardoso et
al., 2003), também ¢é possivel que 0 TAM e 0 OHTAM possam impedir a hepatotoxicidade
induzida por estes dois retinoides. No sentido de esclarecer estes mecanismos,
avaliaram-se os efeitos da acitretina e da isotretinoina individualmente ou em associacao
como TAM ou com o OHTAM nas funcdes bioenergéticas e no contetdo do transportador
de nucleétidos de adenina. Os resultados deste trabalho estdo apresentados no Capitulo Il e
constituem a base de dois artigos cientificos:

“Acitretin affects bioenergetics of liver mitochondria and promotes mitochondrial
permeability transition: Potential mechanisms of hepatotoxicity.” publicado na revista
Toxicology.

“The antiestrogen 4-hydroxytamoxifen protects against isotretinoin-induced
permeability transition and bioenergetic dysfunction of liver mitochondria: comparison
with tamoxifen.” publicado na revista Journal of Bioenergetics and Biomembranes.

Além do efeito sinérgico dos retinoides em associacdo com 0s antiestrogénios, 0s
RARs e os ERs parecem ter também um mecanismo de acdo complementar, por
cooperarem numa atividade de transcricdo eficaz nas células do cancro da mama (Hua et
al., 2009; Ross-Innes et al., 2010); sendo também possivel que a acitretina ou a
isotretinoina em associacdo com o0 TAM ou com o OHTAM possam ter um efeito
antiproliferativo aditivo/sinergistico em linhas celulares de cancro da mama ER(+) e de
melanoma. Assim, foram determinados os efeitos antiproliferativos da acitretina e da
isotretinoina individualmente ou em associagdo com o0s antiestrogénios, numa linha celular
de melanoma K1735-M2, e numa linha celular de cancro da mama MCF-7 ER(+). Além
disso, estudaram-se também os efeitos da acitretina e da isotretinoina individualmente ou
em associacdo com o TAM ou 0 OHTAM na progressdo do ciclo celular e na morte celular
das células de melanoma K1735-M2.

Os resultados deste trabalho estdo apresentados no Capitulo I11.

Atualmente, a acitretina € utilizada a nivel clinico em monoterapia ou em associagdo
com a NBUVB ou com a PUVA no tratamento da psoriase vulgaris moderada e grave;

enquanto a isotretinoina é frequentemente utilizada em monoterapia ou em associagdo com
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a NBUVB, no tratamento de doentes com psoriase vulgaris e com acne vulgaris. Contudo,
como ambas as doengas necessitam de intervencOes terapéuticas frequentes e/ou
prolongadas, o estudo da genotoxicidade da acitretina e da isotretinoina torna-se uma
questdo de extrema importancia para estes doentes. Os estudos que existem na literatura
sobre a genotoxicidade dos retinoides sdo controversos. Para esclarecer estes efeitos, foi
estudada a atividade citotoxica e genotdxica da acitretina e da isotretinoina em doentes
com psoriase vulgaris e acne vulgaris, tratados com acitretina ou isotretinoina em
monoterapia ou em associacOes terapéuticas com NBUVB ou com PUVA. Foram
realizados também estudos in vitro em culturas celulares sanguineas, para avaliar a
actividade citogenotdxica da acitretina ou da isotretinoina individualmente ou da acitretina
em associagdo com 0 TAM ou com o0 OHTAM.

Os resultados deste estudo estdo apresentados no Capitulo 1V, e constituem a base de
dois artigos ja publicados:

“Cytotoxic and genotoxic effects of acitretin, alone or in combination with
psoralen-ultraviolet A or narrow-band ultraviolet B-therapy in psoriatic patients.”
publicado na revista Mutation Research - Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis.

“The in vitro and in vivo genotoxicity of isotretinoin assessed by cytokinesis blocked
micronucleus assay and comet assay.” publicado na revista Toxicology in Vitro.

A maioria dos trabalhos que estudam as varias abordagens terapéuticas no tratamento
da psoriase e da acne abordam principalmente o sucesso terapéutico, e ndo os seus efeitos
secundarios. Assim, neste estudo propusemo-nos avaliar os efeitos adversos das diferentes
terapéuticas aplicadas no tratamento da psoriase vulgaris e da acne vulgaris que usam
retinoides, fazendo a determinacdo de varios parametros bioquimicos e hematolégicos em
doentes com psoriase vulgaris, antes e ap6s o tratamento com a acitretina em monoterapia
ou associada com a NBUVB ou com a PUVA, e em doentes com psoriase ou com acne sob
terapéutica com isotretinoina em monoterapia ou em associacdo com a NBUVB. Foram
estudados parametros para avaliacdo da funcdo hepaética, renal e da fungdo muscular, assim
como do metabolismo da glucose e do perfil lipidico. Foi também feito o estudo
hematoldgico que incluiu o hemograma e a avaliacdo da HbLM e do perfil da proteina
banda 3. Finalmente, foram também analisadas algumas reac6es adversas descritas pelos
doentes, que poderdo estar relacionadas com a terapéutica administrada.

Os resultados deste trabalho estdo apresentados no Capitulo V.
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Em suma, pretendemos com este trabalho avaliar se as associa¢Oes terapéuticas da
acitretina e da isotretinoina com o0 TAM ou com o OHTAM, bem como a utilizacdo clinica
da acitretina e da isotretinoina em monoterapia ou em associa¢cdo com a NBUVB ou com a
PUVA poderdo no futuro apresentar uma maior eficicia e menor toxicidade relativamente
aos regimes terapéuticos utilizados atualmente nas doencas neoplasicas e nas doencas
inflamatorias da pele, respetivamente.
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Efeitos da acitretina e da isotretinoina individualmente
Ou em associacao com os antiestrogénios TAM e OHTAM
em mitocondrias de figado






Capitulo IT Efeitos da acitretina e da isotretinoina em mitocéndrias de figado

1. Introducao

A acitretina e a isotretinoina sdo retinoides sintéticos, frequentemente utilizados no
tratamento de varias doencas inflamatdrias da pele, estando atualmente a ser estudada a sua
utilizagdo no tratamento de alguns tipos de cancro.

Alguns estudos tém sugerido que os retinoides inibem o crescimento das células
tumorais através dos recetores nucleares dos retinoides, isto €, através dos recetores RARS
e RXRs (Chambon, 1996). Também tem sido descrito que os retinoides podem atuar de
forma independente dos RARs (Sabichi et al., 2003), como sugerem os efeitos secundarios
da terapéutica com acitretina (Ormerod et al., 2010; Dunn et al., 2011), ou com
isotretinoina (Goodfield et al., 2010; Sardana e Garg, 2011), nomeadamente a
hepatotoxicidade observada em alguns doentes tratados com estes farmacos. Foi também
descrito um caso de insuficiéncia hepatica fulminante apds sobredosagem de acitretina
(Leithead et al., 2009). Contudo, os mecanismos de hepatotoxicidade e apoptose
associados a terapéutica com acitretina e com isotretinoina permanecem por esclarecer e é
possivel que alguns destes mecanismos possam ocorrer através de processos mitocondriais.
De facto, alguns estudos em culturas celulares tém mostrado que a isotretinoina induz
diversas alteragdes mitocondriais, tais como a diminuicdo da expressdao da proteina
antiapoptotica Bcl-2 (Guruvayoorappan et al., 2008; Vuletic et al., 2010) e a ativacao da
caspase-3 (Arce et al., 2005; Guruvayoorappan et al., 2008), desencadeando mecanismos
de morte celular por apoptose. Além disso, a isotretinoina (em concentracdes de
16-132 nmoles/mg proteina ou 4-33 uM) induz a MPT e a libertacdo de citocromo ¢
(Rigobello et al., 1999), também sugerindo que as mitocdndrias podem estar envolvidas
nos mecanismos de acdo e/ou nos efeitos toxicoldgicos induzidos por este retinoide.
Relativamente a acitretina, embora ndo existam estudos em mitocdndrias isoladas, tem-se
verificado que esta diminui a razdo da expressdo das proteinas Bcl-2/BAX em linhas
celulares de melanoma (Ren et al., 2008) e de carcinoma de células escamosas da lingua
(Ran et al., 2005), o que sugere que a acitretina também induz mecanismos de morte
celular programada dependentes das mitocéndrias.

Diferentes estudos, que tém avaliado os mecanismos de lesbes hepéticas e apoptose
induzidas por farmacos, sugerem que as mitocondrias sdo alvos criticos, que direta ou
indiretamente podem estar envolvidas em diferentes mecanismos de hepatotoxicidade

(Russmann et al., 2009; Pessayre et al., 2012). Assim, as mitocondrias tém sido
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reconhecidas como importantes alvos nos mecanismos de hepatotoxicidade devido as suas
funcdes essenciais na célula, fornecendo energia, produzindo ROS, regulando os
mecanismos intracelulares de célcio e de morte celular através da MPT (Lemasters et al.,
2009; Starkov, 2010).

O ANT esta envolvido na producdo de ATP e na regulacdo de mecanismos de morte
celular, sendo considerado um alvo importante nos mecanismos de lesGes hepaticas
induzidas por diferentes compostos. Assim, 0 ANT catalisa a exportacdo do ATP para o
citosol com a importacdo concomitante de ADP para a matriz; no entanto, pode também
funcionar como um elemento importante na regulagdo da MPT (Lemasters et al., 2009;
Zorov et al., 2009).

A abertura do poro da MPT é caracterizada por despolarizacdo do Ay, libertacdo do
Ca®*, intumescimento mitocondrial e rutura da membrana mitocondrial. Estes processos
levam a libertacédo de citocromo c e de outras proteinas pro-apoptdticas, que podem ativar
a cascata de caspases, amplamente envolvidas em mecanismos de morte celular por
apoptose (Jeong e Seol, 2008; Smith et al., 2008). Portanto, 0os compostos que interferem
com os processos metabdlicos do figado, diminuindo a producgédo de ATP, ou induzindo
mecanismos de morte celular, podem ser considerados hepatotoxicos. Além disso, a
inducdo da MPT, a diminuicdo da capacidade oxidativa mitocondrial ou as alteracdes no
sistema de transporte de eletrdes, desregulam a oxidacdo dos acidos gordos, que tem sido
implicada numa variedade de patologias relacionadas com alteracbes no metabolismo
lipidico e hepatotoxicidade (Grattagliano et al., 2012; Pessayre et al., 2012).

Considerando que 0os RARs e os ERs, dois recetores nucleares com uma estrutura
basica comum (Chambon, 1996), tém um mecanismo de interacdo na inibicdo da
proliferacdo de células de cancro da mama (Hua et al., 2009; Ross-Innes et al., 2010), ¢é
possivel que a associacdo da acitretina ou da isotretinoina com antiestrogénios possa ser
uma terapéutica promissora no tratamento deste tipo de cancro. Como o0 TAM (Custodio et
al., 1998; Moreira et al., 2005) e o seu metabolito ativo, 0o OHTAM (Cardoso et al., 2002a;
Moreira et al., 2004) inibem a MPT e tém a capacidade de se ligarem ao ANT (Cardoso et
al., 2003), também ¢ possivel que possam impedir a hepatotoxicidade induzida por estes
dois retinoides. No entanto, os efeitos da acitretina e da isotretinoina nas mitocondrias
estdo pouco esclarecidos e os seus efeitos, em associacdo com o0 TAM e o OHTAM ainda
ndo foram estudados.

Por outro lado, tendo em conta que o TAM desencadeia efeitos adversos graves

(Wong e Ellis, 2004), que apresenta geralmente uma grande variagdo na eficicia
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terapéutica bem, como nos efeitos secundarios, devido aos diferentes polimorfismos que
existem nos genes CYP3A4 e CYP2D6 (Damodaran et al., 2012; Kiyotani et al., 2012), é
possivel que o OHTAM possa constituir uma alternativa de substituicdo ao TAM. De
facto, 0o OHTAM apresenta uma afinidade de ligacdo com os ERs 30 a 100 vezes superior
ao TAM (Goetz et al., 2008; Kiyotani et al., 2012), uma maior tolerabilidade (Sauvez et
al., 1999) e uma menor toxicidade que o TAM (Cruz Silva et al., 2001; Cardoso et
al., 2002b).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da acitretina e da isotretinoina
individualmente ou em associagdo com 0 TAM ou com o0 OHTAM em mitocondrias de
figado de rato, nomeadamente na MPT, nas fun¢des bioenergéticas e no contelido de ANT.

2. Materiais e métodos

2.1 Reagentes

A acitretina, a isotretinoina, 0 OHTAM, o TAM, a albumina bovina sérica (BSA), o
ADP, o ATP, o0 Asc, o CAT, a CyA, a cisteina (Cys), o ditiotreitol (DTT), a GSH, a
N-acetilcisteina (NAC), a N-etilmaleimida (NEM), o acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), o acido etilenoglicol-bis(B-aminoetileter) N,N,N’ N’-tetracetico (EGTA), a
oligomicina, a rotenona, o acido 3-(N-morfolino) propano-sulfonico (Mops), o é&cido
N-2-hidroxietil-piperazina-N-2-etanossulfénico (HEPES) foram obtidos da Sigma
Chemical Co (St. Louis, MO, USA). O tetrafenilfosfonio (TPP"), o
carbonildiciano-p-trifluoro-metoxifenilhidrazona (FCCP), o dodecilsulfato de sodio (SDS),
a sacarose e 0 tris-hidroximetil-aminometano (Tris) foram obtidos da Merck (Dramstadt,

Germany).

2.2 Isolamento de mitocondrias

As mitocondrias foram isoladas de figado de ratos da espécie Wistar (fémeas ou
machos), com 200 a 300 g de peso. Antes de serem sacrificados, os ratos foram mantidos
cerca de 12 horas em jejum com agua ad libitum, de forma a permitir que esgotassem as

reservas de glicogénio e reduzissem as reservas de gordura acumuladas no figado. Este
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procedimento tem como intuito preservar a integridade das mitocondrias durante o seu
isolamento. As mitocondrias foram isoladas por centrifugacao diferencial de acordo com o
método descrito por Gazzoti et al. (1979), com pequenas modificacbes (Moreira et
al., 2006).

O animal foi sacrificado por deslocamento cervical e o figado foi imediatamente
removido e colocado no meio de homogeneizagdo, constituido por sacarose 250 mM,
Hepes 10 mM, EGTA 1 mM, pH 7,4 e BSA deslipidificada a 0,1 % (w/v), a 4 °C. Todo este
procedimento foi realizado colocando o material de laboratério em gelo, de modo a
permitir manter a temperatura entre 0 e 4 °C. O figado foi triturado com uma tesoura e
lavado varias vezes com meio de homogeneizacdo, para eliminar o excesso de sangue.
Posteriormente, o figado triturado foi homogeneizado em 60 mL de meio de
homogeneizagéo, utilizando um homogeneizador tipo Potter-Elvejhem com um pistdo de
teflon. Esta etapa de homogeneizacdo teve como objetivo a desintegracdo tecidular e a lise
celular, obtendo-se uma suspensdo constituida por células fragmentadas, celulas intactas,
organelos intracelulares (nucleos, mitocondrias, lisossomas, peroxissomas, fragmentos de
endoplasma) e eritrocitos. O homogeneizado foi centrifugado a 800 g, durante 10 minutos
a 4 °C, numa centrifuga refrigerada, com o objetivo de remover 0s componentes mais
densos da suspensdo, tais como celulas fragmentadas e intactas, incluindo eritrocitos,
nucleos e outros componentes celulares. O sobrenadante foi cuidadosamente decantado
para novos tubos e o volume foi ajustado para 40 mL com meio de homogeneizacao.
Procedeu-se a uma centrifugacdo a 10 000 g durante 10 minutos e o sedimento resultante
contendo as mitocondrias, foi ressuspenso em cerca de 2 mL de meio de lavagem,
constituido por sacarose 250 mM, Hepes 10 mM, pH 7,2, a 4 °C. A suspensdo mitocondrial
foi diluida em 40 mL de meio de lavagem e centrifugada novamente a 10 000 g durante
10 minutos, tendo-se repetido este procedimento mais uma vez. No final, a fracdo
mitocondrial purificada foi ressuspensa em 2 - 3 mL de meio de lavagem, de modo a obter
uma concentracdo proteica de cerca de 25 a 30 mg/mL em meio de lavagem. Por ultimo,
foi avaliada a concentracdo proteica da suspensdo mitocondrial, utilizando o método

colorimétrico do biureto (Gornall et al., 1949).
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2.3 Avaliacéo da permeabilidade transitoria mitocondrial
2.3.1 Determinacéao do potencial de membrana

A avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (Ay) foi efetuada para estudar
os efeitos da acitretina e da isotretinoina individualmente ou em associacdo com o TAM ou
0 OHTAM na MPT.

O Ay foi determinado indiretamente com um elétrodo de TPP” seletivo ao catido
lipofilico TPP*, e como elétrodo de referéncia foi utilizado o elétrodo de calomelanos
(Ag/AgCly) (modelo MI 402; Microeletrodes, Inc., Bedford, NH). Os elétrodos foram
ligados a um aparelho de pH (Crison micro pH 2001) e o sinal correspondente a diferenca
de potencial gerada entre os elétrodos foi debitado num registador Kipp & Zonen, apos ter
passado por um circuito de compensacgéo de voltagem basal (Madeira, 1975).

O Ay foi calculado como descrito por Kamo et al. (1979), assumindo que a
distribuicdo do TPP™ entre a mitocondria e o meio respeita a equagio de Nernst:

Ay (mV) =59 log (v/V) — 59 log (10 “F*° 1),

em que Vv representa 0 volume mitocondrial, VV o volume do meio de incubacdo e AE
a deflexdo do potencial do elétrodo desde a linha basal. Para o volume da matriz
mitocondrial assumiu-se o valor de 1,1 pl/mg proteina (Masini et al., 1984).

A determinacdo do Ay foi realizada numa cadmara de reacdo aberta termostatizada a
30 °C, sob agitacdo magnética continua. A suspensao mitocondrial (1 mg) foi adicionada a
2 mL de meio de reacdo de MPT contendo sacarose 200 mM, Tris-Mops 10 mM,
KH,PO4 1mM, EGTA 10 uM (pH 7,4), suplementado com rotenona 2 UM, e TPP* 4 puM.
As mitocdndrias foram energizadas pela adicdo de succinato 5 mM. Apds 0 Ay ter atingido
o estado de equilibrio, foram adicionadas 120 nmoles de Ca*/mg proteina. A entrada de
Ca’* na matriz mitocondrial através do uniporta de calcio induz uma despolarizacéo
transitoria do Ay, a qual se segue uma fase de recuperagdo do potencial mitocondrial, para
valores semelhantes ao inicial (Custodio et al., 2002).

Posteriormente, a suspensdo mitocondrial foi pré-incubada com acitretina
(5 nmoles/mg proteina ou 2,5 uM) ou com isotretinoina (5 nmoles/mg proteina ou 2,5 M)
durante 4 e 2 minutos, respetivamente, antes da adi¢cdo do succinato. Os antiestrogénios,
TAM e OHTAM (10 nmoles/mg proteina ou 5 uM), e a CyA (1 uM) foram adicionados a

suspensdo mitocondrial 3 minutos antes da incubacdo com a acitretina ou com a
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isotretinoina, ou adicionados apés a energizacdo das mitocondrias e do Ca®*

(120 nmoles/mg proteina), isto é, durante a despolarizacdo do Ay devido a indugdo da
MPT.

No sentido de esclarecer os mecanismos subjacentes aos efeitos inibidores do TAM e
do OHTAM na inducdo da MPT pela acitretina e pela isotretinoina foram estudados os
efeitos de agentes protetores dos grupos SH e de antioxidantes (DTT 1 mM, NEM 50 mM,
Cys 200 uM, NAC 200 uM, Asc 1mM, GSH 1mM), e de ligandos do ANT (ADP 75 uM e
ATP 150 pM), tendo sido incubados com a suspensdo mitocondrial durante 3 minutos,
antes da adicdo da acitretina ou da isotretinoina.

2.3.2 Determinacéo dos fluxos de Ca**

Os fluxos de Ca*" mitocondrial associados com a inducio da MPT foram avaliados
em funcdo das alteracdes da concentracdo de Ca®* no meio de reacéo, utilizando um
elétrodo seletivo de Ca®* (Madeira, 1975; Cardoso et al., 2004). Os ensaios foram
realizados a 30 °C e a suspensdo mitocondrial (1 mg) foi incubada em 2 mL de meio de
reacdo de MPT, descrito anteriormente, e suplementado com rotenona 2 uM. As
experiéncias foram iniciadas pela adicdo de Ca®* (120 nmoles/mg proteina) e de succinato
5 mM. Em seguida, a suspensdo mitocondrial foi incubada com acitretina (5 nmoles/mg
proteina ou 2,5 puM) ou isotretinoina (5 nmoles/mg proteina ou 2,5 uM) durante 4 e
2 minutos, respetivamente, antes da adicdo de Ca** e de succinato. O TAM, 0 OHTAM
(10 nmoles/mg proteina ou 5 uM) e a CyA (1 uM) foram incubados com as mitocondrias
durante 3 minutos, antes da adi¢do de acitretina ou de isotretinoina ou no decorrer do
processo de libertacdo do Ca** devida & inducéo da MPT.

Paralelamente, foram realizadas experiéncias em que agentes protetores dos grupos
SH e antioxidantes (DTT 1 mM, NEM 50 uM, Cys 200 uM, NAC 200 uM, Asc 1 mM e
GSH 1 mM) e ligandos do ANT (ADP 75 pM) foram adicionados a suspensdo

mitocondrial 3 minutos, antes da incubacdo com a acitretina ou com a isotretinoina.
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2.4 Avaliacéo da bioenergetica mitocondrial

2.4.1 Determinacéo do consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio foi avaliado por determinacdo polarografica utilizando um
elétrodo de O, do tipo Clark (YSI modelo 5331, Yellow Springs Instruments, Co.) ligado a
um registador Kipp & Zonen. A calibracdo do elétrodo de O, foi feita de acordo com
Rickwood et al. (1987).

Os ensaios foram realizados em camara fechada termostatizada a 30 °C, sob agitagéo
magnética continua (Cardoso et al., 2003). A suspensdo mitocondrial (1 mg) foi adicionada
a 1 mL de meio de respiracdo, constituido por sacarose 130 mM, KCI 50 mM,
MgCl; 5 mM, KH,PO, 5 mM, HEPES 5 mM e EGTA 0,1 mM (pH 7,4). As reagdes foram
iniciadas pela adicdo do substrato glutamato/malato 5 mM/2,5 mM ou succinato 5 mM.
Quando foi usado o succinato como substrato o meio de reacdo foi suplementado com
rotenona 2 uM. A adicdo de 200 nmoles de ADP/mg proteina origina um aumento do
consumo de oxigénio, denominado por estado 3 da respiracdo. Apos ter sido consumido
todo o ADP, a velocidade de consumo de O, diminui e atinge-se o estado 4 da respiracéo.
A posterior adicdo de 200 nmoles de ADP/mg proteina seguida de 1 pg/mL de
oligomicina, um inibidor da fracdo Fo do complexo V do sistema fosforilativo, induz uma
reducdo na velocidade de consumo de O, para valores proximos dos observados no estado
4 da respiracdo, sendo designado por estado 4 de oligomicina. O consumo de O, nestas
condicBes permite estudar a inducdo da permeabilidade membranar por fuga de protbes
através da fracdo Fo do complexo V do sistema fosforilativo. A adi¢do de FCCP (1 uM),
permite o transporte de protbes através da membrana mitocondrial interna e induz a
dissipacdo do Ay mitocondrial, o que origina um drastico aumento no consumo de O, pelo
sistema de transporte de eletrGes, designado por estado 4-FCCP. Assim, como ndo ocorre
interferéncia do sistema fosforilativo na resposta do sistema de transporte de protdes, este
ensaio permite estudar possiveis efeitos dos compostos com os componentes do sistema de
transporte de eletrdes.

Para estudar os efeitos da acitretina e da isotretinoina, as mitocondrias foram
incubadas durante 4 e 2 minutos, respetivamente, com diferentes concentracGes destes
compostos (5, 10 e 20 nmoles/mg proteina ou 5, 10 e 20 uM), antes da energiza¢do com
glutamato/malato ou succinato. Foram ainda estudados os efeitos da acitretina e da

isotretinoina em associa¢do com os antiestrogenios, tendo as mitocondrias sido incubadas
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com 0 OHTAM e 0 TAM (10 nmoles/mg proteina ou 10 uM) durante 3 minutos, antes da
adicdo da acitretina ou da isotretinoina.

As velocidades de consumo de O, foram calculadas a partir da calibracdo do
elétrodo, fazendo corresponder a concentracdo de oxigénio de 240 nmoles O,/ml de meio
de respiracéo, a 30 °C, a 300 mm de papel do registador. As velocidades de consumo de O,
e os indices respiratérios, descritos em baixo, foram determinados de acordo com Chance e
Williams (1956). O indice de controlo respiratério (ICR) foi calculado pelo quociente entre
a velocidade de consumo de O, (expressa em nmoles/min/mg proteina) na presenca de
ADP (estado 3 da respiracao) e a velocidade apés a fosforilacdo de todo o ADP adicionado
(estado 4 da respiracédo). A eficiéncia fosforilativa (ADP/O) foi determinada pelo quociente
entre a quantidade de ADP fosforilada (expresso em nmoles) e a quantidade de oxigénio
consumida (expresso em nAtg) durante o estado 3 da respiracdo, isto €, necessario para
fosforilar todo o ADP.

2.4.2 Determinacéo do potencial de membrana

O Ay foi determinado indiretamente, utilizando um elétrodo de TPP*, como descrito
anteriormente.

As reacOes foram realizadas numa camara aberta termostatizada a 30 °C, sob
agitacdo magnética continua. A suspensdo mitocondrial (1 mg) foi adicionada a 2 mL de
meio de respiragdo como descrito anteriormente e suplementado com TPP* 4 uM. As
reacOes foram iniciadas pela adicdo de glutamato/malato 5 mM/2,5 mM ou succinato
5 mM, sendo no segundo caso 0 meio de reacdo suplementado com rotenona 2 uM. Apos a
adicdo dos substratos, as mitocdndrias desenvolvem um potencial maximo de polarizacao.
Posteriormente, a despolarizacdo foi induzida pela adicdo de 150 nmoles de ADP/mg
proteina, correspondente ao gasto de Ay necessario para transportar e fosforilar todo o
ADP adicionado. Apbs ocorrer a fosforilacdo de todo o ADP adicionado segue-se a
repolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial.

Para avaliar os efeitos da acitretina e da isotretinoina nas variacbes do Ay, as
mitocbndrias foram incubadas durante 4 e 2 minutos, respetivamente, com diferentes
concentragdes dos retinoides (5, 10 e 20 nmol/mg proteina ou 2,5; 5 e 10 uM) antes da

adicdo de glutamato/malato ou de succinato.
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2.4.3 Determinacdo da concentracao dos nucleotidos de adenina por HPLC

As alteracbes na eficiéncia fosforilativa mitocondrial foram também avaliadas pela
determinacdo das concentracdes dos nucleétidos de adenina (ATP e ADP), recorrendo a
um processo de extracdo &cida, seguido de separacdo por cromatografia liquida de alta
resolucdo (HPLC), de fase reversa (Stocchi et al., 1985). Os ensaios foram realizados em
camara fechada, termostatizada a 30 °C, sob agitacdo magnética continua e o consumo de
O, foi determinado com um elétrodo de O, do tipo Clark, como descrito anteriormente. A
suspensdo mitocondrial (1 mg) foi adicionada a 1 mL de meio de respiracdo e as reacoes
foram iniciadas pela adicdo de glutamato/malato 5 mM/2,5 mM, de modo a induzir o
estado 4 da respiracdo e, decorridos 2 minutos, foram adicionadas 150 nmoles de ADP/mg
proteina para induzir o estado 3 da respiragdo. Para avaliar os efeitos da acitretina e da
isotretinoina nas alteracdes da eficiéncia fosforilativa mitocondrial, as mitocondrias foram
incubadas durante 4 e 2 minutos, respetivamente, com diferentes concentraces dos
retinoides (5, 10 e 20 nmoles/mg proteina ou 5, 10 e 20 uM) antes da adicdo de
glutamato/malato. As mitocéndrias foram também incubadas com TAM ou com OHTAM
(20 nmoles/mg proteina ou 10 uM) durante 3 minutos, antes da adi¢do da isotretinoina. Foi
determinado o tempo necessario para ocorrer a fosforilacdo do ADP no ensaio controlo, e
posteriormente foi recolhido em cada ensaio um volume de 250 uL, para avaliar o
conteldo em nucledtidos de adenina. Posteriormente, foram adicionados 250 pL de uma
solucdo de HCIO,4 0,6 M (EDTA-Na 25 mM), a 4 °C; e a mistura foi vigorosamente agitada
sob vortice e centrifugada a 10 000 g durante 2 minutos. O sobrenadante foi neutralizado
com KOH 3 M e centrifugado de novo a 10 000 g durante 2 minutos de modo a precipitar
os cristais de KCIO,4 formados. Todo o procedimento foi realizado a uma temperatura entre
0 e 4°C, de modo a minimizar a degradacdo dos nucleétidos. As amostras foram
conservadas a - 80 °C, para posterior analise cromatografica. A separacdo foi feita num
cromatografo Beckman-Gold, composto por uma bomba peristéaltica (modelo 126) e um
detetor de UV variavel (modelo 166) controlados por um computador, tendo sido usada
uma coluna Licrospher 100 RP-18 (5 mm) da Merck (Darmstad, Germany).

A detecdo dos nucleotidos de adenina foi determinada a um comprimento de onda
de 254 nm.

O protocolo utilizado consistiu na injecdo de cerca de 20 pL da amostra e de uma

eluicdo isocratica com KH,PO, a 100 mM (pH 6,5) contendo 1,2 % (v/v) de metanol. A
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velocidade de fluxo foi de 1,0 ml/minuto e o tempo necessario para a separacdo dos
nucledtidos de adenina foi de cerca de 10 minutos (Cardoso et al., 2003).

2.4.4 Determinacao do conteddo do transportador de nucle6tidos de adenina

Os efeitos da acitretina e da isotretinoina a nivel do ANT foram avaliados por
titulagdo com CAT, um inibidor do ANT (Vignais, 1976). Este ensaio baseia-se no facto de
que o CAT reage com 0 ANT na estequiometria de 1:1 (Vignais, 1976; Zhou et al., 2001).
O contetdo mitocondrial de ANT pode ser determinado através de titulacdo das
mitocondrias em respiracdo ativa (estado 3 da respiragdo) com CAT. Assim, quando as
mitocondrias sdo incubadas com concentracOes crescentes de CAT, os locais ativos do
ANT sdo bloqueados, de forma gradual em funcdo da concentragdo de CAT, o que €
indicativo de uma diminuicdo da eficiéncia fosforilativa devido a interferéncia com o
ANT.

Os ensaios foram realizados em camara fechada termostatizada a 30 °C, sob agitacéo
magnética continua. As velocidades de respiracdo mitocondrial foram determinadas pela
avaliacdo do consumo de O, com um elétrodo do tipo Clark (como descrito anteriormente).
A suspensdo mitocondrial (0,5 mg) foi adicionada a 1 mL de meio de respiracdo,
constituido por sacarose 200 mM, KH,PO4 5 mM, Tris-HCI 20 mM (pH 7,4), succinato
5 mM e rotenona 5 UM, e pré-incubada, durante 2 minutos, com diferentes concentracées
de CAT. As mitocondrias foram incubadas com acitretina e isotretinoina (5, 10 e
20 nmoles/mg proteina) durante 4 e 2 minutos, respetivamente, antes da adicdo de CAT.
As reacoes foram iniciadas com a adicdo de ADP (0,1 mM), que desencadeia o estado 3 da
respiracéo.

O contetdo mitocondrial de ANT ativo foi determinado pela quantidade de CAT
requerida para reduzir o estado 3 ao estado 4 da respiracéo, isto €, para atingir um estado
em que ndo se observa estimulacdo da respiracdo apds adicdo de ADP, tendo o CAT
saturado os locais ativos do ANT (Vignais, 1976).

O perfil do grafico do consumo de O, relativamente a concentracdo de CAT é
bifasico, apresentando uma diminuicdo gradual da velocidade de respiracdo, seguida de um
patamar de equilibrio no consumo de O, indicativo de que o estado 3 da respiracdo foi
completamente inibido, ficando as mitocondrias no estado 4 da respiracao.

O conteudo de ANT foi expresso pela quantidade de CAT por mg proteina
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mitocondrial (Cardoso et al., 2003; Oliveira e Wallace, 2006).

2.5 Analise estatistica

Foi utilizado o “Statistical Package for Social Sciences” (SPSS, versdo 17 para o
Windows, SPSS, Chicago, IL, USA). Os resultados estdo apresentados em média + SEM
(erro padrdo da média) de quatro experiéncias independentes e os resultados foram
analisados utilizando o teste OneWay Anova associado ao teste de Tukey para
comparagdes multiplas. Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
Os gréficos foram realizados usando o software GraphPad Prim 5 (San Diego, California).

3. Resultados

3.1 Efeitos da acitretina na bioenergética e na permeabilidade transitéria
mitocondrial: associagdo com o TAM e 0 OHTAM

3.1.1 Resultados

Os efeitos da acitretina na bioenergética mitocondrial foram avaliados pelo consumo
de oxigénio (Fig. 2.1), potencial de membrana (Ay) (Fig. 2.2) e por determinacdo dos
niveis de ADP e ATP (Tabela 2.1). Nas condi¢BGes de controlo, isto €, na auséncia de
acitretina, a adicdo de ADP as mitocondrias energizadas com glutamato/malato induziu um
forte consumo de oxigénio (50,2 nmoles de O2/min/mg proteina) para suportar a taxa de
fosforilacdo de ADP (estado 3 da respiracdo) (Fig. 2.1A). Apds ter sido fosforilado todo o
ADP, as mitocdndrias voltaram ao estado 4 da respiracdo, em que 0 consumo de oxigénio é
inferior ao do estado 3 da respiracdo (11,7 nmoles de O,/min/mg proteina) (Fig. 2.1A). A
acitretina, em concentracdes de cerca de 5 nmoles/mg proteina induziu uma reducdo
significativa no estado 3 da respiracdo, em compara¢do com o controlo. Em concentracGes
acima de 10 nmoles de acitretina/mg proteina, a diminui¢do do estado 3 da respiracdo foi
semelhante ao observado em presenca de 5 nmoles/mg proteina, 0 que sugere que esta

diminuicdo ndo é estatisticamente dependente da concentracdo utilizada (Fig. 2.1A).
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Figura 2.1 - Efeitos da acitretina no consumo de O, e indices de ICR ¢ ADP/O em
mitocOndrias de figado de rato energizadas com glutamato/malato. A velocidade de
consumo de O, das mitocdndrias foi avaliada no estado 3 (circulos fechados), no
estado 4 (triangulos abertos), no estado 4 oligomicina (estado 4 olig) (triangulos
fechados) e no estado 4-FCCP (quadrados fechados) (A). Os indices respiratérios ICR
(circulos fechados) e ADP/O (circulos abertos) (B) foram determinados como descrito
nos Materiais e métodos. Os resultados sdo apresentados como a média = SEM de
quatro experiéncias realizadas com diferentes prepara¢fes mitocondriais (quando as
barras de erro ndo estdo visiveis, 0 SEM esta contido no tamanho dos simbolos).
***p <0,001 e **p <0,01 quando comparado com o controlo (na auséncia de
acitretina); **p <0,01 quando o estado 4 de oligomicina foi comparado com o estado 4

da respiragéo.

A pré-incubacdo das mitocondrias com 5 e 10 nmoles de acitretina/mg proteina nao
induziu alteracBes estatisticamente significativas no estado 4 da respiracdo, no entanto
ocorreu uma estimulacdo do estado 4 em presenca de 20 nmoles de acitretina/mg proteina
(Fig. 2.1A). O estado 4 de oligomicina, obtido pela adigdo de ADP e oligomicina (um
inibidor da fracdo Fo do complexo V do sistema fosforilativo), foi apenas alterado em

presenca de concentracdes elevadas de acitretina (> 20 nmoles/mg proteina) (Fig. 2.1A);
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esta diminuicdo, estatisticamente significativa relativamente ao estado 4 da respiracao,
sugere que a acitretina em concentracdes elevadas induz fuga de protdes através da fragdo
Fo do complexo V do sistema fosforilativo. A adigédo de FCCP, um dissociador do sistema
de transporte de eletrGes, na auséncia de acitretina, induziu um forte consumo de oxigénio
(60,0 nmoles de O,/min/mg proteina) (estado 4-FCCP) (Fig. 2.1A), devido a dissipa¢do do
potencial da membrana mitocondrial. O estado 4-FCCP ndo apresentou alteracdes
significativas na presenga de acitretina, o que significa que este retinoide ndo inibiu o
sistema de transporte de eletrGes da mitocondria. Como se pode verificar na figura 2.1B, a
adicdo de 5 e 10 nmoles de acitretina/mg proteina as mitocondrias energizadas com
glutamato/malato induziu um decréscimo significativo do ICR essencialmente como
consequéncia da reducdo do estado 3 da respiracdo. Para concentragfes mais elevadas de
acitretina (> 20 nmoles/mg proteina), este decréscimo foi mais acentuado, dado que a
acitretina estimulou o estado 4 e diminuiu o estado 3 da respira¢do. O quociente ADP/O
confirmou a reducdo no estado 3 da respiracdo, que também ndo foi significativamente
dependente da concentracéo utilizada (Fig. 2.1B).

Os efeitos da acitretina na capacidade fosforilativa das mitocondrias foram também
avaliados pelas flutuacbes do Ay associadas ao ciclo fosforilativo induzido pelo ADP
(Fig. 2.2). Na auséncia de acitretina, as mitocondrias energizadas com glutamato/malato
desenvolveram um Ay de cerca de 219,9 + 1,1 mV (interior negativo). A despolarizacéo do
Ay induzida pela adicdo de ADP (despolarizacdo de ADP) e 0 tempo necessario para a
fosforilacdo do ADP adicionado (tempo de fosforilacdo), foi de cerca de 25,2 £ 0,7 mV e
64,9 £ 1,5 s, respetivamente. A repolarizacdo ocorreu apds a fosforilacdo do ADP e o
potencial de repolarizacdo aproximou-se do valor inicial (-219,4 = 1,2 mV). A adicdo de
acitretina, em concentraces de 5, 10 e 20 nmoles/mg proteina, ndo afetou de forma
significativa o potencial da membrana mitocondrial desenvolvido, nem o potencial de
repolarizacdo. A despolarizacdo do ADP diminuiu para concentracdes de 10 nmoles/mg
proteina, enquanto que o tempo de fosforilacdo foi reduzido para todas as concentracdes de
acitretina (Fig. 2.2), de acordo com o estado 3 da respiracdo (Fig. 2.1A) e o ADP/O
(Fig. 2.1B).
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Figura 2.2 — Efeitos da acitretina no potencial de membrana (Ay)- dependente de

glutamato/malato em mitocéndrias de figado de rato. Os tragos representam registos

tipicos de experiéncias realizadas nas condi¢Oes descritas nos Materiais e métodos. As

setas indicam as adi¢des de glutamato/malato (Glu/Mal) 5 mM/2,5 mM, 150 nmoles

de ADP/mg proteina (ADP), e 0s nimeros a direita dos tracos representam as

concentragdes de acitretina. Os resultados da tabela abaixo sdo apresentados como a

média =+

SEM de quatro experiéncias realizadas com diferentes preparacoes

mitocondriais. **p <0,01 e *p <0,5 versus controlo (na auséncia de acitretina).
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As alteracOes na eficiéncia fosforilativa mitocondrial induzidas pela acitretina foram
confirmadas através da determinacdo dos niveis de ATP e ADP nas mitocondrias

energizadas com glutamato/malato (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 - Efeito da acitretina nos niveis de ATP e ADP em mitocondrias

energizadas com glutamato/malato.

Acitretina ADP ATP
(nmoles/mg proteina) (nmoles/mg proteina) (nmoles/mg proteina)
0 8,6 +0,6 129,8 +3,4
5 15,5 £ 0,5** 105,5 + 3,1**
10 16,3 + 0,8** 104,5 + 3,8**
20 16,7 £1,6** 103,3 £ 3,5**

Os resultados sdo apresentados como a média £ SEM de quatro experiéncias independentes,
com diferentes preparac@es mitocondriais. **p <0.01 quando comparado com o controlo (na
auséncia de acitretina).

Em concentragBes de 5-20 nmoles/mg proteina, a acitretina reduziu a capacidade
fosforilativa das mitocéndrias em cerca de 20%, e este efeito foi ligeiramente dependente
da concentracdo. Os efeitos foram altamente significativos quando as mitocéndrias foram
incubadas com concentracdes superiores a 40 nmoles/mg proteina (resultados néo
apresentados).

Para clarificar os efeitos da acitretina na capacidade de fosforilagdo oxidativa, foi
também avaliado o efeito da acitretina no conteudo de ANT (Fig. 2.3). O CAT reage com 0
ANT numa estequiometria de 1:1 (Vignais, 1976; Zhou et al., 2001). Assim, o contetdo de
ANT pode ser determinado por titulacdo do estado 3 da respiracdo com o CAT, sendo o
contetdo ativo de ANT mitocondrial determinado pela quantidade de CAT necessaria para
reduzir o estado 3 ao estado 4 da respiracdo, quando o CAT presumivelmente satura 0s

locais do transportador (Vignais, 1976), como ja foi referido.
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Figura 2.3 - Efeito da acitretina no contetdo do transportador de nucleétidos de
adenina (ANT). As experiéncias foram realizadas como descrito nos Materiais e
métodos e os resultados sdo expressos em pmol de carboxiatractilosideo (CAT) por
mg de proteina mitocondrial. Os valores sdo apresentados como a média + SEM de
quatro experiéncias independentes, utilizando diferentes preparagdes mitocondriais.

***n <0,001 versus controlo (na auséncia de acitretina).

Na auséncia de acitretina [C(-)], a quantidade de CAT necessaria para reduzir o
estado 3 ao estado 4 da respiracdo foi de 539 pmoles de CAT/mg proteina. No entanto, na
presenca de 5 nmoles de acitretina/mg proteina, os locais do ANT foram inibidos pela
adicao de 278 pmoles de CAT/mg proteina e o conteddo de ANT foi diminuido para cerca
de 52% relativamente ao controlo. Quando as mitocondrias foram incubadas com
concentracdes de 10 e 20 nmoles de acitretina/mg proteina, os locais do ANT foram
inibidos pela adicdo de 250 e 219 pmoles de CAT/mg proteina, 0 que corresponde a uma
diminuicdo do contetdo de ANT para cerca de 46% e 41% relativamente ao controlo,
respetivamente (Fig. 2.3). Este decréscimo no conteddo ANT correlaciona-se com a
diminuicdo da velocidade de consumo de O, no estado 3 (Fig. 2.1A), com o tempo de
fosforilacdo do ADP (Fig. 2.2), bem como com as mudancas nos niveis de ATP induzidas
pela acitretina (Tabela 2.1).

A modulacdo da abertura do poro da MPT tem sido associada com os efeitos dos
compostos na orientacdo do ANT através da membrana interna (Pebay-Peyroula e
Brandolin, 2004). Os nossos resultados demonstraram que a acitretina interagiu com o

ANT (Fig. 2.3), 0 que pode contribuir para alterar os processos de regulagédo da MPT. Os
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efeitos da acitretina na MPT foram avaliados através da monitorizagdo da dissipacdo do
Ay (Fig. 2.4) e pelos fluxos de Ca** (Fig. 2.5) associados & induc&o da MPT.

Como se pode verificar na figura 2.4A, na auséncia de acitretina, a adicdo de Ca*
(120 nmoles/mg proteina) as mitocOndrias energizadas com succinato provocou uma
despolarizacdo transitéria do Ay, seguida por uma répida repolarizacdo, ap6s a acumulagéo
do Ca”*, indicando que as mitocondrias sio capazes de manter o Ay (Ca*).

Pelo contrério, a adicio de 200 nmoles de Ca*/mg proteina causou uma
despolarizacdo irreversivel do Ay (resultados ndo apresentados). A pré-incubacdo das
mitocdndrias com acitretina (5 nmoles/mg proteina) durante 4 minutos, seguida da adicao
de 120 nmoles de Ca®*/mg proteina causou uma dissipacdo do Ay, induzida por uma
despolarizacdo irreversivel do Ay (acitretina). Este efeito foi prevenido e revertido pela
adicdo de CyA 1 uM antes da incubacdo com acitretina ou durante a despolarizagcdo do Ay
(CyA), respetivamente. Como a CyA é um inibidor especifico da MPT (Crompton, 1999;
Kroemer et al., 2007), estes resultados indicam que a acitretina aumenta a sensibilidade da
mitocbndria @ MPT. A pré-incubacdo das mitocondrias com TAM e OHTAM
(10 nmoles/mg proteina) induziu uma completa protecdo contra a despolarizagédo
irreversivel induzida pela acitretina (Fig. 2.4A - TAM e OHTAM). Alem disso, 0 TAM ou
0 OHTAM adicionados durante a despolarizacdo do Ay promovida pela acitretina
induziram a repolarizacdo do Ay de forma semelhante a CyA. Os ligandos do ANT, ADP
ou ATP, adicionados as mitocondrias, antes da pré-incubacdo com acitretina, inibiram a
despolarizacdo irreversivel do Ay (Fig. 2.4B - ADP e ATP), 0 que sugere que 0S
nucleotidos de adenina regulam a abertura do poro da MPT, provavelmente através da
interacdo com 0 ANT.

Para clarificar o mecanismo bioquimico pelo qual a acitretina potencia a MPT,
estudou-se a capacidade dos agentes protetores dos grupos SH e de antioxidantes na
protecdo da MPT induzida pela acitretina (Fig. 2.4B). A pré-incubacdo das mitocdndrias
com DTT 1 mM, NEM 50 mM, Cys 200 uM, NAC 200 uM, Asc 1 mM, GSH 1 mM, antes
da adigdo de acitretina (5 nmoles/mg proteina), ndo impediu a dissipa¢do do Ay induzida
pela acitretina (Fig. 2.4B), sugerindo que este retinoide ndo potencia a MPT através da
interacdo com os grupos SH das proteinas constituintes da MPT, nem por mecanismos de

stresse oxidativo.
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Figura 2.4 - Efeitos da acitretina individualmente e em associagdo com 0s
antiestrogénios, TAM ou OHTAM (A), ligandos do transportador de nucleotidos de
adenina (ANT), ADP ou ATP, agentes protetores dos grupos SH e antioxidantes (B)
na permeabilidade transitéria mitocondrial (MPT), avaliados pela dissipacdo do
potencial de membrana (Ay). As adi¢cBes de succinato (Suc) 5 mM, 120 nmoles de
Ca*/mg proteina (Ca®"), ditiotreitol (DTT) 1 mM, N-etilmaleimida (NEM) 50 mM,
cisteina (Cys) 200 puM, N-acetilcisteina (NAC) 200 pM, ascorbato (Asc) 1 mM,
glutationa (GSH) 1 mM, ADP 75 pM, ATP 150 uM, ciclosporina A (CyA) 1 uM,
10 nmoles de TAM/mg proteina, 10 nmoles de OHTAM/mg proteina, antes ou depois
da energizacdo das mitocondrias foram realizadas conforme indicado nos Materiais e
métodos. Os tracos S&o representativos de quatro preparagdes mitocondriais

diferentes.

Os fluxos de Ca®*, avaliados com um elétrodo seletivo de Ca?* (Fig. 2.5)
confirmaram os resultados da inducdo da MPT pela acitretina, avaliados pela dissipacdo do
Avy. Na auséncia de acitretina, a energizacdo das mitocondrias com succinato induziu uma
acumulacdo do Ca?* adicionado (120 nmoles/mg proteina). A pré-incubagdo das
mitocdndrias com acitretina (5 nmoles/mg proteina) na presenca de 120 nmoles de

Ca®*/mg proteina conduziu a libertacdo do Ca®* acumulado (Fig. 2.5 - acitretina).
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Figura 2.5 - Efeitos dos antiestrogénios (TAM ou OHTAM) e ADP na
permeabilidade transitéria mitocondrial (MPT) induzida pela acitretina foram
avaliados pelos fluxos de Ca®*. As adicdes de succinato (Suc) 5 mM, 120 nmoles
Ca*/mg proteina (Ca®"), ditiotreitol (DTT) 1 mM, N-etilmaleimida (NEM) 50 mM,
cisteina (Cys) 200 puM, N-acetilcisteina (NAC) 200 uM, ascorbato (Asc) 1 mM,
glutationa (GSH) 1 mM, ADP 75 uM, ciclosporina A (CyA) 1 uM, 10 nmoles de
TAM/mg proteina e de 10 nmoles de OHTAM/mg proteina, antes ou depois da
energizacdo das mitocondrias foram realizadas conforme indicado nos Materiais e

métodos. Os tracos sdo representativos de quatro ensaios mitocondriais independentes.

A adicdo da CyA antes da acitretina impediu completamente a libertacdo do Ca?*
(resultados ndo apresentados). Quando a CyA foi adicionada depois da acitretina induzir a
libertagdo do Ca®*, a CyA reverteu este efeito, resultando na re-acumulacéo e retengdo do
Ca’" adicionado (Fig. 2.5 — CyA). Estes resultados demonstraram que a acitretina
aumentou a sensibilidade & libertacdo do Ca?* acumulado pelas mitocondrias, como
consequéncia da inducdo da MPT. Tal como observado com o elétrodo seletivo de TPP*
(Fig. 2.4), o TAM e o OHTAM adicionados antes ou ap0s a inducdo da MPT pela
acitretina induziram uma protecdo completa contra a libertacdo do Ca®* acumulado
(Fig. 2.5 - TAM e OHTAM). A adicdo de ADP antes da acitretina também protegeu da
libertacdo do Ca’*, ao passo que a adicdo de agentes protetores dos grupos SH e de

antioxidantes ndo impediram a libertacdo do Ca** acumulado pelas mitocondrias (Fig. 2.5).
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Os efeitos da acitretina em associagdo com 0 TAM ou 0 OHTAM foram também

avaliados no consumo de O, (Fig. 2.6).
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Figura 2.6 - Efeitos da acitretina individualmente e em associagdo com os
antiestrogénios no consumo de O, em mitocondrias de figado de rato energizadas com
glutamato/malato. A velocidade de consumo de O, no estado 3 (A), no estado 4 e no
estado 4 oligomicina (estado 4 olig) (B), no estado 4-FCCP (C), no indice de controlo
respiratorio (ICR) (D) e no quociente ADP/O (E) de mitocéndrias foi determinada
como descrito nos Materiais e métodos. Os resultados sdo apresentados como a
média £ SEM de quatro experiéncias, com diferentes prepara¢es mitocondriais.
***p <0,001, **p <0,01 e *p <0,5, quando comparado com o controlo (na auséncia de

acitretina); *'p <0,01 e *p <0,05 quando comparado com a acitretina.
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A associacdo de 5 nmoles de acitretina/mg proteina com 10 nmoles/mg proteina de
TAM ou OHTAM (Fig. 2.6A) ndo acentuou a diminuicdo do estado 3 da respiragéo
induzido pelos compostos individualmente. O estado 4 da respiragdo sé foi afetado na
presenca de TAM individualmente ou em associacdo com a acitretina (Fig. 2.6B) e a
adicdo de oligomicina ndo diminuiu o consumo de oxigénio, 0 que sugere que 0 aumento
da taxa do estado 4 da respiracdo ndo se deve a uma fuga de protdes através da fragdo Fo
da ATP sintase. O estado 4-FCCP (Fig. 2.6C) ndo foi afetado pelas concentracdes
estudadas, 0 que sugere que a acitretina em associacdo com estes antiestrogénios nao inibe
os complexos do sistema de transporte de eletrGes (complexos I-1V). Além disso, as
associages com o0 TAM ou o0 OHTAM diminuiram o ICR, em comparagdo com o
controlo, no entanto s6 a associagdo com o TAM diminuiu o ICR comparativamente a
acitretina individualmente (Fig. 2.6D). O quociente ADP/O n&o foi afetado pela associagéo
da acitretina com o TAM ou 0 OHTAM em comparagdo com a acitretina individualmente
e com as condi¢des controlo (Fig. 2.6E).

3.1.2 Discussao

Os resultados obtidos com mitocondrias energizadas com glutamato/malato
demonstraram que a acitretina, em concentragdes de 5-20 nmoles/mg proteina, diminuiu a
capacidade fosforilativa das mitocondrias hepaticas, conforme evidenciado pela reducédo do
estado 3 da respiracdo (Fig. 2.1A), ICR, ADP/O (Fig. 2.1B) e pelo aumento do tempo de
fosforilacdo (Fig. 2.2). Estes resultados foram acompanhados pela diminuicdo dos niveis
de ATP e pelo aumento dos niveis de ADP (Tabela 2.1).

A acitretina ndo dissipou o potencial de membrana ou as flutuagcdes do Ay associadas
ao ciclo fosforilativo induzido pelo ADP (Fig. 2.2) e o consumo de oxigénio mitocondrial
estimulado pelo FCCP (Fig. 2.1A) ndo foi inibido pela acitretina, demonstrando que o
sistema de transporte de eletrdes ndo foi inibido. Conclui-se que a diminuicdo da
capacidade fosforilativa das mitocéndrias hepaticas € uma consequéncia da interacdo da
acitretina com os componentes do sistema fosforilativo. De acordo com as experiéncias da
atividade do ANT (Fig. 2.3), a inibicdo da capacidade fosforilativa mitocondrial pode
resultar de um efeito inibidor no ANT. No entanto, a acitretina, em concentra¢ées mais
elevadas (> 20 nmoles/mg proteina), também aumentou a permeabilidade da membrana

mitocondrial, avaliada pela estimulacdo do estado 4 da respiragdo (Fig. 2.1A). Este efeito
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foi, provavelmente, devido a sua capacidade para afetar a estrutura conformacional do
complexo V, nomeadamente a fragdo Fo da ATP sintase, tal como evidenciado pela adigéo
de oligomicina (Fig. 2.1A), um inibidor desta fracao.

Este estudo demonstrou também que a acitretina (5 nmoles/mg proteina) aumentou a
sensibilidade das mitocondrias hepéticas aos efeitos do Ca’* na estimulagdo da MPT, como
evidenciado pela despolarizacdo do Ay na presenca de Ca** (Fig. 2.4) e pela libertacéo do
Ca®* (Fig. 2.5). Além disso, este efeito foi prevenido pela CyA, um inibidor especifico da
MPT (Crompton, 1999; Kroemer et al., 2007). No entanto, a capacidade das mitocondrias
para acumularem Ca®** ndo foi afetada, conforme demonstrado pela repolarizacdo e
re-acumulagdo do Ca?* mitocondrial induzida pela CyA ap6s o inicio da MPT (Figs. 2.4 e
2.5). Estas observacdes sugerem que a acitretina induz a MPT sem interferir nos
mecanismos de recaptacdo do Ca**. Um fator critico para a inducdo da MPT é a oxidacéo
dos grupos tidlicos das proteinas da MPT, criando ligagdes cruzadas dissulfureto
(Costantini et al., 1996; Halestrap et al., 1997; Costantini et al., 1998; McStay et al.,
2002). Como alguns agentes protetores dos grupos SH e antioxidantes (DTT, NEM, Cys,
NAC, Asc e GSH) nao inibiram a abertura do poro da MPT induzida pela acitretina
(Figs. 2.4B e 2.5), ndo é provavel que a inducdo da MPT por este retinoide esteja
relacionada com os mecanismos de stresse oxidativo. A hipdtese mais plausivel para
explicar a inducdo da MPT pela acitretina esta relacionada com a ligacdo da acitretina com
as proteinas do ANT, um componente regulador do megacomplexo da MPT. De facto, os
nossos resultados mostraram que os ligandos do ANT, ATP e ADP, foram potentes
inibidores da MPT por se ligarem ao ANT, impedindo a abertura do poro da MPT induzida
pela acitretina (Figs. 2.4B e 2.5). Além disso, 0 TAM, e 0 OHTAM, antiestrogénios com
capacidade de ligacdo com o ANT (Cardoso et al., 2003), também preveniram e reverteram
a MPT induzida pela acitretina (Figs. 2.4A e 2.5). Estes dados corroboram a hipotese de
que a acitretina induz a abertura do poro da MPT, por interagio com o ANT
(Pebay-Peyroula e Brandolin, 2004; Nury et al., 2006).

A formacdo do poro da MPT resulta num colapso do potencial de membrana
mitocondrial e na paragem da sintese de ATP. Além disso, a libertacdo de proteinas, tais
como os fatores de inducdo de apoptose e a endonuclease G, e a sua translocacao para o
nacleo, leva a fragmentacdo do DNA nuclear. Todos, estes eventos desencadeiam
mecanismos de morte celular por necrose. Em alternativa, a liberagéo de citocromo c e de
outros fatores pro-apoptoticos a partir da mitocondria podem promover a ativacdo da

cascata de caspases desencadeando mecanismos de morte celular por apoptose (Jeong e
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Seol, 2008; Smith et al., 2008). Portanto, é possivel que estes eventos possam ser
responsaveis pela hepatotoxicidade e apoptose descritos em doentes tratados com acitretina
(Ormerod et al., 2010; Dunn et al., 2011). Além disso, a interagdo com o ANT pode
também explicar o estado de resisténcia a insulina, descrito em doentes tratados com este
farmaco (Corbetta et al., 2006). De facto, foi descrito que a reducdo da capacidade de
fosforilagdo oxidativa mitocondrial, por inibicdo do ANT, estd associada com o
desenvolvimento de resisténcia a insulina (Kim et al., 2010a).

Os nossos estudos evidenciaram também que o TAM e o0 OHTAM em associacao
com a acitretina (5 nmoles/mg proteina) ndo potenciaram a fosforilacdo oxidativa e as
alteracOes induzidas pela acitretina no sistema transportador de eletrdes (Fig. 2.6). A
associagdo com o TAM induziu a permeabilizacdo da membrana mitocondrial interna a
protdes (estimulacdo do estado 4 da respiracdo) (Fig. 2.6B), tal como descrito previamente
por Cardoso et al. (2001). Considerando que os RARs e os ERs parecem ter um
mecanismo de interagdo, € possivel que a associacdo da acitretina com 0s antiestrogénios,
particularmente com o OHTAM, tenha vantagens como estratégia terapéutica na inibicéo
da proliferacédo de células tumorais.

Em conclusdo, o presente estudo demonstra que a acitretina perturba a sintese de
ATP e induz MPT através das interagdes com o ANT. Estes efeitos podem constituir um
potencial mecanismo de morte celular por apoptose e necrose, e toxicidade em células do
figado induzidas pela acitretina, o que pode contribuir para os efeitos toxicologicos
descritos em doentes tratados com acitretina. Além disso, uma vez que alguns dos efeitos
deletérios induzidos pela acitretina, nomeadamente a inducdo da MPT, sdo inibidos por
antiestrogénios, é possivel gque esta associagdo possa constituir uma potencial estratégia

para minimizar a toxicidade da acitretina.
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3.2 Efeitos da isotretinoina na permeabilidade transitoria e na bioenergética
mitocondrial: associagdo com o TAM e 0 OHTAM

3.2.1 Resultados

Os efeitos da isotretinoina individualmente ou em associagdo com o TAM ou o
OHTAM na MPT foram avaliados pela dissipacdo do Ay (Fig. 2.7) e pela determinagao
dos fluxos de Ca?* mitocondrial (Fig. 2.8).

Como se pode observar na figura 2.7, na auséncia de isotretinoina, a adicdo de Ca*
(120 nmoles/mg proteina) as mitocondrias energizadas com succinato causou uma
despolarizacdo transitoria do Ay seguida de uma rapida repolarizacdo, que surge apds a
acumulacdo do Ca®*, indicando que as mitocondrias tém a capacidade para manter o Ay
(Fig. 2.7A-Ca”"). Em contrapartida, a adicdo de 200 nmoles de Ca®*/mg proteina causou
uma despolarizacdo irreversivel do Ay, apés a adicdo do Ca** (resultados néo
apresentados). A pré-incubacdo das mitocondrias com isotretinoina (5 nmoles/mg proteina
ou 2,5 uM) causou uma despolarizacgéo irreversivel do Ay depois da adicdo de 120 nmoles
de Ca’*/mg proteina (Fig. 2.7A-isotretinoina). A dissipacdo do Ay induzido pela
isotretinoina foi completamente inibida pela adicdo de CyA (Fig. 2.7A-CyA), um inibidor
especifico da MPT (Crompton, 1999; Kroemer et al.,, 2007). A pre-incubacdo das
mitocéndrias com 5 pM de TAM ou 5 puM de OHTAM (10 nmoles/mg proteina)
proporcionou uma completa protecdo contra a despolarizacdo irreversivel induzida pela
isotretinoina (Fig. 2.7A-TAM e OHTAM). Além disso, 0 TAM ou 0 OHTAM adicionados
durante a despolarizacdo do Ay, promovida pela isotretinoina, induziram a repolarizacao
do Ay de um modo semelhante a CyA (Fig. 2.7A), o que indica que estes compostos tém a
capacidade para prevenir e reverter a MPT induzida pela isotretinoina. O TAM e o
OHTAM sdo potentes inibidores da abertura do poro da MPT, provavelmente devido as
suas propriedades antioxidantes (Custodio et al., 1998; Cardoso et al., 2002a). Assim, para
elucidar os mecanismos bioquimicos pelos quais a isotretinoina potencia a MPT, foram
avaliados os efeitos de agentes protetores dos grupos SH e antioxidantes, que impedem a
abertura do poro da MPT induzida por mecanismos de stresse oxidativo. Como se verifica
na figura 2.7B, a pré-incubacdo das mitocondrias com agentes protetores dos grupos SH e
antioxidantes, ou seja, DTT, NEM, Cys, NAC, Asc e GSH, ndo impediram a
despolarizacdo do Ay induzida pela isotretinoina, em contraste com o observado com o
TAM e o OHTAM (Fig. 2.7A). No entanto, os ligandos do ANT, ADP ou ATP,
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adicionados as mitocdndrias, antes da pré-incubagdo com isotretinoina, inibiram a

despolarizacdo do potencial de membrana (Fig. 2.7B-ADP e ATP).
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Figura 2.7 — Efeitos da isotretinoina individualmente e em associagdo com 0s
antiestrogenios, TAM ou OHTAM (A), ligandos do transportador de nucledtidos de
adenina (ANT), ADP ou ATP, agentes protetores dos grupos SH e antioxidantes (B)
na permeabilidade transitéria mitocondrial (MPT), avaliados pela dissipa¢do do
potencial de membrana (Ay). As adi¢cdes de succinato (Suc) 5 mM, 120 nmoles
Ca*/mg proteina (Ca®"), ditiotreitol (DTT) 1 mM, N-etilmaleimida (NEM) 50 mM,
cisteina (Cys) 200 uM, N-acetilcisteina (NAC) 200 pM, ascorbato (Asc) 1 mM,
glutationa (GSH) 1 mM, ADP (ADP) 75 uM, ATP (ATP) 150 uM, ciclosporina A
(CyA) 1 uM, 10 nmoles de TAM/mg proteina, 10 nmoles de OHTAM/mg proteina,
antes ou depois da energizacdo das mitocéndrias foram realizadas conforme indicado
nos Materiais e métodos. Os tracos Sdo representativos de quatro preparagdes
mitocondriais diferentes.

Efeitos da acitretina e da isotretinoina em mitocéndrias de figado

Os efeitos da isotretinoina (5 nmoles/mg proteina) individualmente ou em associacao

com o TAM ou 0 OHTAM na MPT foram também avaliados por determinacéo do fluxo de

calcio mitocondrial utilizando um elétrodo seletivo de Ca®* (Fig. 2.8). A energizacdo das

mitocondrias com succinato induziu uma acumulac&o do Ca?* (120 nmoles/mg proteina), e

a mitocondria manteve o calcio acumulado (Fig. 2.8 - Ca**). A incubagdo das mitocondrias

com isotretinoina (5 nmoles/mg proteina) na presenca de 120 nmoles de Ca?*/mg proteina
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induziu a libertacdo do Ca** acumulado (Fig. 2.8 - isotretinoina). De forma semelhante ao
que observamos com o elétrodo de TPP* (Fig. 2.7), a CyA impediu os efeitos da
isotretinoina na libertacdo do Ca®* (Fig. 2.8 - CyA). A adicdo de TAM ou de OHTAM
antes ou apds a inducdo da MPT pela isotretinoina promoveu uma completa protecéo
contra a libertacdo do Ca®* acumulado (Fig. 2.8 — TAM e OHTAM). No entanto, e de
forma semelhante ao observado com o elétrodo seletivo de TPP™ (Fig. 2.7B), a adicéo dos
agentes protetores dos grupos SH e de antioxidantes ndo impediram a libertacdo do Ca**
acumulado pelas mitocondrias. Como observado para a CyA, o ADP (ligando do ANT)
adicionado antes da isotretinoina e do Ca** também inibiu a libertacdo do Ca*
(Fig. 2.8 - ADP).

CyA

Ca**

ADP= OHTAM=TAM
CyA

Acumulagdo de Ca®

[sotretinoina (+DTT; NEM;
Cys; NAC; Asc; GSH)

2 min

—l q4—Suc

Figura 2.8 — Efeitos dos antiestrogénios (TAM ou OHTAM) e ADP na
permeabilidade transitéria mitocondrial (MPT) induzida pela isotretinoina foram
avaliados pelos fluxos de Ca®. As adi¢cdes de succinato (Suc) 5 mM, 120 nmoles
Ca*/mg proteina (Ca*), ADP (ADP) 75 uM, ditiotreitol (DTT) 1 mM,
N-etilmaleimida (NEM) 50 mM, cisteina (Cys) 200 uM, N-acetilcisteina (NAC)
200 pM, ascorbato (Asc) 1 mM, glutationa (GSH) 1 mM, ciclosporina A (CyA) 1 uM,
10 nmoles de TAM/mg proteina e de 10 nmoles de OHTAM/mg proteina, antes ou
depois da energizagdo das mitocondrias foram realizadas conforme indicado nos
Materiais e métodos. Os tragos sdo representativos de quatro ensaios mitocondriais

independentes.
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Foram também avaliados os efeitos da isotretinoina no consumo de oxigénio e no Ay

de mitocondrias hepaticas de rato associados a fosforilagdo do ADP (Figs. 2.9-2.12).
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Figura 2.9 — Efeitos da isotretinoina no consumo de O, em mitocondrias de figado de
rato energizadas com glutamato/malato (A) e succinato (B). A velocidade de consumo
de O, das mitocondrias foi avaliada no estado 3 (circulos fechados), no estado 4
(tridngulos abertos), no estado 4 oligomicina (estado 4 olig) (tridngulos fechados) e no
estado 4-FCCP (quadrados fechados). Os resultados sdo apresentados como a
média =+ SEM de quatro experiéncias realizadas com diferentes preparacGes
mitocondriais (quando as barras de erro ndo estdo visiveis, 0 SEM esta contido no
tamanho dos simbolos). ***p <0,001 e **p <0,01 quando comparado com o controlo

$$$

(na auséncia de isotretinoina) no estado 3 da respiracdo. ***p < 0.01 versus respetivo

controlo no estado 4 da respiracio; “*p<0.001 e *p < 0.01 versus controlo no estado
4-FCCP; "p<0.01 e 'p <0.05 quando o estado 4 de oligomicina foi comparado com
0 estado 4 da respiracéo.

A isotretinoina pré-incubada com as mitocéndrias diminuiu significativamente o
estado 3 da respiragdo de uma forma dependente da concentracdo (Fig. 2.9A). As

concentragdes de 5 e 10 nmoles/mg proteina (5-10 uM) de isotretinoina ndo induziram
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alteracOes estatisticamente significativas no estado 4 da respiragdo. Contudo, 20 nmoles de
isotretinoina/mg proteina estimulou significativamente o estado 4 da respiracdo
(Fig. 2.9A). A adigdo de ADP e oligomicina (estado 4 olig) em mitocéndrias pré-incubadas
com 5 e 10 nmoles de isotretinoina/mg proteina induziu uma diminui¢do no estado 4 de
oligomicina, embora sem significado estatistico. Para concentracbes mais elevadas
(> 20 nmoles de isotretinoina/mg proteina), a adi¢do de oligomicina diminuiu 0 consumo
de oxigénio estimulado pela isotretinoina (Fig. 2.9A). O estado 4-FCCP foi reduzido
significativamente para concentracbes de 10 nmoles de isotretinoina/mg proteina
(Fig. 2.9A).

Os efeitos da isotretinoina em mitocondrias energizadas com succinato (Fig. 2.9B)
foram ligeiramente diferentes dos observados com o glutamato/malato (Fig. 2.9A).
Conforme se verifica na figura 2.9B, o estado 4 da respiracdo foi significativamente
estimulado para concentracdes de 10 nmoles de isotretinoina/mg proteina, ao contrario das
mitocondrias energizadas com glutamato/malato (Fig. 2.9A). O estado 3 da respiracdo nao
foi significativamente afetado por 5 nmoles de isotretinoina/mg proteina e teve um menor
efeito para concentracdes de 10 nmoles de isotretinoina/mg proteina (Fig. 2.9B).
Relativamente ao estado 4-FCCP verificou-se que em mitocéndrias energizadas com
succinato a isotretinoina ndo afetou significativamente este parametro para concentracdes
inferiores a 20 nmoles de isotretinoina/mg proteina (Fig. 2.9B). Além disso, a presenca de
20 nmoles de isotretinoina/mg proteina afetou de forma menos significativa o estado
4-FCCP (Fig. 2.9B), comparativamente com as mitocondrias energizadas com
glutamato/malato (Fig. 2.9A).

Em mitocondrias energizadas com glutamato/malato (Fig. 2.10A) os indices ICR e
ADP/O foram também ligeiramente diferentes dos observados com succinato (Fig. 2.10B).
A adicdo de 5 nmoles de isotretinoina/mg proteina as mitocéndrias energizadas com
glutamato/malato induziu uma diminuicdo significativa no ICR; na presenca de
concentragdes mais elevadas de isotretinoina (> 10 nmoles/mg proteina), este decréscimo
foi mais pronunciado, comparativamente com as condi¢Ges controlo (Fig. 2.10A). A
diminuicdo do ICR foi devida principalmente ao decréscimo no estado 3 da respiracéo.

Para concentracdes de isotretinoina de 20 nmoles/mg proteina, o ICR aproximou-se
de 1,0 (Fig. 2.10A), sugerindo que ndo ocorre fosforilacdo de ADP, devido a um efeito

dissociador da respiracdo mitocondrial induzido pelo retinoide.
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Figura 2.10 — Efeitos da isotretinoina nos indices respiratorios em mitoc6ndrias de
figado de rato energizadas com glutamato/malato (A) e succinato (B): indice de
controlo respiratério (ICR) (circulos fechados) e ADP/O (circulos abertos) foram
determinados como descrito nos Materiais e métodos. Os resultados sdo apresentados
como a média £ SEM de quatro experiéncias realizadas com diferentes preparacdes
mitocondriais (quando as barras de erro ndo estdo visiveis, 0 SEM esta contido no
tamanho dos simbolos). ***p <0,001, **p <0,01 e *p <0,5 versus controlo (na

auséncia de isotretinoina).

O quociente ADP/O foi também diminuido pela isotretinoina, ndo sendo possivel a
sua determinacdo para concentracdes de 20 nmoles/mg proteina, de acordo com o ICR
(Fig. 2.10A), devido ao efeito dissociador. Em mitocdndrias energizadas com succinato
(Fig. 2.10B), o ICR nédo foi significativamente afetado na presenca de concentracGes de
5 nmoles de isotretinoina/mg proteina e foi menos diminuido para concentracdes de
10 nmoles de isotretinoina/mg proteina (Fig. 2.10B), comparativamente com as
mitocdndrias energizadas com glutamato/malato (Fig. 2.10A). Esta reduc¢do no ICR foi
devida principalmente a estimulacdo do estado 4 (Fig. 2.9B), dado que o estado 3 da

respiragdo foi menos afetado, em comparacdo com as mitocondrias energizadas com
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glutamato/malato (Fig. 2.9A). Além disso, o ICR atingiu um valor de cerca de 2 em
presenca de 20 nmoles de isotretinoina/mg proteina (Fig. 2.10B), o que significa que as
mitocondrias ndo estdo dissociadas, tal como observado com o glutamato/malato
(Fig. 2.10A). Relativamente ao quociente ADP/O, verificou-se também uma diminuigdo
para concentragcBes iguais ou superiores a 10 nmoles de isotretinoina/mg proteina
(Fig. 2.10B). No entanto, a capacidade fosforilativa das mitocondrias hepéticas energizadas
com succinato foi menos afetada do que nas mitocondrias energizadas com
glutamato/malato (Fig. 2.10A).

A diminuicdo da capacidade fosforilativa das mitocondrias, observada em presenca
de isotretinoina, foi confirmada através das flutuagcbes do Ay associadas ao ciclo
fosforilativo induzido por ADP (Figs. 2.11 e 2.12). Apo6s a adicdo de glutamato/malato
(Fig. 2.11), na auséncia de isotretinoina, as mitocondrias desenvolveram um Ay de cerca
de 219,9 + 1,3 mV (interior negativo).

A adicdo de isotretinoina em concentracfes de 5 e 10 nmoles/mg proteina ndo afetou
significativamente o Ay mitocondrial desenvolvido. No entanto, a presenga de 20 nmoles
de isotretinoina/mg proteina, induziu um decrescimo significativo no Ay (Fig. 2.11). A
adicdo de ADP na auséncia de isotretinoina promoveu um decréscimo no Ay de cerca de
25,1 £ 1,6 mV (despolarizacdo do ADP). A pré-incubacdo com isotretinoina para
concentracdes iguais ou superiores a 10 nmoles/mg proteina reduziu a despolarizacdo do
ADP (Fig. 2.11). O tempo necessario para ocorrer a fosforilacdo de ADP (tempo de
fosforilacdo), na auséncia de isotretinoina, foi de cerca de 63,4 + 1,7 s, enquanto que a
adicdo de 5 e 10 nmoles de isotretinoina/mg proteina induziu um aumento significativo no
tempo de fosforilacdo (Fig. 2.11). Na presenca de 20 nmoles de isotretinoina/mg proteina
ndo se determinou o tempo de fosforilacdo, dado que ndo ocorreu fosforilacdo de ADP, de
acordo com o ICR (Fig. 2.10A). Apos fosforilagdo de ADP, seguiu-se a repolarizacdo do
potencial, que volta para valores proximos do inicial (-219,6 + 1,0 mV). Na presenca de 5 e
10 nmoles de isotretinoina/mg proteina ndo se observaram alteracdes significativas no
potencial de repolarizacdo. Contudo, para concentracbes de cerca de 20 nmoles de
isotretinoina/mg proteina ndo se verificou o processo de repolarizacdo e as mitocéndrias

ndo tiveram capacidade para manter o Ay (Fig. 2.11).
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Figura 2.11 — Efeitos da isotretinoina no potencial de membrana (Ay)- dependente de

glutamato/malato em mitocéndrias de figado de rato. Os tragos representam registos

tipicos de experiéncias realizadas nas condi¢Ges descritas nos Materiais e métodos. As
setas indicam as adi¢des de glutamato/malato (Glu/Mal) 5 mM/2,5 mM, 150 nmoles

de ADP/mg proteina (ADP), e 0s nimeros a direita dos tracos representam as

concentragdes de isotretinoina. Os resultados da tabela abaixo s&o apresentados como

a média £ SEM de quatro experiéncias realizadas com diferentes preparagdes

mitocondriais. ***p <0,001, **p <0,01 e *p <0,5 versus controlo (na auséncia de

isotretinoina).
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Em mitocondrias energizadas com succinato (Fig. 2.12), os resultados foram

ligeiramente diferentes, dos observados com o glutamato/malato (Fig. 2.11).
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Figura 2.12 — Efeitos da isotretinoina no potencial de membrana (Ay)- dependente de
succinato em mitocondrias de figado de rato. Os tragos representam registos tipicos de
experiéncias realizadas nas condigfes descritas nos Materiais e métodos. As setas
indicam as adi¢Oes de succinato (Suc) 5 mM, 150 nmoles de ADP/mg proteina (ADP),
e 0s numeros a direita dos tracos representam as concentra¢fes de isotretinoina. Os
resultados da tabela abaixo sdo apresentados como a média £+ SEM de quatro
experiéncias realizadas com diferentes preparacoes mitocondriais.

***p <0,001 e *p <0,5 versus controlo (na auséncia de isotretinoina).

De facto, o tempo de fosforilacdo s6 aumentou significativamente para concentragdes
de cerca de 10 nmoles de isotretinoina/mg proteina em mitocéndrias energizadas com

succinato (Fig. 2.12), ao passo que o tempo de fosforilagdo aumentou em mitocondrias
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energizadas com glutamato/malato, na presenca de 5 nmoles de isotretinoina/mg proteina
(Fig. 2.11). Pelo contréario, nas mitocondrias energizadas com succinato, o potencial de
membrana mitocondrial ndo foi afetado em presenca de 20 nmoles de isotretinoina/mg
proteina (Fig. 2.12). Além disso, as mitocondrias energizadas com succinato, em presenca
de 30 nmoles de isotretinoina/mg proteina, continuaram a ter a capacidade de manter o Ay
apos adicdo de ADP (resultados ndo apresentados), em contraste com o0 que se observou
em mitocondrias pré-incubadas com 20 nmoles isotretinoina/mg proteina e energizadas
com glutamato/malato (Fig. 2.11).

O contetdo de ANT foi também determinado para clarificar os mecanismos
envolvidos na abertura do poro da MPT e as alteragcbes na fosforilagdo mitocondrial
induzidas pela isotretinoina (Fig. 2.13). O conteddo mitocondrial de ANT ativo foi
determinado pela quantidade de CAT necesséaria para reduzir o estado 3 ao estado 4 da
respiracao, quando este inibidor satura os locais do transportador (Vignais, 1976).
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Figura 2.13 — Efeito da isotretinoina no conteido do transportador de nucleétidos de
adenina (ANT). As experiéncias foram realizadas como descrito nos Materiais e
métodos e os resultados sdo expressos em pmoles de carboxiatractilosideo (CAT) por
mg de proteina mitocondrial. Os valores sdo apresentados como a média + SEM de
quatro experiéncias utilizando diferentes preparaces mitocondriais. ***p <0,001 e

**p <0,01 versus controlo (na auséncia de isotretinoina).

Na auséncia de isotretinoina, o ANT foi inibido pela adicdo de 468 pmoles de
CAT/mg proteina. No entanto, na presenca de 5 nmoles de isotretinoina/mg proteina o

ANT foi inibido pela adi¢do de 222 pmoles de CAT/mg proteina, e pela adi¢do de cerca de
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97 pmoles de CAT/mg proteina na presenca de 10 nmoles de isotretinoina/mg proteina
(Fig. 2.13). Assim, as concentracbes de 5 e 10 nmoles de isotretinoina/mg proteina
induziram um decréscimo no conteudo de ANT para cerca de 47% e 21%
comparativamente ao controlo, respetivamente. A presenca de 20 nmoles de
isotretinoina/mg proteina inibiu praticamente todo o contetdo do ANT, 0 que sugere que a
isotretinoina interfere com 0 ANT de uma forma dependente da concentrag&o.

Para além dos efeitos inibidores do TAM e do OHTAM na MPT induzida pela
isotretinoina (Figs. 2.7 e 2.8), foram também estudados os efeitos da isotretinoina em
associagdo com o TAM e o OHTAM no consumo de O, (Fig. 2.14) e nos niveis
energéticos (Tabela 2.2) de mitocdndrias hepaticas.

A associacdo de 5 nmoles de isotretinoina/mg proteina (5 uM) com o TAM ou o
OHTAM (10 nmoles/mg proteina ou 10 uM) induziu uma reducdo significativa no estado
3 da respiracdo (Fig. 2.14A). No entanto, esta diminuicdo ndo foi estatisticamente
significativa quando comparada com a isotretinoina individualmente (5 nmoles/mg
proteina), a qual induziu uma diminuicdo significativa no estado 3 da respiracdo
(Fig. 2.9A). A isotretinoina associada com 0 OHTAM né&o estimulou de forma significativa
0 estado 4 da respiracdo (Fig. 2.14B). No entanto, a isotretinoina, em associacdo com o
TAM induziu um aumento significativo no estado 4 da respiragdo, comparativamente com
o0 controlo e com a isotretinoina individualmente. O facto da adi¢cdo de oligomicina ndo ter
diminuido o consumo de oxigénio estimulado pela associacdo de TAM e isotretinoina
(Fig. 2.14B), sugere que esta estimulacdo do estado 4 ndo se deve a fuga de protbes através
da fracdo Fo no complexo V do sistema fosforilativo. A avaliacdo do estado 4-FCCP
(Fig. 2.14C) demonstrou que as associacdes estudadas ndo afetaram os complexos do
sistema de transporte de eletrGes. A associacdo de isotretinoina com 0 OHTAM néo
diminuiu significativamente o ICR, comparativamente ao controlo (Fig. 2.14D), de acordo
com os resultados obtidos para o estado 3 e para o estado 4 da respira¢do. No entanto, a
associacdo de isotretinoina com o0 TAM induziu uma diminuicdo significativa no valor de
ICR (Fig. 2.14D), em consequéncia da estimulacdo do estado 4 da respiracdo (Fig. 2.14B).
Em contrapartida, o valor do quociente ADP/O ndo foi alterado em nenhuma destas

associacgdes (Fig. 2.14E).
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Figura 2.14 — Efeitos da isotretinoina individualmente e em associacdo com 0s
antiestrogénios no consumo de O, em mitocondrias de figado de rato energizadas com
glutamato/malato. A velocidade de consumo de O, no estado 3 (A), no estado 4 e no
estado 4 oligomicina (estado 4 olig) (B), no estado 4-FCCP (C), no indice de controlo
respiratorio (ICR) (D) e no quociente ADP/O (E) de mitocondrias foi avaliada como
descrito nos Materiais e métodos. Os resultados sdo apresentados como a
média + SEM de quatro experiéncias, usando diferentes preparacGes mitocondriais.
***p <0,001, **p <0,01 e *p <0,5, quando comparado com o controlo (na auséncia de

+++

isotretinoina); *p <0,001 e ~p <0,01 quando comparado com a isotretinoina.
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Os efeitos da isotretinoina individualmente ou em associagdo com o TAM ou 0
OHTAM foram também avaliados por determinacdo do conteido de ATP e ADP, por
HPLC (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 — Efeito da isotretinoina individualmente e em associagdo com o TAM ou
com o0 OHTAM nos niveis de ATP e ADP em mitocondrias energizadas com
glutamato/malato.

Isotretinoina TAM/OHTAM ADP ATP
(nmoles/mg proteina)  (nmoles/mg proteina)  (nmoles/mg proteina) (nmoles/mg proteina)
9,3+22 126,3+ 8,3
16,6 £ 1,4** 102,2 £ 1,7**
10 33,4 + 3,6*** 72,7 £ 4,8%%*
20 51,6 + 3,2*** 40,3 £ 10,9***
10 TAM 12,8+ 34 116,3+6,2
10 OHTAM 12,8+ 34 119,6 +8,1

Os resultados sdo apresentados como a média = SEM de quatro experiéncias independentes,
com diferentes preparacdes mitocondriais. ***p <0,001 e **p <0,01 quando comparado com o

respetivo controlo (na auséncia de isotretinoina).

A adicdo de 5 nmoles de isotretinoina/mg proteina (5 uM) induziu uma reducéo
significativa dos niveis de ATP, com concomitante aumento dos niveis de ADP. Estes
efeitos foram mais pronunciados para concentragdes mais elevadas de isotretinoina
(> 10 nmoles/mg proteina) (Tabela 2.2), sugerindo que a fosforilagdo estd comprometida,
de acordo com o ICR (Fig. 2.10A) e com o tempo de fosforilacdo (Figs. 2.9A e 2.11). No
entanto, a incubacdo de mitocéndrias com isotretinoina (5 nmoles/mg proteina) e TAM ou
OHTAM (10 nmoles/mg proteina ou 10 uM) ndo induziu alteragdes significativas nos
niveis de ATP e ADP (Tabela 2.2) e os valores foram semelhantes aos observados na
presenca de ambos os antiestrogénios individualmente (resultados ndo apresentados), tal

como descrito anteriormente (Cardoso et al., 2003).
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3.2.2 Discussao

Nas condi¢des experimentais estudadas a isotretinoina promoveu a abertura do poro
da MPT para concentragdes de 5 nmoles/mg proteina (2,5 uM), concentracdes estas que
sdo significativamente mais baixas do que as utilizadas por Rigobello et al. (1999)
(4-33 pM ou 16-132 nmoles/mg proteina). A isotretinoina, em concentracdes de
5 nmoles/mg proteina, ndo afetou o sistema de transporte de eletrdes (Figs. 2.9A e 2.9B) e
ndo alterou o Ay desenvolvido pelas mitocondrias (Figs. 2.11 e 2.12). Além disso, a
despolarizacdo do Ay e a libertacdo do Ca®* associadas & indugdo da MPT pela adicéo de
5 nmoles de isotretinoina/mg proteina foram revertidas pela adicdo de CyA apds a abertura
do poro (Figs. 2.7 e 2.8), sugerindo que a isotretinoina afeta diretamente a estrutura
conformacional da MPT.

Este trabalho demonstrou que a isotretinoina induziu a despolarizacdo do potencial
mitocondrial na presenca do Ca®* (Fig. 2.7) e a libertacio do Ca** (Fig. 2.8), devido &
inducdo da MPT; e mostrou ainda, que estes efeitos foram inibidos e revertidos pelo TAM
e OHTAM, sugerindo que ambos 0s antiestrogénios sao inibidores da abertura do poro da
MPT induzida pela isotretinoina.

Tem sido descrito que a indugdo da MPT pode ocorrer apds um evento de stresse
oxidativo (Halestrap et al., 1997). Ao contrario do que se observou com 0 TAM e o
OHTAM, que sdo conhecidos como antioxidantes intramembranares (Custodio et al.,
1994), a adicdo de agentes protetores dos grupos SH e antioxidantes (DTT, NEM, Cys,
NAC, Asc e GSH) ndo inibiram a abertura do poro da MPT induzida pela isotretinoina
(Figs. 2.7B e 2.8). Os resultados obtidos com estes compostos, que sao inibidores eficazes
da permeabilidade transitoria, demonstraram que a MPT induzida pela isotretinoina ndo
deverd estar relacionada com alteragcdes oxidativas de proteinas mitocondriais do poro da
MPT. Os ligandos do ANT, o ATP e o ADP, inibiram a abertura do poro da MPT induzida
pela isotretinoina (Figs. 2.7B e 2.8). O facto de ambos os nucleétidos de adenina inibirem a
abertura do poro pela ligacdo ao ANT, esta de acordo com a hipdtese de que a isotretinoina
pode induzir a MPT através da interacdo com o ANT, e com os efeitos obtidos por
titulacdo das mitocondrias com CAT (Fig. 2.13). Assim, pode sugerir-se que, tal como o
CAT, a isotretinoina pode promover a abertura do poro, por estabilizar o ANT no lado
citosolico da membrana interna. Esta hipdtese parece estar de acordo com a inibi¢do da
MPT pelo TAM e OHTAM, o que por sua vez pode ser devido a uma forte capacidade de

particdo de ambos o0s antiestrogénios nas biomembranas, interagindo assim com as
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proteinas da membrana (Custodio et al., 1991). Através desta interacdo, os antiestrogénios
podem diminuir a fluidez da membrana (Custodio et al., 1993b; Kazanci e Severcan, 2007)
e influenciar a conformagdo do ANT (Cardoso et al., 2003). Estes multiplos mecanismos
dos antiestrogénios podem impedir as mudancas conformacionais promovidas pela
isotretinoina, que estdo envolvidas na inducdo da MPT.

Além disso, a interacdo da isotretinoina com o ANT, um componente regulador do
poro da MPT (Lemasters et al., 2009; Zorov et al., 2009), sugere um possivel mecanismo
para a inducdo da MPT e pode também explicar a diminuicdo do estado 3 da respiracéo
(Fig. 2.9A), pois, e tal como descrito acima, a isotretinoina, em concentracbes de
5 nmoles/mg proteina, ndo induziu qualquer outra alteracdo responsavel por este efeito
(Figs. 2.9-2.12).

Neste estudo verificamos que a isotretinoina induziu alteragdes significativas em
diferentes fungbes mitocondriais, mais acentuadas para concentragdes iguais ou superiores
a 10 nmoles/mg proteina. De facto, a isotretinoina, para concentracdes de 5 nmoles/mg
proteina, diminuiu a capacidade fosforilativa de mitocondrias hepaticas, como evidencia a
diminuicdo do estado 3 da respiracdo (Fig. 2.9A), ICR, ADP/O (Fig. 2.10A), dos niveis de
ATP (Tabela 2.2), e 0 aumento do tempo de fosforilacdo do ADP (Fig. 2.11). No entanto, a
isotretinoina, para concentracdes de 10 nmoles/mg proteina, s6 afetou ligeiramente o
sistema de transporte de eletrdes, tal como sugere o efeito no estado 4-FCCP (Fig. 2.9A).
Além disso, verificAmos que a isotretinoina diminuiu significativamente o conteldo de
ANT (Fig. 2.13), indicando que a interacdo com este componente do sistema fosforilativo
pode ser o principal fator envolvido na diminuicao da eficiéncia fosforilativa mitocondrial,
induzida pela isotretinoina.

Para concentracfes mais elevadas (> 10 nmoles/mg proteina) a isotretinoina
potenciou significativamente as disfun¢bes mitocondriais descritas acima e o efeito
dissociador, como se pode observar pela diminuicdo do ICR (Fig. 2.10A), do quociente
ADP/O (Fig. 2.10A) e pelos efeitos no ciclo fosforilativo do ADP (Fig. 2.11). Estes efeitos
devem-se provavelmente as fortes alteracdes induzidas no contetdo de ANT (Fig. 2.13), e
a sua capacidade para afetar a estrutura conformacional das proteinas do complexo V, ou
seja, a fracdo de Fo da ATP sintase, induzindo a fuga de protdes, como evidenciam 0s
efeitos no estado 4 de oligomicina (Fig. 2.9A) e a diminuigdo do Ay (Fig. 2.11). O efeito
inibidor no complexo | do sistema de transporte de eletrGes é sugerido pela diminuigéo
significativa do estado 4-FCCP (Fig. 2.9A) e do Ay observados em mitocondrias

energizadas com glutamato/malato (Fig. 2.11), em comparacdo com as ligeiras alteragoes
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observadas nas mitocondrias energizadas com succinato (Figs. 2.9B e 2.12). Este efeito
inibidor no complexo | da respiracdo pode também contribuir para as disfuncdes
mitocondriais observadas com altas concentracbes de isotretinoina. E possivel que estas
disfun¢des mitocondriais possam estar subjacentes ou contribuir para 0s numerosos efeitos
secundarios observados nos doentes tratados com altas concentragdes de isotretinoina
(Goodfield et al., 2010; Sardana e Garg, 2011). Assim, a associacdo da isotretinoina com
outros compostos que promovam uma acao terapéutica aditiva/sinérgica, permite o uso de
concentra¢des mais baixas com menos efeitos secundéarios, o que pode ser uma importante
abordagem terapéutica e representar uma importante melhoria na qualidade de vida dos
doentes.

Quando a isotretinoina, em baixas concentra¢gBes (5 nmoles/mg proteina), foi
associada com o TAM ou 0 OHTAM, observou-se um efeito protetor na abertura do poro
da MPT, sem serem observadas alteracdes significativas no sistema fosforilativo e no
sistema de transporte de eletrdes (Fig. 2.14), em comparacdo com a isotretinoina
individualmente. No entanto, na associa¢ao da isotretinoina com o TAM observou-se uma
excecao para o estado 4 da respiracdo e para o ICR, tendo-se verificado uma estimulagao
do estado 4, que se pode dever, possivelmente a permeabilizacdo da membrana
mitocondrial interna a protbes induzida pelo TAM, como proposto por Cardoso et al.
(2001). O TAM e o OHTAM, em concentracdes que ndo alteraram a eficiéncia
fosforilativa mitocondrial (Cardoso et al., 2003), diminuiram a deplecdo de ATP induzida
pela isotretinoina (Tabela 2.2). A prevencdo do TAM e do OHTAM na MPT induzida pela
isotretinoina (Figs. 2.7 e 2.8), podera dever-se ao facto de ambos bloquearem o ANT na
membrana mitocondrial, diminuindo a interacdo da isotretinoina com o ANT ou
concorrendo para os locais de ligacdo da isotretinoina com o ANT.

Em conclusdo, este estudo demonstra que a isotretinoina induz diferentes alteracGes
mitocondriais, que incluem um aumento da sensibilidade das mitocondrias a MPT induzida
por Ca”*, mecanismo que é inibido pelo TAM e pelo OHTAM. Por outro lado, a disfuncéo
mitocondrial é um evento que desencadeia mecanismos de toxicidade e de morte celular,
devido a importante funcdo das mitocondrias na homeostase celular. Assim, o uso de
isotretinoina associada com o OHTAM pode ser uma estratégia terapéutica eficaz, com
efeitos secundarios reduzidos nas proteinas responsaveis pela producdo de energia na

célula.
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1. Introducao

A acitretina (Anforth et al., 2012; Kadakia et al., 2012) e a isotretinoina (Norris et
al., 2011; Pili et al., 2012) estdo atualmente a ser investigadas no tratamento de alguns
tipos de cancro, como referido anteriormente. De facto, estudos feitos em linhas celulares
de cancro da mama (Toma et al., 1997; Czeczuga-Semeniuk et al., 2001), melanoma (Niu
et al., 2005; Guruvayoorappan et al., 2008), e hepatoma (Arce et al., 2005) tém
demonstrado que a isotretinoina interfere com a progressao, diferenciacdo e sobrevivéncia
celular e induz mecanismos de apoptose. Tem também sido atribuido a acitretina um efeito
anticarcinogenico em linhas celulares de cancro da mama, de leucemia promielocitica
aguda (Frey et al., 1991), de carcinoma de células escamosas cutaneas (Lin et al., 2009),
de carcinoma de células escamosas da lingua (Ran et al., 2005) e de melanoma (Ren et al.,
2008). No entanto, pouco se conhece acerca dos mecanismos de acdo destes retinoides nas
linhas celulares tumorais.

Alguns trabalhos tém proposto que os RARs e 0s ERs, com uma base estrutural
semelhante (Chambon, 1996), poderdo apresentar mecanismos de intera¢do na inibicdo do
crescimento celular. De facto, tem-se verificado que a inibicdo do crescimento das células
de cancro da mama induzida pelos retinoides ¢ mais pronunciada nas células ER(+)
(Simeone e Tari, 2004). Além disso, tem sido referido que os RARs uma vez ativados
exercem efeitos antiestrogeénicos através da ligacdo dos ERs com os EREs (Demirpence et
al., 1994). Por outro lado, a regido N-terminal do recetor ERo. modula a atividade de
transcricdo dos RARs (Rousseau et al., 2003). Mais recentemente, diferentes trabalhos tém
demonstrado que o RARo é, provavelmente, um componente essencial dos ERs
(Ross-Innes et al., 2010) e que estes dois recetores nucleares podem cooperar numa
atividade de transcricdo eficaz em células de cancro da mama (Hua et al., 2009; Ross-Innes
et al., 2010). Tem também sido descrito que existe uma acdo sinergistica entre 0s
retinoides e 0 TAM nos mecanismos de morte celular em células do cancro da mama
(Searovic et al., 2009; Koay et al., 2010). Assim, estes estudos sugerem que a associa¢ao
dos retinoides com o0s antiestrogenios podera constituir uma terapéutica eficaz no
tratamento do cancro.

A eficiéncia terapéutica do TAM no tratamento do cancro da mama apresenta,
todavia, uma grande variabilidade interindividual e ineficacia, em muitos casos devido a

diferentes polimorfismos nos genes CYP3A4 e CYP2D6 (Damodaran et al., 2012; Kiyotani
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et al., 2012). Por outro lado, a utilizacdo terapéutica do TAM tem sido questionada e
limitada pelos seus inimeros efeitos adversos, dos quais se podem destacar o aumento da
incidéncia de cancro no endométrio e hepatomas em doentes com cancro da mama tratados
com TAM (Poirier e Schild, 2003; Brown, 2009). Por esses motivos, este composto foi
classificado pelo “International Agency for Research on Cancer” como um agente
carcinogénico do grupo 1 (IARC, 1996).

O OHTAM, que é um dos metabolitos ativos do TAM, poderd ser usado com
algumas vantagens, dado que apresenta uma afinidade para os ERs de 30 a 100 vezes
superior, uma maior atividade antiproliferativa (Goetz et al., 2008; Kiyotani et al., 2012),
uma maior tolerabilidade farmacoldgica (Sauvez et al., 1999) e uma menor toxicidade
(Cruz Silva et al., 2001; Cardoso et al., 2002b) comparativamente com o TAM. Em
conformidade, o OHTAM pode constituir uma terapéutica mais eficaz na quimioprevencgao
do cancro da mama e de outras doencas neoplasicas que expressem os ERs. E também de
considerar que os retinoides em associacdo com 0s antiestrogénios possam vir a constituir
uma alternativa no tratamento do cancro, em que as células carcinogénicas expressem
conjuntamente os recetores RARs e ERs, como se observa em algumas linhas celulares de
cancro da mama ER(+) e de melanoma. No entanto, permanecem por esclarecer os efeitos
antiproliferativos conjuntos da acitretina e da isotretinoina com os antiestrogénios.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos antiproliferativos da acitretina e da
isotretinoina individualmente ou em associagdo com os antiestrogénios, em linhas celulares

de melanoma e de cancro da mama ER(+).

2. Materiais e métodos

2.1 Reagentes

O meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, “Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium), o antibiotico (penicilina-streptomicina-anfotericina), a sulforrodamina B (SRB),
0 Hoechst 33258, o iodeto de propidio (Pl), a ribonuclease (RNase), o Tween 20 e o Triton
X-100 foram obtidos da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). O soro bovino fetal
(FBS) e a Tripsina-EDTA foram obtidos da Invitrogen (Grand Island, NY, USA).
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2.2 Culturas celulares

As linhas celulares de melanoma de rato K1735-M2 e de cancro da mama humano
ER(+) MCF-7 usadas neste trabalho foram cedidas pelo Doutor Paulo Oliveira do Centro
de Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade de Coimbra.

As linhas celulares foram cultivadas em monocamada, em meio DMEM,
suplementado com 10 % (v/v) de FBS e 1% (v/v) de antibi6tico (penicilina-streptomicina-
anfotericina). As culturas foram mantidas a 37 °C, sob uma atmosfera humidificada com
5 % de CO,. As células foram passadas de 3 em 3 dias, com uma diluicdo em meio de
cultura de 1:8 no caso da linha celular K1735-M2 e de 1:4 no caso da linha celular MCF-7.
Apds atingirem uma confluéncia de 80 a 90%, as células foram lavadas duas vezes com
tampdao de fosfato isotonico (PBS)-EDTA, tendo o EDTA sido utilizado para quelatar o
Ca’*, permitindo que as células se destacassem mais facilmente do frasco de cultura. A
suspensdo celular foi incubada com 3 mL de Tripsina-EDTA, durante 3 minutos a 37 °C,
com o intuito de destacar as células (tripsinizacdo). Posteriormente, foram adicionados
3 mL de meio de cultura para terminar a reacdo de tripsinizacdo e obter as células
suspensas no meio de cultura.

Num novo frasco de cultura (75 cm®) foram adicionados 14 mL de meio de cultura e
1 mL da suspenséo de células K1735-M2, enquanto que para a linha celular MCF-7 foram
adicionados 13 mL de meio de cultura e 2 mL da suspensdo celular. Todas as operacdes
envolvidas no manuseamento das células e respetivos meios foram efetuadas em condigdes

de assepsia, utilizando material estéril e em cadmara de fluxo laminar.

2.3 Avaliacédo da viabilidade e morte celular
2.3.1 Ensaio da sulforrodamina B

O ensaio da SRB foi utilizado para determinar o efeito da acitretina e da isotretinoina
individualmente ou em associacdo com 0s antiestrogénios na viabilidade das linhas
celulares K1735-M2 e MCF-7. O ensaio da SRB, realizado como descrito por Papazisis et
al. (1997), consiste na quantificacdo espetrofotométrica do contetdo proteico de células,
em cultura, coradas com SRB, um corante brilnante de cor purplra, que se liga as

proteinas. Qualquer alteracdo no ndmero de células em cultura resulta numa alteracéo
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proporcional da quantidade do corante incorporado nas células, permitindo assim a
determinacéo da viabilidade celular.

Antes de proceder ao ensaio da SRB, as células K1735-M2 e MCF-7 foram
tripsinizadas, como descrito anteriormente, e contadas numa cadmara de Neubauer,
utilizando um microscépio O6tico Leica (Wetzlar, Germany). As células foram
posteriormente cultivadas em placas de 24 pocos com uma densidade celular de 1 x 10°
celulas/mL. Apos 24 horas de incubacgdo, adicionou-se a acitretina ou a isotretinoina ao
meio de cultura, em diferentes concentragdes (0,5; 1; 2; 5; 10; 20 e 40 uM). O TAM e 0
OHTAM (1; 2; 5; 7,5 e 10 uM) foram também adicionados as culturas celulares
individualmente ou em associa¢do com a acitretina ou a isotretinoina.

As placas com as celulas K1735-M2 foram recolhidas as 24, 48 e 72 horas de
incubagdo com os compostos a estudar, enquanto que as placas com as células MCF-7
foram recolhidas apenas ap6s 72 horas de incubacédo. Nos diferentes tempos de recolha, o
sobrenadante foi removido, as células foram lavadas duas vezes com uma solugéo salina de
PBS, pH 7,0. De seguida, adicionou-se 1 mL de &cido acético a 1 % (v/v) em metanol,
previamente arrefecido, e incubou-se as placas com as células durante pelo menos
24 horas, para permitir a sua fixagdo. O metanol em acido acético foi removido, as placas
foram secas numa estufa a 37 °C e foram adicionados 250 pL de uma solugédo de SRB
0,5% (w/v) com 1% de &cido acético, a cada poco. O excesso de SRB foi removido e as
células foram lisadas, utilizando uma solucéo de Tris-HCI 10 mM, pH 10. O lisado celular
obtido foi homogeneizado e foi determinada a absorvéncia a 540 nm, usando um leitor de
placas (PowerWave Xs, Biotek, USA).

O efeito aditivo, sinergistico ou antagonista dos compostos em cultura foi calculado
com base na equacdo de efeito multiplo, e quantificado pelo indice de combinacao (ClI)
(Chou, 2006):

[(D)1 / (Dx)1] + [(D)2 / (Dx)2], onde (Dx)1 e (Dx)2 sdo as concentracbes que
induzem x % de inibicdo do crescimento celular, (D)1 e (D)2 sdo as concentracdes em
combinacdo que também inibem x % do crescimento celular. Os valores de CI <1, CI=1,

Cl >1 indicam efeitos de sinergismo, aditivismo ou de antagonismo, respetivamente.
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2.3.2 Ensaio de excluséo do azul de tripano

A viabilidade celular das células K1735-M2 foi também avaliada utilizando o ensaio
de exclusdo do azul de tripano. Este método baseia-se no principio de que as células ndo
vidveis apresentam uma membrana permeavel que permite a entrada do corante nas
células, enquanto que as células vidveis apresentam membranas intactas, que impedem a
entrada do azul de tripano. Apé6s a entrada do corante nas células ndo viaveis, este
localiza-se nos nucleos que ficam corados de azul, permitindo assim distinguir células
viaveis de células ndo viaveis.

Os compostos em estudo [acitretina (5 pM) ou isotretinoina (0,5 M)
individualmente ou em associacdo com o0 TAM ou 0 OHTAM (5 puM)] foram adicionados
24 horas ap6s as células serem cultivadas em placas de 24 pocos (1 x 10° células/mL),
conforme descrito para os ensaios da SRB. Apos 72 horas de incuba¢do com 0s compostos
a estudar, procedeu-se a contagem das células presentes no sobrenadante e em
monocamada, em cada condicdo estudada. O sobrenadante de cada condicdo foi
centrifugado a 400 g durante 5 minutos e o sedimento ressuspenso em PBS, pH 7,4. As
células da monocamada foram tripsinizadas e centrifugadas a 400 g durante 5 minutos,
tendo o sedimento sido também ressuspenso em PBS, pH 7,4. Para a determinacdo do
namero de células no sobrenadante e de células aderentes, foram adicionados volumes
iguais da suspensdo celular e de azul de tripano e as células foram contadas numa camara

de Neubauer, utilizando um microscopio o6tico Leica (Wetzlar, Germany).

2.3.3 Determinacdo da lactato desidrogenase

A lactato desidrogenase (LDH) foi quantificada para determinar também o efeito da
acitretina e da isotretinoina em associacdo com o TAM ou 0 OHTAM na viabilidade
celular. Este ensaio baseia-se no facto de que as células que ndo apresentam uma
membrana celular integra libertam rapidamente a LDH para o sobrenadante. A viabilidade

celular é diretamente proporcional a quantidade de LDH libertada.
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A atividade da LDH foi avaliada determinando o NADH formado na reacdo do
lactato com o NAD", por agéo da LDH:

LDH
L-lactato + NAD" _— Piruvato + NADH + H*

A quantidade de NADH produzida é diretamente proporcional a atividade catalitica
da LDH.

As células K1735-M2 foram cultivadas com uma densidade celular de 1 x 10°
células/mL, conforme descrito anteriormente, e, ap6s 24 horas, foi adicionada a acitretina
(5 uM) ou a isotretinoina (0,5 uM) individualmente ou em associagdo com o0 TAM ou 0
OHTAM (5 pM). O controlo positivo foi realizado ap6s 72 horas de incubacdo,
adicionando 100 pL de Triton X-100 a 10% (v/v) a um controlo negativo (cultura celular
na auséncia dos compostos), e incubado durante 45 minutos. Posteriormente, 0
sobrenadante do controlo positivo e das amostras a estudar foi centrifugado a 14 000 g
durante 10 minutos, a 4 °C. De cada ensaio foram retirados 100 pL do sobrenadante, ao
qual se adicionou 1,90 mL de tampéo de Tris-hidrazina (Tris 80 mM, hidrazina 400 mM e
EDTA 5 mM, pH 9,5), 100 pL de uma solucédo de lactato 1 mM em HCIO4 a 3% e 0,3 mL
de NAD" 30 mM.

A quantidade de LDH, proporcional a concentracio de NADH formado, foi
determinada espetrofotometricamente pela leitura da absorvéncia a 340 nm. A % de LDH

foi calculada pela razéo entre a absorvéncia de cada ensaio e do controlo negativo.

2.3.4 Ensaio de coloracdo com Hoechst

A morfologia nuclear das células K1735-M2 foi analisada por microscopia de
fluorescéncia, por coloragdo com Hoechst 33258, um marcador de DNA cuja
fluorescéncia é azul. Este ensaio baseia-se na analise das alteracbes da morfologia
nuclear caracteristicas do processo de morte por apoptose (Nunes et al., 2008). A
membrana plasmatica das células fixadas é permeavel ao Hoechst 33258 e, por isso,
todos os nucleos coram de azul. No entanto, enquanto que os nlcleos das células viaveis
apresentam uma fluorescéncia azul difusa, os ndcleos das células apoptéticas
apresentam maior intensidade de fluorescéncia, possuindo a cromatina condensada e

possivelmente fragmentada, e tém menores dimensbes do que os nucleos das células
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vidveis, permitindo assim a identificacdo das celulas apoptdticas.

As placas de 24 pocgos foram cobertas com lamelas (12 mm de diametro), que
recobriram a superficie de cada pogo. Posteriormente, as células foram cultivadas
(1 x 10° células/mL), e apds 24 horas de incubagdo, a acitretina (5 M) e a isotretinoina
(0,5 pM) foram adicionadas individualmente ou em associagdo com o TAM ou o
OHTAM (5 uM). Ap6s 72 horas de incubagdo, o sobrenadante foi aspirado e as celulas
foram lavadas trés vezes com PBS, pH 7,4. As células aderentes foram fixadas com 4 %
(v/v) de paraformaldeido durante 15 minutos, seguido de trés lavagens com PBS
(pH 7,4), para remover o excesso de paraformaldeido. As lamelas foram colocadas
sobre uma gota de meio de montagem constituido com 50 % de glicerol em PBS, que
continha Hoechst 33258 a 4 ug/mL. As células apoptéticas foram identificadas pelo seu
nacleo fragmentado ou nucleo corado de azul brilhante, com DNA condensado,
utilizando um microscopio de fluorescéncia invertido Zeiss Axiovert (Goettingen,

Germany).

2.4 Avaliacéao do ciclo celular por citometria de fluxo

A andlise do ciclo celular das células K1735-M2 foi avaliada por citometria de fluxo,
tal como descrito por Serafim et al. (2008). Este ensaio baseia-se na intensidade de
fluorescéncia relativa dos nucleos corados, utilizando o Pl, um composto que intercala com
o0 DNA. Como a intensidade de fluorescéncia é diretamente proporcional a quantidade de
DNA existente nas células, e o conteddo de DNA varia nas diferentes fases do ciclo
celular, esta técnica permite distinguir as diferentes fases do ciclo celular — G1, S e G2/M.

As células foram cultivadas em placas de 24 pocos, como descrito anteriormente, e
apos 24 horas foi adicionada a acitretina (5 uM) ou a isotretinoina (0,5 pM)
individualmente ou em associa¢cdo com 0 TAM ou 0 OHTAM (5 uM). Apdbs 72 horas de
incubacdo, as células foram tripsinizadas e a suspensédo celular (células totais: aderentes e
ndo aderentes) foi ressuspensa e fixada numa solucdo de etanol a 70% (v/v), previamente
arrefecida, e posteriormente conservada a — 20 °C. De seguida, as células foram lavadas em
PBS com Tween a 0,1% (PBST). O Tween 20 é um detergente que permeabiliza a
membrana das células, permitindo assim a posterior entrada do Pl. As células foram
posteriormente ressuspensas em 0,5 mL de PBST contendo RNase 20 pg/mL e incubadas a

37 °C durante 45 minutos, a fim de prevenir a interferéncia do RNA na coloragdo com o PlI.
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Por ultimo, as células foram incubadas com Pl 20 ug/mL a 37 °C durante 30 minutos, para
posterior quantificacdo de DNA utilizando um citometro de fluxo FACS calibur (BD
Bioscience, San José, CA, USA). No total, foram adquiridos 10 000 eventos de cada
amostra. A percentagem de células em G1, S e G2/M presentes em cada amostra foi
determinada utilizando o programa ModFit LT 3.1.

2.5 Analise estatistica

Foi utilizado o SPSS, versdo 17 para Windows, Chicago, IL, EUA. Os resultados estdo
apresentados em média + SEM (erro padrdo da média). As diferencas entre 0s grupos
foram determinadas utilizando OneWay Anova associado ao teste de Tukey para
comparagdes multiplas. Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
Os graficos foram realizados usando o software GraphPad Prim 5 (San Diego, California).

3. Resultados

3.1 Efeito antiproliferativo da acitretina individualmente ou em associacdo com 0s
antiestrogénios em linhas celulares de melanoma e de cancro da mama.

3.1.1 Resultados

O efeito antiproliferativo da acitretina individualmente ou em associacdo com 0s
antiestrogénios foi avaliado em linhas celulares de melanoma K1735-M2 (Fig. 3.1) e de
cancro da mama MCF-7 (Fig. 3.2), utilizando o ensaio da SRB.

Nos estudos com concentracfes crescentes de acitretina (0,5 — 40 uM) em culturas
celulares de melanoma K1735-M2, verificou-se que apds 24 horas de incubacdo, houve um
efeito inibidor significativo na proliferacdo celular, para concentrac@es iguais ou superiores
a 20 uM, comparativamente ao controlo negativo. Apos 48 horas de incubacdo, a acitretina
em concentragdes > 0,5 uM diminuiu significativamente o crescimento celular, sendo este
efeito mais pronunciado apds 72 horas de incubacdo (Fig. 3.1A). Os valores de 1C50 nédo

foram atingidos para nenhum destes tempos de incubagdo. Nos estudos com TAM

118



Capitulo III Efeitos antiproliferativos da acitretina e da isotretinoina

(2,5 — 10 puM), observdmos um decréscimo significativo na proliferacdo celular para
concentragdes > 7,5 uM (Fig. 3.1B). O valor de IC50 apo6s 24 horas de incubagdo foi de
8,95 uM, enquanto que, ap6s 48 e 72 horas de incubacdo foram de 7,06 e 6,31 UM,
respetivamente. Relativamente ao OHTAM (2,5 — 10 uM), verificou-se um decréscimo
significativo no crescimento celular, para concentragdes iguais ou superiores a 7,5 UM,
apos 24 horas de incubacdo. Apos 48 e 72 horas, 0 OHTAM induziu um efeito inibidor
significativo para concentragcdes > 5 uM (Fig. 3.1C). Os valores de IC50, apo6s 24, 48 ¢
72 horas de incubacao foram de 6,95; 5,24 e 5,19 uM, respetivamente.
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Figura 3.1 - Efeito da acitretina individualmente e em associa¢cdo com 0 TAM ou com
0 OHTAM em cultura de células de melanoma K1735-M2, utilizando o ensaio da
sulforrodamina B. As células foram incubadas com a acitretina (A), o TAM (B) ou o
OHTAM (C) individualmente durante 24, 48 e 72 horas e com a acitretina em
associagdo com o0 TAM ou com 0 OHTAM durante 72 horas (D). Os resultados séo
apresentados como a média £ SEM de oito experiéncias independentes. C(-): controlo
negativo; T24: 24 horas; T48: 48 horas; T72: 72 horas; Acit: acitretina; ***p <0,001,
**p <0,01 e *p <0,05 versus C(-); *"'p <0,001 e "p <0,05 versus acitretina; ***p <0,001
versus TAM; *p <0,001 versus OHTAM.
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Quando a acitretina (5 pM) foi associada com 0 TAM (2,5 puM), verificou-se uma
diminuicdo significativa na proliferacdo celular, em relacdo ao controlo negativo e ao
TAM individualmente, mas com um valor semelhante & acitretina. No entanto, a
associagdo com o TAM (5 uM) induziu uma reducdo significativa no crescimento celular,
comparativamente a acitretina e ao TAM (Fig. 3.1D), com um valor de CI de cerca de
0,81. A associacéo de acitretina (5 uM) com 0 OHTAM (2,5 e 5 uM) induziu uma reducao
significativa no crescimento celular, em comparagdo com o controlo negativo, com o
OHTAM e a acitretina. A associacdo com OHTAM (5 pM) induziu um efeito inibidor
mais significativo, relativamente a acitretina (Fig. 3.1D), com um valor de CI de cerca de
0,73.

Os efeitos antiproliferativos da acitretina individualmente ou em associagdo com o
TAM ou 0 OHTAM foram também avaliados numa linha celular de cancro da mama
MCF-7 (Fig. 3.2). Ap6s 72 horas de incubacdo, a acitretina induziu uma reducéo
significativa no crescimento celular apenas para concentracdes iguais ou superiores a
20 puM (Fig. 3.2A). No entanto, e tal como observado na linha celular K1735-M2, o valor
de IC50 tambem néo foi atingido. A incubacdo do TAM ou do OHTAM em concentracdes
> 1 uM induziu uma diminuigéo significativa da proliferagdo celular, comparativamente ao
controlo negativo. A proliferacdo celular diminuiu gradualmente na presenca de
concentragdes crescentes de TAM e OHTAM; tendo sido esta inibicdo mais acentuada com
0 OHTAM para todas as concentragdes testadas, em comparacdo com o TAM (Figs. 3.2B e
3.2C).

Relativamente a associacdo da acitretina com o0s antiestrogenios, observou-se que a
acitretina (5 uM) associada com o TAM (7,5 uM) induziu uma diminuicédo significativa na
proliferacdo celular, em comparacdo com o controlo negativo e com a acitretina
(Fig. 3.2D), apresentando um valor de CI de 0,98. A associacdo da acitretina (5 uM) com o
OHTAM (7,5 uM) induziu um efeito inibidor significativo relativamente ao controlo
negativo, a acitretina e ao OHTAM (CI = 0,91) (Fig. 3.2D). No entanto, continuam por
esclarecer se estes efeitos antiproliferativos se devem a um mecanismo de paragem do

ciclo celular ou a indugéo de mecanismos de morte celular.
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Figura 3.2 - Efeito da acitretina individualmente e em associacdo com o TAM ou com
0 OHTAM em culturas de células de cancro da mama MCF-7, utilizando o ensaio da
sulforrodamina B. As células foram incubadas com a acitretina (A), o TAM (B), o
OHTAM (C) individualmente e com a acitretina em associa¢cdo com o TAM ou com 0
OHTAM (D), durante 72 horas. Os resultados sdo apresentados como a média = SEM
de oito experiéncias independentes. C(-): controlo negativo; Acit: acitretina;
***p <0,001, **p <0,01 e *p <0,05 versus C(-); ""p <0,001 e p <0,01 versus
acitretina; *p <0,05 versus OHTAM.

Os efeitos citotdxicos induzidos pela acitretina individualmente ou em associacao

com os antiestrogénios foram também avaliados na linha celular de melanoma K1735-M2,

utilizando o ensaio de exclusdo do azul de tripano (Fig. 3.3), a determinacdo da LDH

(Tabela 3.1) e o ensaio de coloracdo com Hoechst (Fig. 3.4). Em todas as condic¢des, 0

namero de células presentes no sobrenadante ndo representou mais do que 3% do total de

células (resultados ndo apresentados). Analisando as células aderentes, verificou-se que a

acitretina (5 pM) individualmente ou em associacdo com o TAM ou com 0 OHTAM

(5 M) ndo induziram alteragdes significativas no nimero de células ndo viéveis. Contudo,

0 numero total de células diminuiu significativamente quando a acitretina foi associada

com o TAM, em comparacdo com o controlo negativo. O OHTAM (5 pM)
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individualmente ou em associagdo com a acitretina também diminuiu significativamente o
nimero de células totais, no entanto a associacdo destes compostos reduziu

significativamente o numero de células comparativamente com a acitretina e 0 OHTAM

individualmente (Fig. 3.3).
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Figura 3.3 - Efeito da acitretina individualmente e em associa¢gdo com o TAM ou com
0 OHTAM em culturas de células de melanoma K1735-M2, utilizando o ensaio de
exclusdo do azul de tripano. As células foram incubadas com acitretina
individualmente e em associacdo com 0 TAM ou com o OHTAM, durante 72 horas.
Os resultados sdo apresentados como a média = SEM de trés experiéncias
independentes. C(-): controlo negativo; Acit: acitretina; ***p <0,001 e **p <0,01
versus C(-); *p <0.001 versus acitretina; “p <0,01 versus OHTAM.

Os valores de LDH também ndo foram alterados na presenca de acitretina (5 pM)

individualmente ou em associacdo com 0 TAM ou com 0 OHTAM (5 uM) (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 — Efeito da acitretina individualmente e em associagdo com o TAM ou

com 0 OHTAM nos niveis de LDH, ap6s 72 horas de incubagao.

Acitretina
LDH (%
(uM) (%)
C(-) 0,00 + 0,02
C(+) 100,00 + 5,98
5 1,48 +0,17
TAM (uM) 5 5,54 + 0,90
5 5 5,34 + 0,85
OHTAM (pM) 5 4,15 +0,62
5 5 3,77+0,75
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Como se pode observar na figura 3.4, ndo se verificou qualquer aumento do nimero
de células apoptoticas, apds 72 horas de incubacdo com a acitretina, 0 TAM ou 0 OHTAM

ou com a acitretina associada com o TAM ou com 0 OHTAM (Fig. 3.4).

-
-

Figura 3.4 — Imagens de fluorescéncia de culturas de células de melanoma K1735-M2

incubadas com acitretina individualmente e em associacdo com o0 TAM ou com 0
OHTAM. As células foram coradas com o corante especifico de DNA Hoechst 33258
e incubadas na auséncia de compostos (A), na presencga de acitretina (B), TAM (C),
acitretina + TAM (D), OHTAM (E) e acitretina + OHTAM (F), durante 72 horas.

Todas as imagens foram adquiridas com uma ampliacdo de 400x.
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Os efeitos da acitretina individualmente e em associacdo com 0s antiestrogénios
foram também estudados no ciclo celular na linha de células de melanoma K1735-M2
(Fig. 3.5). A acitretina (5 pM), o TAM e o OHTAM (5 pM) aumentaram
significativamente a percentagem de células em G1 e diminuiram a percentagem de células
na fase G2. No entanto, 0 OHTAM também diminuiu significativamente a percentagem de
células na fase S, relativamente as condicBes controlo. A acitretina (5 pM) associada com
0 TAM (5 pM) induziu um aumento significativo na percentagem de células na fase G1 e
na fase S, relativamente ao controlo negativo, e no que se refere a fase S, significativo em
comparacdo com o TAM. Observou-se também uma reducdo significativa na percentagem
de células em G2, em comparacdo com o controlo negativo, com o TAM e com a acitretina
(Fig. 3.5A). A associagdo do OHTAM com a acitretina aumentou tambem
significativamente a percentagem de células em G1, quando comparado com o controlo
negativo e com a acitretina; verificou-se igualmente uma diminuicdo da percentagem de
células na fase G2 relativamente ao controlo negativo, e aos dois compostos

individualmente (Fig. 3.5B).
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Figura 3.5 - Efeito da acitretina individualmente e em associagdo com o TAM ou com
0 OHTAM nas fases do ciclo celular em culturas de células de melanoma K1735-M2,
utilizando o iodeto de propideo. As células foram incubadas com acitretina
individualmente e em associagdo com o TAM (A) ou com 0 OHTAM (B), durante
72 horas. Os resultados sdo apresentados como a média + SEM de trés experiéncias
independentes. C(-): controlo negativo; Acit: acitretina; ***p <0,001 e **p <0,01
versus C(-); "p <0,05 versus acitretina; ***p <0,001 e **p <0,01 versus TAM; *p <0,01
versus OHTAM.
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3.1.2 Discussao

Os mecanismos antiproliferativos da acitretina em linhas celulares tumorais estéo
pouco clarificados e sdo controversos, provavelmente, porque 0s ensaios tém sido
realizados em diferentes linhas celulares que apresentam diferentes expressoes dos RARS.
De facto, Ran et al. (2005) verificaram que a acitretina (10 puM) induz um efeito
antiproliferativo numa linha de carcinoma de células escamosas da lingua, por induzir
paragem do ciclo celular na fase GO/G1, e por promover a morte celular por mecanismos
de apoptose através de processos mitocondriais. Todavia, Ren et al. (2008) referiram
também que o efeito antiproliferativo da acitretina (10 puM) numa linha celular de
melanoma se deve exclusivamente a capacidade deste retinoide para induzir apoptose por
processos mitocondriais.

Os resultados do nosso trabalho demonstraram que a acitretina induziu um efeito
antiproliferativo nas linhas celulares K1735-M2 (Fig. 3.1A) e MCF-7 (Fig. 3.2A), com um
efeito mais significativo na linha celular de melanoma. Este efeito antiproliferativo da
acitretina (5 uM) na linha celular K1735-M2 ocorreu essencialmente devido a mecanismos
de paragem do ciclo celular e ndo a indugdo de mecanismos de morte celular, como se
pode observar pelo aumento significativo da percentagem de células na fase GO/G1
(Fig. 3.5), sem haver alteracdes no nimero de células ndo viaveis (Fig. 3.3), nos valores de
LDH (Tabela 3.1) e no numero de células apoptdticas (Fig. 3.4).

O TAM e 0 OHTAM apresentaram também um efeito antiproliferativo nas linhas
celulares K1735-M2 (Figs. 3.1B e 3.1C) e MCF-7 (Figs. 3.2B e 3.2C), com efeito mais
pronunciado na linha celular MCF-7. Verificou-se que o efeito antiproliferativo do TAM e
do OHTAM na linha celular de melanoma ocorreu também devido a uma paragem do ciclo
celular na fase GO/G1 (Fig. 3.5) e ndo a mecanismos de morte celular (Figs. 3.3 e 3.4 e
Tabela 3.1), a semelhanca do que tem sido referido para o TAM (Osborne et al., 1983;
Otto et al., 1996) e para 0 OHTAM (Butler e Kelsey, 1988; Watts et al., 1994) em linhas
celulares de cancro da mama. Considerando que o melanoma tem sido descrito como um
tumor ER(+) (Mori et al., 2006; de Giorgi et al., 2011), € possivel que este efeito
antiproliferativo ocorra através de uma via dependente dos ERs, semelhante ao que ja foi
descrito para a inibicdo do TAM ou do OHTAM em linhas celulares de cancro da mama
(Bardon et al., 1984; Taylor et al., 1984). Além disso, é provavel que os antiestrogénios
possam também induzir paragem do ciclo celular na fase GO/G1 nas linhas celulares de

melanoma através de um mecanismo semelhante, dependente dos ERs, em que pode
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também ocorrer a diminuicdo da expressdo de varios genes alvo do ERa incluindo a ciclina
D1 e a c-myc, o que, consequentemente, leva a inibicdo da sintese de DNA
(Doisneau-Sixou et al., 2003). No entanto, permanece por esclarecer a participacdo dos
ERs, ou dos genes alvo do ERa na inibicdo do crescimento celular das células de
melanoma. E também de referir que 0 OHTAM apresentou uma atividade antiproliferativa
mais significativa do que o TAM nas linhas celulares K1735-M2 (Fig. 3.1B) e MCF-7
(Fig. 3.2B), provavelmente devido & sua maior capacidade antiestrogénica. De facto, sabe-
se que o OHTAM tem uma afinidade para os ERs que € cerca de 30 a 100 vezes superior
ao TAM e também uma maior acdo inibidora da proliferacdo celular no cancro da mama
(Goetz et al., 2008; Kiyotani et al., 2012).

Por outro lado, o0s resultados demonstraram também que a acitretina
(5 uM), associada com o0 TAM ou 0 OHTAM (5 uM) teve um efeito antiproliferativo
aditivo/sinergistico na linha celular MCF-7 (ClAcit + TAM = 0,98;
ClAcit + OHTAM = 0,91) (Fig. 3.2B). No entanto, na linha celular K1735-M2 o efeito
antiproliferativo foi mais pronunciado (Fig. 3.1B) do que na linha celular MCF-7
(Fig. 3.2B), com uma acéo sinergistica em ambas as associacdes (CIAcit + TAM = 0,81;
ClAcit + OHTAM = 0,73). Além disso, estes efeitos sinergisticos ndo foram devidos a
mecanismos de morte celular (Figs. 3.3 e 3.4 e Tabela 3.1), mas provavelmente a paragem
do ciclo celular na fase GO/G1 (Fig. 3.5). Contudo, a associagdo da acitretina com o
OHTAM apresentou uma maior percentagem de células na fase GO/G1 (Fig. 3.5B) em
comparacgdo com a associacao de acitretina com o TAM (Fig. 3.5A). Como descrito para 0s
retinoides, que inibem o crescimento de linhas celulares de melanoma através da ativacao
dos RARy (Schadendorf et al., 1994), é possivel que a acitretina atue através de
mecanismos dependentes dos RARs e 0s antiestrogénios através de mecanismos
dependentes de ERS, e que estes dois recetores possam ter um mecanismo de interacdo nos
mecanismos de inibicdo de crescimento das células do melanoma. Estes resultados podem
também ser devidos ao facto dos RA apresentarem uma maior capacidade para inibir as
células do cancro da mama ER(+), do que para inibir as células ER(-) (Simeone e Tari,
2004). No entanto, mantém-se por esclarecer o envolvimento dos RARs e dos ERs na
inibicdo do crescimento celular, bem como a identificacdo das moléculas reguladoras
destes mecanismos de paragem do ciclo celular.

Por conseguinte, a capacidade dos antiestrogénios e da acitretina para agirem
sinergicamente na inibicdo do crescimento das células altamente agressivas e metastaticas

de melanoma representa uma estratégia terapéutica promissora para melhorar o efeito
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antiproliferativo de cada composto individualmente. Todavia, como a associacdo da
acitretina com o OHTAM apresenta uma maior inibicdo da proliferagdo das linhas
celulares de cancro, deve considerar-se que esta associacdo podera apresentar uma maior

eficacia no tratamento do melanoma e do cancro da mama.

3.2 Efeito antiproliferativo da isotretinoina individualmente ou em associa¢do com
o0s antiestrogénios em linhas celulares de melanoma e de cancro da mama

3.2.1 Resultados

O efeito antiproliferativo da isotretinoina individualmente e em associagdo com 0s
antistrogenios foi avaliado na linha celular de melanoma K1735-M2 (Fig. 3.6) e na linha
celular de cancro da mama MCF-7 (Fig. 3.7), utilizando o ensaio da SRB, conforme
referido anteriormente para o estudo da acitretina.

No ensaio da SRB, ap0s 24 horas de incubacdo das culturas celulares com
isotretinoina (0,5 — 40 uM), verificamos um efeito inibidor significativo na proliferacédo
celular, apenas para a concentracdo de cerca de 40 pM, comparando com o controlo
negativo. Contudo, o valor de IC50 ndo foi atingido. Apds 48 e 72 horas de incubacéo, a
isotretinoina em concentragdes > 0,5 uM induziu uma redugao significativa no crescimento
celular (Fig. 3.6A) e os valores de IC50 foram de 27,09 e 0,45 uM, respetivamente.

A associacdo da isotretinoina (0,5 puM) com o TAM (2,5 uM) induziu uma
diminuicdo significativa na proliferacdo celular, quando comparada com o controlo
negativo, mas de valor semelhante a isotretinoina e ao TAM. No entanto, a associacdo com
o0 TAM (5 uM) induziu uma reducao significativa no crescimento celular em comparagéo
com a isotretinoina e o TAM (Fig. 3.6B), apresentando um valor de Cl de 0,93. A
isotretinoina (0,5 uM) associada com o OHTAM (2,5 e 5 uM) reduziu significativamente o
crescimento celular em comparacdo com o controlo negativo e com o0 OHTAM. Contudo, a
associacdo com o0 OHTAM (5 uM) promoveu um efeito inibidor mais pronunciado do que
a associacdo com o TAM, sendo esse efeito estatisticamente significativo relativamente ao
controlo negativo, a isotretinoina e ao OHTAM (Fig. 3.6C), apresentando um valor de ClI
de 0,75.
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Figura 3.6 — Efeito da isotretinoina individualmente e em associacdo com o TAM ou
com 0 OHTAM em cultura de células de melanoma K1735-M2, utilizando o ensaio da
sulforradamina B. As células foram incubadas durante 24, 48 e 72 horas com a
isotretinoina individualmente (A) e em associagdo com o TAM (B) ou com o
OHTAM (C), durante 72 horas. Os resultados sdo apresentados como a média £ SEM
de oito experiéncias independentes. C(-): controlo negativo; T24: 24 horas;

T48: 48 horas; T72: 72 horas; Iso: isotretinoina; ***p< 0.001 e **p< 0.01 versus
$3%

+

"p< 0.001 e "p< 0.05 versus isotretinoina; **p< 0.001 versus

controlo negativo;
TAM; ##p< 0.001 versus OHTAM.

O estudo do efeito antiproliferativo da isotretinoina (0,5 — 40 uM) na linha celular
MCF-7 (Fig. 3.7A) sugere que este retinoide, em concentragdes > 0,5 uM reduz a
percentagem de células, comparando com o controlo negativo. Quando a isotretinoina foi
associada com o TAM (7,5 uM) ou com o0 OHTAM (7,5 uM), a proliferacdo celular
diminuiu significativamente quando comparada a isotretinoina, aos antiestrogénios
individualmente e ao controlo negativo (Fig. 3.7B), tendo-se verificado um valor de CI de
0,84 para a associagdo com 0 OHTAM (7,5 uM) e um valor de 0,88 para a associagdo com
0 TAM (7,5 uM).
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Figura 3.7 — Efeito da isotretinoina individualmente e em associagdo com o TAM ou
com o OHTAM em culturas de células de cancro da mama MCF-7, utilizando o
ensaio da sulforradamina B. As células foram incubadas com a isotretinoina
individualmente (A) e em associacdo com o TAM (B) ou com 0 OHTAM (C), durante
72 horas. Os resultados sdo apresentados como a média + SEM de oito experiéncias
independentes. C(-): controlo negativo; T72: 72 horas; Iso: isotretinoina; ***p <0,001
e *p <0,05 versus C(-); "p <0,001 versus isotretinoina; *p <0,05 versus TAM:;
*p <0,05 versus OHTAM.

O efeito citotoxico induzido pela isotretinoina individualmente e em associagdo com
0s antiestrogénios foi também avaliado na linha celular de melanoma K1735-M2,
utilizando o ensaio de exclusdo do azul de tripano (Fig. 3.8), a determinacdo da LDH
(Tabela 3.2) e 0 ensaio de coloragdo com Hoechst (Fig. 3.9).

Como se pode observar na figura 3.8, apds 72 horas de incubacdo, a isotretinoina
(0,5 uM) n&o induziu qualquer efeito significativo no numero de células ndo viaveis.
Contudo, verificou-se um decréscimo significativo no numero total de células, em
comparagdo com o controlo negativo (Fig. 3.8A).

O TAM e 0 OHTAM (5 puM) individualmente ou a associacdo do TAM com a
isotretinoina ndo induziram qualquer alteracdo no nimero de células ndo viaveis, contudo
0 numero total de células diminuiu significativamente quando comparado com o controlo
negativo (Figs. 3.8A e 3.8B). A associacdo da isotretinoina com 0 OHTAM também néo
induziu diferencas no niamero de células ndo viaveis, no entanto o nimero de células totais
foi reduzido, quando comparado com a isotretinoina € com o controlo negativo
(Fig. 3.8B).
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Figura 3.8 - Efeito da isotretinoina individualmente ou em associagdo com o0 TAM ou

com o OHTAM em culturas de células de melanoma K1735-M2, utilizando o ensaio

de exclusdo do azul de tripano. As células foram incubadas com a isotretinoina

individualmente e em associacdo com 0 TAM (A) ou com 0 OHTAM (B), durante

72 horas. Os resultados sdo apresentados como a média + SEM de trés experiéncias

independentes. C(-): Controlo negativo; Iso: isotretinoina; ***p <0,001, **p <0,01 e

*p <0,05 versus C(-); “p <0,05 versus isotretinoina.

Apos 72 horas de incubacdo, ndo foram tambem observadas alteracdes nos niveis de

LDH na presenca de isotretinoina individualmente e em associagdo com o0 TAM ou com 0

OHTAM (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 — Efeito da isotretinoina individualmente e em associacdo com o0 TAM ou

com 0 OHTAM nos niveis de LDH, apds 72 horas de incubacao.

Isotretinoina

(M) LDH (%)
C() 0,00 + 0,01
C(+) 100,00 + 5,98
5 1,73+0,71
TAM (uM) 5 531+ 1,57
5 5 4,38 + 1,49
OHTAM (uM) 5 4,80 + 1,90
5 5 1,30 £0,75
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Os estudos com o corante de DNA Hoechst ndo mostraram também qualquer
aumento no numero de células apoptdticas, apos incubacdo das células com isotretinoina

individualmente e em associagcdo com o TAM ou com 0 OHTAM (Fig. 3.9).

Figura 3.9 - Imagens de fluorescéncia de culturas de células de melanoma K1735-M2
incubadas com isotretinoina individualmente e em associacdo com o0 TAM ou com 0
OHTAM. As células foram coradas com o corante especifico de DNA Hoechst 33258
e incubadas na auséncia de compostos (A), na presenca de isotretinoina (B), TAM
(C), isotretinoina + TAM (D), OHTAM (E) e isotretinoina + OHTAM (F), durante

72 horas. Todas as imagens foram adquiridas com uma ampliacéo de 400x.
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O efeito da isotretinoina individualmente e em associa¢do com os antiestrogénios foi
também avaliado no ciclo celular em culturas de células de melanoma K1735-M2
(Fig. 3.10).
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Figura 3.10 - Efeito da isotretinoina individualmente e em associagdo com o TAM ou
com o OHTAM nas fases do ciclo celular em culturas de células de melanoma
K1735-M2, utilizando o iodeto de propideo. As células foram incubadas com
isotretinoina individualmente e em associacdo com o0 TAM (A) ou com 0 OHTAM
(B), durante 72 horas. Os resultados sdo apresentados como a méedia =+ SEM de trés
experiéncias independentes. C(-): controlo negativo; Iso: isotretinoina; ***p <0,001,
**p <0,01 e *p <0,05 versus C(-);""p <0,001, "p <0,01 e p <0,05 versus
isotretinoina; ***p <0,001 e **p <0,01 versus TAM; *p <0,001 e *p <0,05 versus
OHTAM.

A isotretinoina (0,5 uM) induziu um aumento significativo na percentagem de
células na fase G1 e uma reducdo significativa das células na fase G2, em comparacdo com
0 controlo negativo. A associacdo da isotretinoina (0,5 pM) com o TAM (5 puM) induziu
um aumento significativo na percentagem de células na fase G1 e na fase S, relativamente
ao controlo negativo, e no que se refere a fase S, significativo em comparacdo com o
TAM. Observou-se também uma diminuicdo significativa na fase G2 relativamente ao
controlo negativo, ao TAM e a isotretinoina (Fig. 3.10A). A associacdo da isotretinoina
com o OHTAM induziu um aumento significativo na percentagem de células na fase G1 e
uma reducdo significativa na percentagem de células na fase G2, quando comparado com o
controlo negativo, com a isotretinoina e 0 OHTAM; e uma reducdo significativa das

células na fase S, relativamente a isotretinoina (Fig. 3.10B).
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3.2.2 Discussao

Os resultados deste trabalho demonstraram que a isotretinoina em concentragdes
superiores ou iguais a 0,5 UM, apresentou um efeito antiproliferativo na linha celular
K1735-M2, sendo esse efeito mais significativo apds 72 horas de incubacdo (Fig. 3.6). O
efeito antiproliferativo da isotretinoina ocorreu devido a paragem do ciclo celular na fase
GO/G1 (Fig. 3.10), dado que ndo se observaram mecanismos de morte celular, tal como se
pode verificar pelo nimero de células ndo viaveis (Fig. 3.8), pelos niveis de LDH
(Tabela 3.2), e pelo niamero de células apoptéticas (Fig. 3.9). Além disso, como as
concentracOes de isotretinoina utilizadas nestes ensaios foram inferiores as concentragdes
utilizadas nos ensaios mitocondriais (Capitulo 1), podemos considerar que os efeitos
antiproliferativos ndo estdo relacionados com alteragdes nas fun¢des mitocondriais. Por
outro lado, os resultados deste trabalho estdo de acordo com outros estudos que
descreveram que a isotretinoina inibe o ciclo celular na fase GO/G1 (Niu et al., 2005;
Vuletic et al., 2010). Todavia, tem também sido referido que a isotretinoina em
concentracdes de 10 uM induz mecanismos de apoptose em linhas celulares de melanoma,
por processos dependentes da mitocondria (Niu et al., 2005; Guruvayoorappan et al.,
2008), o que se deve, provavelmente, a diferenca nas concentragdes utilizadas no nosso
estudo, que sdo muito inferiores as utilizadas nos estudos mitocondriais (Capitulo I1). Por
outro lado, observamos que nas linhas celulares de melanoma e de cancro da mama, o
TAM e 0 OHTAM associados com a isotretinoina aumentaram de forma sinergistica o
efeito antiproliferativo de ambos os compostos individualmente e que a associacdo com o
OHTAM teve um efeito inibidor na proliferacdo celular superior ao da associagcdo com o
TAM (Figs. 3.6 e 3.7). Adicionalmente, os resultados na linha celular K1735-M2 sugerem
que o efeito antiproliferativo do OHTAM e do TAM, quando associados com a
isotretinoina, ndo ocorreu devido a mecanismos de morte celular (Figs. 3.8 e 3.9 e
Tabela 3.2), podendo ser uma consequéncia da paragem do ciclo celular (Fig. 3.10). De
facto, estes resultados indicaram que esta associacdo aumenta a percentagem de células na
fase GO/G1 do ciclo celular de forma semelhante ao que esta descrito para o TAM e para a
tretinoina nas células MCF-7 (Searovic et al., 2009; Koay et al., 2010).

Considerando que 0os RARs e 0s ERs sdo dois recetores nucleares que tém uma
estrutura semelhante e que podem cooperar numa atividade transcricional efetiva nas

células do cancro da mama (Hua et al., 2009; Ross-Innes et al., 2010), é também possivel
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que nas células de melanoma possa ocorrer um mecanismo semelhante. No entanto, pouco
se sabe acerca do mecanismo de acdo destes recetores nas células de melanoma.

Em conclusdo, este estudo sugere que a isotretinoina em associa¢do com 0 OHTAM
ou com o TAM inibe o crescimento das células de melanoma por paragem do ciclo celular
na fase GO/G1. No entanto, a associacdo da isotretinoina com 0 OHTAM tem uma maior

acdo antiproliferativa e podera ser mais eficaz no tratamento do melanoma.
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Capitulo IV Efeito citogenotéxico dos retindides

1. Introducao

A terapéutica com retinoides sintéticos e frequentemente utilizada no tratamento de
doencas inflamatorias da pele. Como descrito anteriormente, a acitretina é frequentemente
utilizada no tratamento da psoriase moderada e grave (Ormerod et al., 2010; Dunn et al.,
2011). A isotretinoina e preferencialmente utilizada no tratamento da acne vulgaris
(Rigopoulos et al., 2010; Figueiredo et al., 2011b), embora possa nalguns casos ser
também utilizada no tratamento da psoriase vulgaris (Mortazavi et al., 2011).

As terapéuticas com acitretina (Ormerod et al., 2010; Dunn et al.,, 2011) e
isotretinoina (Goodfield et al., 2010; Sardana e Garg, 2011) estdo frequentemente
associadas a diferentes efeitos adversos, que podem ser reduzidos diminuindo as doses
terapéuticas. A associacdo e o0 uso alternado de diferentes terapéuticas constitui uma
pratica clinica comum no tratamento da psoriase vulgaris, por aumentar a eficacia
terapéutica e minimizar as reacOes adversas. A monoterapia com acitretina ou com
isotretinoina € menos eficaz do que a terapéutica combinada com NBUVB ou com PUVA.
Além disso, a associacdo da acitretina (Ozdemir et al., 2008; Monfrecola e Baldo, 2009) e
da isotretinoina (Anstey e Hawk, 1997; Mortazavi et al., 2011) com NBUVB ou com
PUVA permite a aplicacdo de doses mais baixas de cada agente terapéutico, reduzindo
simultaneamente os efeitos secundarios e aumentando a eficicia terapéutica, relativamente
a monoterapia.

No tratamento da acne, para reduzir ou evitar os efeitos adversos, sdo utilizadas
baixas doses de isotretinoina (10-20 mg/dia), por um periodo de tratamento prolongado
(Amichai et al., 2006; Sardana e Garg, 2011).

A escolha do tratamento adequado na psoriase vulgaris e na acne vulgaris deve ter
em conta a eficacia terapéutica e os efeitos adversos. Alguns estudos em linhas celulares e
em doentes tém referido que a exposicdo a NBUVB (Tzung e Runger, 1998; Ferahbas et
al., 2004) ou a PUVA (Sardas et al., 1994; Hamurcu et al., 2002; Baysal et al., 2003) induz
lesbes no DNA e que hd um aumento da incidéncia de cancro de pele nos doentes com
psoriase vulgaris tratados com PUVA (Archier et al., 2012). Os estudos que existem na
literatura sobre a genotoxicidade dos retinoides sdo, no entanto, controversos. Tem sido
referido que a tretinoina in vitro (10-100 uM) aumenta a frequéncia de MN em linfocitos
humanos e em culturas de linfécitos de rato (Alakhras et al., 2011). Relativamente a

isotretinoina, um estudo referiu que quando administrada (30-40 mg/dia) a doentes com
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acne induz danos no DNA (Georgala et al., 2005), enquanto outro estudo, in vitro,
descreveu que a isotretinoina (0,01 - 10 uM) ndo causa lesbes no DNA (Trizna et al.,
1992). Para a acitretina, existe um estudo de genotoxicidade que refere que a acitretina em
concentragdes elevadas (50-100 uM), ndo tem efeito genotdxico (Stephanou et al., 2004).
Pouco se conhece, portanto, sobre o potencial genotéxico da acitretina e da isotretinoina
individualmente ou em associacdo com as terapéuticas de NBUVB ou de PUVA.

Por outro lado, tendo em conta que os retinoides em associagdo com 0s
antiestrogénios poderdo constituir uma alternativa na quimioprevencdo do cancro, torna-se
importante determinar o potencial genotoxico da associacdo dos retinoides com o0s
antiestrogénios.

O objetivo deste trabalho foi estudar a atividade genotdxica da acitretina e da
isotretinoina, atraves da realizacdo de estudos in vivo, utilizando amostras de sangue de
doentes com psoriase vulgaris e acne vulgaris, tratados com acitretina ou isotretinoina em
monoterapia ou em terapéuticas associadas com NBUVB ou com PUVA,; foram também
realizados estudos in vitro, utilizando amostras de sangue de voluntarios saudaveis,
incubados com acitretina ou com isotretinoina a diferentes concentragdes, equivalentes ou
superiores as atingidas no sangue, com doses terapéuticas. Por altimo, foram tambem
avaliados os efeitos genotoxicos da acitretina em estudos in vitro, utilizando amostras de

sangue incubadas com a acitretina em associagdo com o TAM e com 0 OHTAM.

2. Materiais e métodos

2.1 Reagentes

O meio “Roswell Park Memorial Institute Medium” (RPMI) 1640, a L-glutamina, a
penicilina, a PHA, a Cyt-B, a ciclofosfamida, a staurosporina, o histopaque 1,119, o

histopaque 1,077, a agarose “low melting point”, a agarose ‘“normal melting point” e o
SYBR Green foram obtidos da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). O meio de

montagem Vectashield foi fornecido por Vector Laboratories, Inc. (Burlingame, USA).
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2.2 Caracterizacéo dos doentes

Os doentes foram selecionados na consulta de dermatologia dos Hospitais da
Universidade de Coimbra (HUC) e incluidos no estudo previamente aprovado pela
Comissdo de Etica dos HUC. Todos os doentes foram esclarecidos sobre a natureza do
ensaio clinico e deram o seu consentimento. Foram incluidos neste estudo 19 doentes
(13 homens e 6 mulheres) com psoriase vulgaris e 2 doentes (homens) com acne vulgaris,
com idades entre 0s 33 e 0s 66 anos.

Nenhum dos doentes tinha feito medicacdo sistémica, fototerapia ou
fotoquimioterapia no més anterior a colheita. Foram excluidos deste estudo os doentes com
outras patologias, tais como diabetes mellitus, doencas hepaticas, renais ou
cardiovasculares ou com outras doencas dermatologicas.

Os doentes foram observados clinicamente nas consultas de dermatologia, nos dias
da colheita de sangue. A avaliagdo clinica e analitica dos doentes com psoriase vulgaris foi
feita quando a doenca estava na fase ativa, antes de iniciarem o tratamento (TO0), e apds
12 semanas (T12) de tratamento.

A gravidade da acne vulgaris e da psoriase vulgaris foi avaliada pelo mesmo
dermatologista, para diminuir a subjetividade da avaliacdo. A acne vulgaris foi classificada
como papulo-pustulosa ligeira ou moderada/grave (Katsambas et al., 2004; Figueiredo et
al., 2011b). A psoriase vulgaris foi classificada de acordo com a gravidade, como ligeira
para valores de PASI abaixo de 10, moderada para valores de PASI entre 10 e 20, e grave
para valores de PASI superiores a 20 (Fredriksson e Pettersson, 1978; Naldi e Gambini,
2007).

O tipo de tratamento foi decidido pelo dermatologista, de acordo com a gravidade da
doenca e da historia clinica e terapéutica de cada doente.

Dezasseis doentes com psoriase vulgaris (13 homens e 3 mulheres) foram tratados
com acitretina (administracdo oral de uma céapsula Neotigason ® -25 mg/dia) em
monoterapia ou em associacdo com NBUVB ou com PUVA.

Cinco doentes (2 homens com acne vulgaris e trés mulheres com psoriase vulgaris)
foram tratados com isotretinoina, por administracdo oral de uma capsula de 8 mg/dia
(isotropil, Lab. Azevedos®) ou de 20 mg/dia (genérico), em monoterapia ou em associagdo
com NBUVB.

139



Efeito citogenotdxico dos retindides

A irradiacdo com NBUVB (311 £+ 2 nm) foi feita numa cabine Waldmann 7001 K
(UVA/UVB-TLO1; Waldmann Medizintechnik, Villigen-Schwenningen, Germany). A
dose inicial, dependente do fototipo do doente, foi de 0,1-0,3 J/cm?. Foi aplicado um
esquema de dose crescente, aumentando 0,1-0,2 J/cm? em cada sessdo (trés vezes por
semana), até ser alcancada uma dose maxima de 2,5 Jicm® A dose total de irradiacéo
NBUVB variou 15,3-54,3 J/cm? (29,53 + 3,33 J/cm?).

A irradiacdo com UVA (320-400 nm) foi aplicada no mesmo tipo de cabine. O
8-metoxipsoraleno (0,6 mg/kg peso) foi administrado 2 horas antes da irradiagdo com
UVA; a dose inicial foi de 2-3 J/lcm?, de acordo com o fototipo. Foi também utilizado um
esquema de dose crescente, com um aumento de 0,5 J/cm? em cada sessdo (trés vezes por
semana), até ser alcancada uma dose maxima de 12 J/cm?. A dose total de irradiacdo UVA
variou de 33,0-342,5 Jlcm® (178,0 + 24,8 Jicm?). Os olhos e 0s 6rgéos genitais foram
protegidos durante a irradiacao.

Dos 16 doentes tratados com acitretina, cinco foram tratados com acitretina em
monoterapia e 0S outros com terapéutica combinada. Destes, cinco foram tratados com
acitretina + PUVA e seis com acitretina + NBUVB (Tabela 4.1).

Os 16 doentes foram estudados clinicamente e as amostras de sangue foram
recolhidas para os estudos de genotoxicidade na fase ativa da psoriase vulgaris, antes de
iniciar o tratamento, como se referiu anteriormente, e reavaliados ap6s 12 semanas de
tratamento (T12).

A tabela 4.2 apresenta os dados demogréaficos e clinicos dos doentes tratados com
isotretinoina. Dois doentes apresentavam acne vulgaris, um ligeiro e outro
moderado/grave, e foram tratados durante 12 semanas com 8 mg/dia e 20 mg/dia de
isotretinoina (administracdo oral), respetivamente. Trés doentes apresentavam psoriase
vulgaris, um com psoriase moderada, que foi tratado com 20 mg de isotretinoina/dia,
durante 24 semanas, e dois com psoriase grave, que foram tratados com 20 mg/dia de
isotretinoina + NBUVB, durante 12 semanas. Todos os doentes foram avaliados
clinicamente e as amostras de sangue recolhidas para os estudos de genotoxicidade, na fase
ativa da doenca, antes de iniciar a terapéutica (T0) e apds 12 semanas de terapéutica (T12);
os doentes tratados com isotretinoina durante 24 semanas (dois com acne e um com

psoriase), foram também avaliados, ap0s as 24 semanas de tratamento.
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Tabela 4.1 — Dados demogréficos e clinicos dos doentes com psoriase vulgaris, tratados com

acitretina em monoterapia ou em associacdo com irradiagdo com NBUVB ou com irradiagdo com

PUVA.
Acitretina Acitretina + NBUVB Acitretina + PUVA
(n=5) (n=16) (n=5)
Idade 51,6 +4,9 51,3+3,5 53,6 £3,3
(anos) 38 - 66 39 -60 45 - 62
Bura(;ao da 290+ 6,2 27.3+43 20,6 £7,8
oenca 12 — 49 15— 44 1-47
(anos)
25 mg acitretina 25 mg acitretina
12 semanas de 25 mg acitretina (diario) (diario)
Tratamento (diario) NBUVB PUVA
(trés vezes semana) (trés vezes semana)
Dose Total
NBUVB/ UVA . 29,53 + 3,33 178,0 + 24,8
2 15,3 -54,3 33,0-342,5
(I cm)
TO T12 T0 T12 TO T12
PASI 142+51 6,7+23 26,3 £4,6 4,6 £ 1,4** 39,8142 10,2 £ 8,7*

114"

Os valores sdo apresentados como a média + SEM (erro padrdo da média) e intervalo entre valor maximo e

minimo; TO: antes de iniciar a terapéutica; T12: apds 12 semanas de tratamento; **p < 0,01, *p < 0,05 versus TO.
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Tabela 4.2 — Dados demogréaficos e clinicos dos cinco doentes com psoriase vulgaris e com acne

vulgaris tratados com isotretinoina em monoterapia ou em associa¢do com irradiacdo com NBUVB.

|dade 35 33 35 35 35
(anos)
Doenca e
Tipo de Acne Acne Psoriase Psoriase Psoriase
Tratamento 24 sem 24 sem 24 sem 12 sem 12 sem
(semanas)
Doenca
Severidade
Acne Papulo-pustulosa Papulo-pustulosa

Ligeira Moderada/grave
Psoriase Moderada Grave Grave

(PASI = 13.3) (PASI = 24.0) (PASI =41.7)

Duracéo da
Doenca 1 1 3 10 20

(anos)
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Para os ensaios in vitro foi colhido sangue de cinco voluntarios aparentemente
saudaveis, com valores hematoldgicos e bioquimicos normais, sem historia de doencas
inflamatorias, infeciosas ou dermatoldgicas, ndo fumadores e sem terem recebido qualquer
tratamento no més anterior a este estudo. Estes cinco voluntarios saudaveis foram
utilizados como grupo controlo para os estudos in vivo, feitos em doentes com psoriase

vulgaris e com acne vulgaris.

2.3 Avaliagéo da citogenotoxicidade

As amostras de sangue periférico foram colhidas para tubos com heparina. Para
proceder aos ensaios in vitro e in vivo, as amostras de sangue (0,3 mL) foram cultivadas
em meio de cultura RPMI 1640, suplementado com FBS a 10 % (v/v), contendo
L-glutamina 200 mM, penicilina (50 IU/mL) e PHA a 1 % (v/v) para promover a
proliferacdo dos linfécitos. Este procedimento decorreu em condicbes de assepsia,

utilizando uma camara de fluxo laminar e material esterilizado.

2.3.1 Ensaios in vitro

Para estudar os efeitos citogenotdxicos da acitretina e da isotretinoina em culturas de
sangue in vitro, a acitretina e a isotretinoina foram adicionadas em diferentes
concentragoes (1,2; 2,4; 5; 10 e 20 uM) ao meio de cultura, apos a adicdo de PHA. A
acitretina (5 uM) foi também adicionada em associacdo com o0 TAM ou com 0 OHTAM
(5 e 10 uM), apos a adicdo de PHA. Apesar da acitretina, da isotretinoina, do TAM e do
OHTAM serem metabolizados pelas enzimas do complexo enzimatico P450, os ensaios in
vitro foram efetuados na auséncia da mistura enziméatica S9, uma vez que 0 nosso objetivo
era estudar os efeitos genotoxicos da acitretina e da isotretinoina individualmente, e da
acitretina em associacdo com o TAM ou com 0 OHTAM, e ndo dos seus metabolitos; além
disso, permitiu-nos comparar os resultados dos estudos in vitro com os obtidos nos estudos
in vivo em que os retinoides passaram por processos de absorcdo e de metabolismo.

O controlo negativo (amostras de sangue de voluntarios com 0,4 % (v/v) de PBS) e 0

controlo positivo (com ciclofosfamida 17,9 uM ou com staurosporina 10,7 puM, para o
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ensaio do CBMN e para o ensaio do cometa, respetivamente), e tal como as amostras teste,
foram incubados durante 72 horas (37 °C, 5% de CO,), apds a adicdo de PHA, e dos

compostos em estudo.

2.3.2 Ensaios in vivo

Para o estudo in vivo do efeito citogenotdxico da acitretina e da isotretinoina
procedeu-se a cultura de sangue de doentes com psoriase vulgaris e com acne vulgaris,
segundo os procedimentos ja referidos nos ensaios in vitro, antes do inicio da terapéutica e
ap6s 12 semanas de tratamento. As culturas celulares foram também mantidas a 37°C
numa atmosfera com 5 % de CO,, durante 72 horas.

2.3.3 Ensaio do micronucleo com bloqueio de citocinese (CBMN)

O ensaio do CBMN foi realizado de acordo com Fenech (2000), em ambos 0s
estudos in vivo e in vitro. As culturas de células foram preparadas como descrito
anteriormente. Apds 44 horas de incubacéo, foi adicionada Cyt-B (5 mg/mL), um inibidor
do fuso mitotico que inibe a citocinese, e que permite, portanto, identificar os linfocitos
mitoticos sob a forma de linfécitos binucleados. Apds 72 horas de incubacéo, os linfocitos
foram isolados por centrifugacdo em gradiente de densidade (700 g, 20 minutos,
temperatura ambiente), utilizando dois meios com densidades diferentes (histopaque 1,119
e histopaque 1,077). Os linfocitos foram lavados duas vezes com PBS a pH 7,4, contendo
3 % (v/v) de FBS (400 g, 8 minutos, temperatura ambiente), e de seguida foram fixados
com uma solucdo de acido acético e metanol (3:1). Apos centrifugacédo (400 g, 8 minutos,
4 °C) o sedimento de linfécitos foi ressuspenso em cerca de 100 puL da mesma solucéo de
acido acético e metanol, e a suspensdo celular foi colocada em laminas de vidro e corada
com corante Wright (Haematology, 1984). Procedeu-se a observacdo microscépica
(microscopio Otico Leica Wetzlar, Germany), registando-se o numero de linfocitos
binucleados com MN, de acordo com os critérios propostos por Fenech (2000). Foi
também avaliada a percentagem de células com 1, 2, 3 e 4 nucleos, contando 500 linfécitos

em cada lamina.
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O CBPI foi calculado de acordo com Surrales et al. (1995):

[1 x N1] + [2 x N2] + [3 x (N3 + N4)]J/N, onde N1-N4 representa 0 nimero de
ceélulas com 1-4 nucleos, respetivamente, e N o namero total de células contadas. A % de
citostase foi calculada para avaliar a inibicédo da proliferacéo celular, como se segue:

100 — 100 [(CBPIt+-1)/ (CBPIc-1)], onde CBPI+ e CBPIc representam o CBPI das
amostras teste e do controlo, respetivamente (OECD, 2010). A frequéncia de células
apoptéticas e necréticas foi determinada num total de 1000 células (viaveis e ndo viaveis),
de acordo com Fenech et al. (1999): células apoptéticas - células com condensacdo da
cromatina, fragmentacdo nuclear, corpos apopt6ticos e com membrana citoplasmatica
intacta; células necrdticas - células com citoplasma péalido ou perda de citoplasma,
membrana citoplasmatica danificada, membrana nuclear danificada/irregular e estrutura
nuclear parcialmente intacta. Este ensaio permite, portanto, avaliar ndo sO a

genotoxicidade, mas também a citotoxicidade de um composto em estudo.

2.3.4 Ensaio do cometa

Este teste foi efetuado nos ensaios in vitro e in vivo e realizado de acordo com Tice et
al. (1991). Para os ensaios in vivo e in vitro usou-se sangue de doentes e de individuos
saudaveis, respectivamente. Os linfocitos foram isolados por gradiente de densidade e
lavados com PBS a pH 7,4, contendo FBS 3 % (v/v). Obtida a suspenséo de linfocitos, foi
avaliada a concentracdo celular da suspensdo, contando os linfocitos numa camara de
Neubauer, num microscopio 6tico (Leica, Wetzlar, Germany). Preparou-se uma suspensao
celular de 1 x 10° linfécitos/mL. Adicionaram-se 15 pL desta suspensdo celular a 85 pL de
agarose “low melting point” a 1% (w/v), previamente aquecida a 37 °C. Esta mistura, foi
colocada sobre uma lamina previamente coberta com 2 mL de agarose ‘“normal melting
point” a 1% (w/v), sobrepondo seguidamente uma lamela, de forma a cobrir a superficie da
agarose. As laminas foram colocadas a 4 °C durante 5 minutos, para solidificar a agarose.
Removida a lamela, as laminas foram imersas numa solucdo constituida por NaCl 2,5 M,
EDTA 100 mM, Tris 10 mM e 1% (v/v) de Triton-X-100 (pH 10), durante 1 hora e
45 minutos a temperatura de 4 °C, para promover a lise celular. As laminas foram
posteriormente imersas numa solucdo altamente alcalina constituida por NaOH 300 mM e
EDTA 1 mM (pH 13), durante 1 hora a 4 °C, para permitir o desenrolamento do DNA. As

laminas foram lavadas duas vezes numa solugdo de Tris-Borato-EDTA (TBE), durante
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10 minutos, a 4 °C. De seguida foram colocadas numa tina de eletroforese horizontal e
imersas na solucdo de TBE. A tina foi ligada a uma fonte de energia (Power Pac Basic,
Bio-Rad, UK) tendo-se procedido a eletroforese, a uma voltagem constante de 25 V,
durante 30 minutos. Todo este procedimento foi realizado a 4 °C, no escuro, para prevenir
a degradacdo do DNA. As laminas foram imersas por trés vezes numa solugdo tampéo
constituida por Tris-HCI 0,4 M (pH 7,5), durante 10 minutos a 4 °C, para neutralizar as
amostras. De seguida procedeu-se a coloracdo com SYBR Green previamente diluido em
Vectashield (1/1000). Utilizando um microscopio de fluorescéncia (Nikon, Japan), foram
contadas 100 células por amostra, e avaliado o TL e o TM utilizando o software de analise
Comet Score™ versdo 1.5 (TriTek Corp).

2.4 Andlise estatistica

Foi utilizado o SPSS, versdo 17 para Windows, Chicago, IL, EUA. Os resultados dos
ensaios in vitro séo apresentados em meédia + SEM e em mediana (interquartil 25 - 75). Os
resultados dos ensaios in vivo sdo apresentados em média £ SEM ou em valores médios
para cada doente (os ensaios foram feitos em triplicado). As diferencas entre 0s grupos
(testes in vitro) foram determinadas usando o teste OneWay Anova associado ao teste de
Tukey para comparagdes multiplas, para os parametros que apresentaram uma distribuicao
normal. O teste ndo-paramétrico de Kruskal Wallis H foi utilizado no caso dos parametros
apresentarem uma distribuicdo ndo-Gaussiana, e em caso de significado estatistico, foram
efetuadas comparaces individuais (dois grupos) utilizando o teste de Mann-Whitney. Para
comparar 0s parametros apresentados pelos doentes antes de iniciar a terapéutica (TO) e
apos 12 semanas de tratamento (T12), foi utilizado o teste t-Student emparelhado. Um
valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Os graficos foram

realizados usando o software GraphPad Prim 5 (San Diego, California).
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3. Resultados

3.1 Efeito citogenotéxico da acitretina individualmente ou em associagdo com
antiestrogeénios, fotoquimioterapia ou com fototerapia de banda estreita

3.1.1 Resultados

Os resultados apresentados pelos doentes com psoriase vulgaris foram analisados de
acordo com a terapéutica utilizada - acitretina, acitretina + NBUVB e acitretina + PUVA.
Os dados clinicos e demograficos dos doentes com psoriase vulgaris foram ja apresentados
na Tabela 4.1.

Os trés grupos apresentavam idades e duracdo da doenca semelhantes. A maioria dos
doentes apresentou na fase ativa da doencga, em TO, uma psoriase moderada a grave. Ap0os
12 semanas de terapéutica (T12), os trés grupos apresentaram uma diminuicdo dos valores
de PASI; o grupo de doentes tratados com acitretina + PUVA apresentou uma reducao
significativa do valor de PASI e apenas um doente ndo atingiu o estado de remissdo; dos
doentes tratados com acitretina + NBUVB, apesar da diminuicdo significativa no PASI,
apenas trés doentes atingiram a remissdo; o grupo de doentes tratados com acitretina
apresentou uma reducdo do PASI, embora sem significado estatistico, e o estado de
remissdo foi apenas atingido por um doente. Estes resultados sugerem que as associacoes
terapéuticas, acitretina + NBUVB e acitretina + PUVA, sdo mais eficazes do que a
acitretina em monoterapia.

A figura 4.1 apresenta as frequéncias de MN observadas em doentes com psoriase
(Fig. 4.1A), de acordo com o tratamento, e nos estudos in vitro (Fig. 4.1B), de acordo com
a concentracao de acitretina.

Os estudos in vivo mostraram que em TO todos os doentes apresentavam uma
frequéncia de MN semelhante ao controlo negativo; em T12, tanto os doentes tratados com
acitretina + NBUVB como os tratados com acitretina + PUVA, apresentavam uma
tendéncia para valores superiores na frequéncia de MN; no entanto, apenas os doentes
tratados com acitretina + PUVA atingiram um aumento estatisticamente significativo na
frequéncia de MN, quando comparados com o controlo negativo. O grupo de acitretina

apresentou uma tendéncia para a reducgdo na frequéncia de MN (Fig. 4.1A).
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Os estudos in vitro com a acitretina em concentragdes de 1,2-20 uM (Fig. 4.1B)
reforcaram os resultados dos estudos in vivo, uma vez que se observou também uma

tendéncia para a reducdo da frequéncia de MN, em comparagdo com o controlo negativo.
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Figura 4.1 - Frequéncia de microntcleos (MN) em linfdcitos binucleados (BN)
observada nos estudos in vivo em doentes com psoriase vulgaris, de acordo com o
tratamento instituido (A), e em estudos in vitro, de acordo com a concentracdo de
acitretina (B). Para o controlo negativo [C(-)] e para o controlo positivo [C(+)] foram
usadas amostras de sangue de cinco voluntarios saudaveis. [C(-)]: sangue total com
PBS (0,4%, v/v), [C(+)]: sangue total com ciclofosfamida 17,9 uM; Acit: acitretina;
ReNBUVB: acitretina + NBUVB; RePUVA: acitretina + PUVA; TO: antes de iniciar
a terapéutica; T12: ap6s 12 semanas de tratamento; ***p <0,001 e *p <0,05 versus
C(-). Controlo historico de nosso laboratério para a frequéncia de MN do controlo
negativo (n = 36): 3,00 (2,00-3,00).

Para estudar os efeitos genotdxicos foi também utilizado o ensaio do cometa, como
foi referido, (Tabela 4.3), tendo-se avaliado os valores de TL e TM, pardmetros que
refletem lesdes no DNA.

Tal como observado para as frequéncias de MN, o0s doentes com psoriase
apresentaram valores de TL e TM, em TO e em T12, semelhantes aos do controlo negativo.
Os resultados dos estudos in vitro com a acitretina em concentracfes crescentes de
1,2-20 uM (Tabela 4.3) mostraram também valores semelhantes de TL e TM, comparados

com o controlo negativo.
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Tabela 4.3 — Andlise do ensaio do cometa em doentes com psoriase vulgaris, de
acordo com a terapéutica instituida, e em estudos in vitro com diferentes
concentracgdes de acitretina.

Comprimento da “Tail moment”
Cauda (TL) (um) (TM) (%)
C(-) -- 5,36 + 0,66 0,20 +£0,02
C(+) -- 38,55 + 5,70*** 14,81 + 2,46***
Estudos in vivo
o TO 5,27 £ 0,41 0,33 +0,06
Acitretina
T12 4,28 +0,86 0,27 £ 0,04
Acitretina TO 9,03+1,86 0,61 +£0,14
+NBUVB T12 7,80 £ 1,30 0,61 +0,15
Acitretina TO 6,13 +2,36 0,48 £0,33
+ PUVA T12 7,53 +1,43 0,45 + 0,27
Estudos in vitro
Acitretina (LM) 1,2 2,91 +£0,97 0,16 £ 0,04
2,4 4,06 +1,37 0,20 +£0,08
5 4,87 +0,87 0,18 + 0,02
10 475+1,31 0,22 +0,08
20 4,88 +2,02 0,19 +£ 0,06

Os valores estdo expressos como a média £ SEM (erro padrdo da média). Para o controlo
negativo [C(-)] e para o controlo positivo [C(+)] foram usadas amostras de sangue de cinco
voluntarios saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS (0,4%, v/v), [C(+)]: sangue total com
staurosporina 10,7 uM; ReNBUVB: acitretina + NBUVB; RePUVA: acitretina + PUVA,; TO:
antes de iniciar a terapéutica; T12: ap6s 12 semanas de tratamento; ***p <0,001 versus
C(-). Controlo histérico do nosso laboratdrio para os parametros TL e TM do controlo negativo
(n=36): 3,00 (3,00-10,50) e 0,13 (0,05 - 0,57), respetivamente.

O ensaio do CBMN permite também avaliar o CBPI, que reflete a proliferacédo
celular e a extensdo da citostase (%). Antes de iniciarem a terapéutica, os doentes dos
diferentes grupos apresentaram valores de CBPI semelhantes aos do controlo negativo
(Fig. 4.2A). Apds 12 semanas de terapéutica, os doentes tratados com acitretina ou com

acitretina + NBUVB apresentaram valores significativamente menores de CBPI, em
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comparagdo com o controlo negativo. No entanto, o grupo tratado com acitretina + PUVA,
durante 12 semanas, apresentou uma reducdo significativa nos valores de CBPI,
comparativamente com TO. Em conformidade com estes resultados, os grupos de acitretina
e de acitretina + NBUVB apresentaram valores de citostase mais baixos que os dos doentes
tratados com acitretina + PUVA (Fig. 4.2A).

Os estudos in vitro com concentragdes crescentes de acitretina (Fig. 4.2B) mostraram
uma tendéncia para diminuir os valores de CBPI e para aumentar a percentagem de
citostase, o0 que esta de acordo com os resultados in vivo (Fig. 4.2B).

A 3 T0 B
2.0- - T2 2.0n - Aci
*k *%
. —
1.54 1.5
o
o 1.0+ 1.0+
[&]
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Acitretina ReNBUVB RePUVA Acitretina (uM) 12 24 5 10 20
Ti2 ,
11.2 10.0 15.6 Citostase (%o) - 125 116 125 22,6

Clitostase (%o)

Figura 4.2 - indice de proliferacdo com bloqueio de citocinese (CBPI) observado nos
estudos in vivo em doentes com psoriase vulgaris, de acordo com o tratamento
instituido (A) e em estudos in vitro com diferentes concentrac6es de acitretina (B). O
controlo negativo [C(-)] e o controlo positivo [C(+)] foram preparados com amostras
de sangue de cinco voluntérios saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS (0,4%, Vv/v),
[C(+)]: sangue total com ciclofosfamida 17,9 uM. Acit: Acitretina; ReNBUVB:
Acitretina + NBUVB; RePUVA: Acitretina + PUVA; TO: antes de iniciar a
terapéutica; T12: apds 12 semanas de tratamento; **p <0,01 versus C(-); ~p <0,01
versus TO. Controlo histérico de nosso laboratério para os valores de CBPI do
controlo negativo (n = 36): 1,63 (1,61-1,64).

Como foi referido, o ensaio do CBMN permite também avaliar os efeitos citotoxicos,
tendo sido determinada a percentagem de linfécitos apopt6ticos e necréticos nos diferentes
grupos terapéuticos dos doentes com psoriase vulgaris e nos estudos in vitro com

diferentes concentracdes de acitretina (Fig. 4.3).
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Figura 4.3 - Percentagem de células apoptdticas (A) e necroticas (B) observada nos
estudos in vivo em doentes com psoriase vulgaris, de acordo com a terapéutica, e a
percentagem de células apoptédticas (C) e necréticas (D) em estudos in vitro com
diferentes concentracdes de acitretina. O controlo negativo [C(-)] foi preparado com
amostras de sangue de cinco voluntarios saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS
(0,4%, viv); Acit: Acitretina; ReNBUVB: Acitretina + NBUVB; RePUVA: Acitretina
+ PUVA,; TO: antes de iniciar a terapéutica; T12: ap6s 12 semanas de tratamento;
***n <0,001, **p <0,01, *p <0,05 versus C(-);*p <0,05 versus TO; “p <0,05 versus
1,2 uM acitretina. Controlo histérico do nosso laboratério da percentagem de células
apoptéticas e necréticas do controlo negativo (n = 36): 2,16 (1,71-2,93) e 2,36
(1,90-3,28), respetivamente.

Apos 12 semanas de terapéutica, verificou-se que os doentes tratados com acitretina
ou com acitretina + NBUVB apresentaram um aumento significativo na percentagem de
linfocitos apoptdticos, em comparacdo com TO. Embora ndo tenha sido observada
nenhuma alteracdo significativa nos doentes tratados com acitretina + PUVA, verificou-se
uma tendéncia para o aumento das células apoptoticas (Fig. 4.3A). Relativamente as

celulas necrdticas, verificou-se que nenhuma das terapéuticas induziu alteracdes
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significativas (TO versus T12). No entanto, 0s grupos de acitretina e acitretina + PUVA
apresentaram uma percentagem de células necréticas significativamente mais alta do que o
controlo negativo (Fig. 4.3B).

Os estudos in vitro com acitretina demonstraram que a % de células apoptdticas
aumentou com concentragdes crescentes de acitretina, atingindo um valor significativo
para concentragcbes de 5 uM; para concentragfes mais elevadas de 10 e 20 uM, a
percentagem de células apoptéticas ndo aumentou (Fig. 4.3C). Verificou-se também que a
percentagem de células necrdticas aumentou com concentrages crescentes de acitretina,
atingindo um valor significativo para concentracfes de acitretina de 10 e 20 uM
(Fig. 4.3D).

Quando a acitretina (5 uM) foi associada com o TAM ou com 0 OHTAM (5 e
10 pM) as frequéncias de MN (Fig. 4.4) e os valores de TL e TM (Tabela 4.4) foram

semelhantes aos observados com o controlo negativo.
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Figura 4.4 — Frequéncia de microntcleos (MN) em linfécitos binucleados (BN)
observada em estudos in vitro com acitretina em associacdo com o TAM ou com o
OHTAM. Para o controlo negativo [C(-)] e o controlo positivo [C(+)] foram usadas
amostras de sangue de cinco voluntarios saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS
(0,4%, v/v), [C(+)]: sangue total com ciclofosfamida 17,9 puM; Acit: acitretina;
***n< 0,001 versus C(-).
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Tabela 4.4 - Analise do ensaio do cometa, de cinco experiéncias in vitro com

acitretina em associacdo com os antiestrogénios, TAM e OHTAM.

Concentracdes Acitretina Comprimento  “Tail moment”
(M) (HM) da Cauda (um) (%)

C() - - 5,04 + 0,66 0,20 + 0,02
CH) 17,9 - 38,55 £ 570%** 14,81 + 2,46%***
-- -- 5 4,84 + 0,98 0,18 £0,03

TAM 5 - 6,58 + 1,19 0,21+ 0,04
5 5 5,19 +£0,79 0,22 £ 0,06

10 -- 8,92 £1,49 0,33+ 0,08

10 5 6,98 + 1,02 0,28 £ 0,10

OHTAM 5 - 6,41 + 1,36 0,18 £ 0,05
5 5 5,69 £0,89 0,18 £0,03

10 - 6,05 £ 0,83 0,23 £0,04

10 5 5,83+ 0,73 0,21 £0,03

Os valores estdo expressos como a média £ SEM (erro padrdo da média). Para o controlo

negativo [C(-)] e para o controlo positivo [C(+)] foram usadas amostras de sangue de cinco

voluntarios saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS (0,4%, v/v), [C(+)]: sangue total com

staurosporina 10,7 uM. ***p <0,001 versus C(-).

Relativamente ao efeito da acitretina em associacdo com o TAM ou com 0 OHTAM

na proliferacdo dos linfécitos, verificou-se que os valores de CBPI e da percentagem de

citostase eram semelhantes aos apresentados pelo controlo negativo. O OHTAM (10 uM),

individualmente, induziu uma diminuicao significativa no valor de CBPI, no entanto, como

se referiu, a sua associacdo com a acitretina (5 UM) ndo induziu nenhuma alteracao

significativa nos valores de CBPI e de citostase, em comparacdo com o controlo negativo

(Fig. 4.5).
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Figura 4.5 — indice de proliferagio com bloqueio de citocinese (CBPI) observado em
estudos in vitro com acitretina (5 uM) em associacdo com o0 TAM ou com 0 OHTAM
(5 e 10 uM). O controlo negativo [C(-)] e o controlo positivo [C(+)] foram preparados
com amostras de sangue de cinco voluntarios saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS

(0,4%, viv); [C(+)]: sangue total com ciclofosfamida 17,9 uM; Acit: acitretina;

*p <0,05 versus C(-).

Os efeitos citotoxicos da acitretina individualmente ou em associacdo com o0 TAM
ou com o OHTAM foram também avaliados pela determinacdo da percentagem de
linfocitos apoptdticos e necraticos, utilizando o ensaio do CBMN (Fig. 4.6). A adicdo de
TAM ou de OHTAM (5 e 10 puM) induziu um aumento significativo na percentagem de
células necrdticas, em comparacdo com o controlo negativo. Quando a acitretina foi
associada com o0 TAM ou com o OHTAM verificou-se um aumento da percentagem de
células apoptoticas, relativamente aos antiestrogénios individualmente e ao controlo
negativo. Além disso, as associagdes com 0 TAM e o0 OHTAM aumentaram também a
percentagem de células necréticas em comparacdo com a acitretina e com as condi¢cdes

controlo, no entanto, a associacdo com o TAM aumentou também a percentagem de

células necrdticas relativamente ao TAM individualmente (Fig. 4.6).
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Figura 4.6 - Percentagem de células apoptdticas (A) e necroticas (B) observada nos

estudos in vitro com acitretina (5 pM) associada com o0 TAM (5 e 10 uM), e

percentagem de células apoptédticas (C) e necréticas da acitretina (5 pM) associada
com 0 OHTAM (5 e 10 uM) (D). O controlo negativo [C(-)] foi preparado com
amostras de sangue de cinco voluntarios saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS
(0,4%, VvIv); Acit: acitretina; ***p <0,001 versus C(-); *"p <0,001 e *p <0,05 versus
acitretina; **p <0,001 e *p <0,05 versus TAM; *p <0,05 versus OHTAM.

3.1.2 Discussao

A acitretina é atualmente usada no tratamento da psoriase moderada e grave, no

entanto, o efeito citotdxico e o potencial risco genotoxico estdo pouco esclarecidos. Neste

sentido, procedeu-se ao estudo dos efeitos citotdxicos e genotdxicos da acitretina, atraves

da realizacdo de estudos in vivo, utilizando culturas de sangue de doentes tratados com

acitretina em monoterapia ou em associacdo com NBUVB ou com PUVA, e de estudos in

vitro utilizando culturas de sangue de voluntarios saudaveis, incubados com acitretina em

concentragdes equivalentes ou superiores as concentragdes séricas de acitretina atingidas

155



Efeito citogenotdxico dos retindides

nos doentes sob esta terapéutica. Procedeu-se também ao estudo in vitro da genotoxicidade
da acitretina em associagdo com o0 TAM ou com 0 OHTAM. Para tal, foram utilizados o
ensaio do CBMN e o ensaio do cometa. O ensaio do CBMN permite uma andlise simples e
precisa dos efeitos genotdxicos, que refletem a quebra e a perda cromossomica (Fenech,
2000) e a avaliacdo dos efeitos citotoxicos e de citostase, por avaliagdo do CBPI, da
percentagem de citostase e da frequéncia de células apoptéticas e necréticas (OECD,
2010). O ensaio do cometa também avalia o potencial genotdxico, através da determinacao
dos valores de TL e TM, que refletem lesdes no DNA (Collins et al., 2008).

Segundo, Karaman et al. (2008) os doentes com psoriase apresentam instabilidade
cromossOmica. Existem também alguns estudos que evidenciam que a prevaléncia de
diversos tipos de cancro é mais elevada em doentes com psoriase do que na populagdo em
geral (Ji et al., 2009; Chen et al., 2011); contudo, 0s mecanismos subjacentes a esta maior
prevaléncia sdo pouco conhecidos. E de referir que os doentes com psoriase apresentam
niveis plasmaticos elevados de moléculas inflamatorias, importantes mediadores da
resposta imune e inflamatoria na psoriase (Coimbra et al., 2010d; Coimbra et al., 2012a),
que poderdo contribuir para o desenvolvimento e/ou progressdo de tumores (Alexandrescu
et al., 2011). A frequéncia média de MN e os valores de TM que observamos nos doentes
com psoriase, na fase ativa da doenca, em TO, eram mais elevados do que os valores do
controlo negativo (voluntarios saudaveis), embora sem significado estatistico.

O tratamento dos doentes com acitretina, durante 12 semanas, nao induziu alteracoes
genotoxicas, conforme se pode verificar pelos valores de MN (Fig. 4.1), TL e TM
(Tabela 4.3), que eram semelhantes aos valores basais e aos valores do controlo negativo.

Os estudos in vitro demonstraram também que a acitretina ndo induziu alteracGes
genotoxicas nas concentracdes estudadas (1,2-20 uM) (Fig. 4.1, Tabela 4.3). Stephanou et
al. (2004), trabalhando com culturas de sangue incubadas com acitretina, usando
concentracdes mais elevadas (50-100 uM), verificaram que a acitretina ndo induz efeitos
genotoxicos.

Estudos in vivo (Ferahbas et al., 2004) e in vitro (Tzung e Runger, 1998) sobre a
genotoxicidade da terapéutica de NBUVB tém sugerido um efeito genotoxico. Os estudos
in vivo que realizdmos, em doentes tratados com acitretina em associacdo com uma dose
total baixa de NBUVB (29,53 + 3,33 J/cm?, 15,3-54,3 J/lcm?) ndo demonstraram um efeito
genotoxico para estas doses terapéuticas.

Diferentes estudos in vivo tém descrito que a monoterapia com PUVA induz um

aumento na frequéncia de MN (Hamurcu et al., 2002), troca de cromatides irmds (Sardas et

156



Capitulo IV Efeito citogenotéxico dos retindides

al., 1994; Baysal et al., 2003) e um risco aumentado de desenvolver cancro de pele
(Archier et al., 2012). Nos estudo in vivo de doentes com psoriase vulgaris tratados com
acitretina associada com PUVA utilizando uma irradiacdo total de UVA de
178,0 + 24,8 Jicm? (33,0-342,5 J/cm?), ndo observamos alteracdes na frequéncia de MN,
nem alteragbes no ensaio do cometa, ap6s 12 semanas de tratamento. No entanto,
observdmos um aumento significativo na frequéncia de MN em doentes tratados com
acitretina + PUVA, em comparagdo com o controlo negativo (Fig. 4.1A), sugerindo que
esta associacao terapéutica induz um ligeiro potencial genotdxico. A irradiagdo com PUVA
induz ligagOes cruzadas entre as cadeias de DNA, podendo ocorrer uma reducgdo na
migracdo do DNA, pelo que o ensaio do cometa pode néo refletir o verdadeiro dano
causado pelo tratamento com PUVA (Wu et al., 2009). Este efeito podera explicar as
pequenas diferencas observadas na frequéncia de MN (Fig. 4.1), que ndo foram observadas
no ensaio do cometa (Tabela 4.3).

Os doentes com psoriase vulgaris, na fase ativa da doenga, antes de iniciarem o
tratamento, apresentaram valores de CBPI semelhantes aos do controlo negativo
(Fig. 4.2A). No entanto, ap0s o tratamento com acitretina ou com acitretina + NBUVB,
verificou-se uma tendéncia para o valor de CBPI diminuir, atingindo um valor
significativamente mais baixo quando comparado com o controlo negativo, sugerindo uma
atividade terapéutica citostatica, por reducdo da taxa de proliferacdo celular. Os estudos in
vitro com acitretina (Fig. 4.2B) demonstraram também uma tendéncia para a diminuicéo da
taxa de proliferacéo.

O tratamento de doentes com acitretina + PUVA induziu uma reducédo significativa
no valor de CBPI, comparado com o valor a TO, 0 que sugere uma maior citotoxicidade
para esta terapéutica. Este grupo apresentou também uma maior reducdo no PASI, apo6s
12 semanas de tratamento, que resulta, provavelmente, de uma maior inibicdo da
proliferacdo celular, nomeadamente de linfécitos T, envolvidos na resposta inflamatéria
(Krueger e Ellis, 2005; Ghoreschi et al., 2007). Coimbra et al. (2010b) referiram que o
tratamento com PUVA e com NBUVB diminuem a resposta inflamatéria em doentes com
psoriase vulgaris e que a terapéutica com PUVA induz uma maior diminuicdo na resposta
inflamatdria e nos valores do PASI do que o tratamento com NBUVB. Um outro estudo
demonstrou que o tratamento com PUVA induz a paragem do ciclo celular e apoptose de
linfocitos T (Johnson et al., 1996), o que esta de acordo com os resultados obtidos neste
trabalho.
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E atualmente aceite que os retinoides induzem mecanismos de apoptose (Szondy et
al., 1998), no entanto ndo existem estudos sobre o efeito da acitretina em linfocitos
humanos. O nosso estudo demonstrou que os doentes tratados com acitretina ou com
acitretina + NBUVB apresentaram um aumento na percentagem de linfocitos apoptoticos,
apo6s 12 semanas de terapéutica (Fig. 4.3A). De facto, alguns estudos descreveram que o
tratamento com NBUVB induz apoptose em linfocitos T (Ozawa et al., 1999; Bianchi et
al., 2003) e que tem a capacidade de induzir ambas as vias, intrinseca e extrinseca, da
apoptose, em doses terapéuticas utilizadas em fototerapia (Tuchinda et al., 2007). Neste
estudo verificAmos que a acitretina in vitro em concentracfes iguais ou superiores a 5 uM
induziu mecanismos de apoptose, como se pode observar pelo aumento significativo da
percentagem de linfocitos apoptéticos (Fig. 4.3C). Este efeito citostatico/citotoxico pode
ser devido a mecanismos dependentes dos RARs, dado que 0os RARa e RARy estdo
expressos nos linfocitos (Ballow et al., 2003), e que os RARs estdo provavelmente
envolvidos nos mecanismos de regulacdo da funcdo dos linfocitos (Dzhagalov et al.,
2007). Outra hipoOtese é que estes mecanismos de morte celular por apoptose estejam
relacionados com mecanismos independentes dos RARs, tal como foi proposto num estudo
com uma linha de células escamosas da lingua (Ran et al., 2005), e como os resultados que
apresentamos no Capitulo Il sugerem; de facto, verificou-se que a acitretina perturba a
sintese de ATP (Figs. 2.1 e 2.2 e Tabela 2.1), induz a MPT (Figs 2.4 e 2.5) por interacéo
com o ANT (Fig. 2.3), o que pode explicar os mecanismos de morte celular por apoptose
nos linfocitos, e sugere que a acitretina induz morte celular por apoptose por mecanismos
mitocondriais.

Os resultados obtidos demonstraram também que a acitretina em concentra¢fes mais
elevadas, 10 e 20 puM, induziu morte celular por necrose (Fig. 4.3D), provavelmente
através de mecanismos inespecificos. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para
quantificar de forma mais precisa a percentagem de células apoptéticas e necroticas,
utilizando, por exemplo, técnicas de citometria de fluxo.

Por outro lado, quando se avaliaram os efeitos genotdxicos das associacdes da
acitretina com o TAM ou com o OHTAM, verificamos que ambas as associacdes
apresentaram valores semelhantes de frequéncia de MN (Fig. 4.4) e de TL e TM (Tabela
4.4), o que ocorreu devido, provavelmente, ao seu efeito antigenotéxico (Stephanou et al.,
2004). No entanto, 0 seu mecanismo de antigenotoxicidade permanece ainda por

esclarecer.
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Relativamente aos efeitos citostaticos e citotoxicos da acitretina em associagdo com o
TAM ou com o OHTAM em culturas celulares, verificou-se que a inibicdo da proliferagdo
dos linfocitos ndo foi potenciada pela adigdo de acitretina (Fig. 4.5). E de referir que estas
associacOes apresentaram uma tendéncia para diminuir a percentagem de células
apoptdticas induzidas pela acitretina, o que se pode dever ao efeito inibidor destes
antiestrogénios na inducdo da MPT (resultados apresentados no Capitulo I1); no entanto a
percentagem de morte celular por necrose aumentou, principalmente na associacdo com o
TAM (Fig. 4.6). Estes mecanismos celulares de morte por necrose que ocorreram em
presenca de TAM ou em menor extensdo com o0 OHTAM, podem ser devidos a efeitos
inespecificos, nomeadamente a deplecdo de ATP, por induzirem alteracdes mitocondriais
(Cardoso et al., 2003).

Em concluséo, este estudo sugere que a terapéutica com acitretina ou com acitretina
+ NBUVB ndo tem um potencial genotoxico, reduz a taxa de proliferacdo e induz apoptose
e necrose nos linfocitos. A associacdo da acitretina + PUVA também reduz a proliferacao
de linfécitos e aumenta a percentagem de linfocitos necroticos, no entanto, induz ligeiros
efeitos genotdxicos, pelo que sdo necessarios mais estudos para esclarecer o seu potencial
genotoxico.

Relativamente as associacfes da acitretina com o0s antiestrogénios verifica-se que
também ndo tém um potencial genotdxico. No entanto, a associa¢do da acitretina com o
OHTAM em culturas de sangue apresenta menos efeitos citostaticos/citotoxicos do que a

associacdo da acitretina com o TAM.

3.2 Efeito citogenotoxico da isotretinoina individualmente ou em associacdo com
fototerapia de banda estreita

3.2.1 Resultados

Os dados demograficos e clinicos dos cinco doentes estudados, com acne vulgaris e
com psoriase vulgaris sdo apresentados na Tabela 4.2.

Os dois doentes com acne vulgaris papulo-pustulosa ligeira e moderada/grave e um
doente com psoriase vulgaris moderada foram estudados antes de iniciar a terapéutica com
isotretinoina em monoterapia, e foram reavaliados ap6s 12 e 24 semanas de tratamento.

Estes trés doentes atingiram o estado de remissdo apOs 24 semanas de tratamento
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(resultados ndo apresentados). Os outros dois doentes com psoriase vulgaris grave foram
estudados antes de iniciar o tratamento e reavaliados apds 12 semanas de terapéutica com
isotretinoina associada com irradiagdo por NBUVB. Ambos os doentes apresentaram uma
diminuicdo no valor de PASI, no entanto, apenas um doente atingiu a remisséo (resultados
ndo apresentados).

Nas figuras 4.7A e 4.7B s&o apresentadas as frequéncias de MN observadas nos
estudos in vitro, com diferentes concentragdes de isotretinoina (Fig. 4.7A), e nos estudos in
vivo, em doentes tratados com isotretinoina em monoterapia ou em associacdo com
NBUVB (Fig. 4.7B). Os resultados in vivo foram analisados individualmente, devido ao

namero reduzido de doentes sob terapéutica com a isotretinoina.
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Figura 4.7 - Frequéncia de micronucleos (MN) em linfocitos binucleadas (BN)
observada em estudos in vitro com isotretinoina (A) e em estudos in vivo com cinco
doentes, de acordo com o tratamento instituido (B). Para o controlo negativo [C(-)] e
para o controlo positivo [C(+)] foram usadas amostras de sangue de cinco voluntarios
saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS (0,4%, v/v), [C(+)]: sangue total com
ciclofosfamida 17,9 puM. ISO1: doente 1; 1SO2: doente 2; ISO3: doente 3;
ReNBUVB4: doente 4; ReNBUVB5: doente 5 (ver Tabela 4.2); TO: antes de iniciar a
terapéutica; T12: apds 12 semanas de tratamento; T24: apds 24 semanas de
tratamento; ***p <0,001 versus C(-). Controlo histérico de nosso laboratério para a
frequéncia de MN do controlo negativo (n = 36): 3,00 (2,00-3,00).
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Os estudos in vitro, utilizando sangue de 5 individuos saudaveis, incubado com
diferentes concentracBes de isotretinoina, demonstraram que as frequéncias de MN, para
todas as concentracbes de isotretinoina estudadas, eram semelhantes as do controlo
negativo (Fig. 4.7A).

Os estudos in vivo (Fig. 4.7B) demonstraram que os doentes 1, 3, 4 e 5
apresentavam, antes do tratamento, uma frequéncia de MN superior ao valor médio
observado no controlo negativo. Além disso, os doentes 1, 2 e 3 sob monoterapia com
isotretinoina ndo apresentaram um aumento na frequéncia de MN durante o tratamento,
enquanto que os doentes 4 e 5 com psoriase vulgaris, ap6s 12 semanas de tratamento com
isotretinoina associada com NBUVB apresentaram um valor semelhante e um aumento na
frequéncia de MN, respetivamente, comparando com o valor basal.

Como referido anteriormente, o potencial genotoxico foi também estudado através do
ensaio do cometa (Tabela 4.5), tendo-se avaliado os valores de TL e de TM que refletem
lesdes no DNA.

Tal como tinhamos observado para as frequéncias de MN, os estudos in vitro com
isotretinoina (1,2-20 uM) também ndo apresentaram alteracdes significativas nos valores
de TL e TM (Tabela 4.5), comparando com o controlo negativo.

Os estudos in vivo, utilizando o ensaio do cometa (Tabela 4.5), ndo mostraram
diferencas significativas antes de iniciar o tratamento, nem durante o tratamento,
comparando com o controlo negativo. Apenas os doentes 2 e 4 apresentaram, antes de
iniciarem o tratamento, valores de TL e TM semelhantes aos do controlo negativo,
apresentando 0s outros doentes valores superiores. Apos 12 semanas de tratamento, 0s
doentes 1, 2 e 3, sob monoterapia com isotretinoina, ndo apresentaram aumentos nos
valores de TL e TM, enquanto que os doentes 4 e 5, sob terapéutica combinada
apresentaram valores mais elevados de TL e TM. Os doentes 1, 2 e 3, que continuaram a
monoterapia com isotretinoina por mais 12 semanas (T24), mantiveram os valores de TL e

TM apresentados em T12, os quais sdo também semelhantes ao controlo negativo.
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Tabela 45 — Anéilise do ensaio do cometa, de cinco experiéncias in vitro
independentes, com diferentes concentragBes de isotretinoina, e de cinco doentes
avaliados, de acordo com a terapéutica instituida.

Comprimento da  “Tail moment” (%)

cauda (um) (TL) (TM)
C(-) _ 5,76 0,32
(4,99 — 8,44) (0,29 — 0,44)
) ~ 41,15%* 16,03%**
(26,74 — 47,76) (9,75 — 18,66)
Estudos in vitro
Isotretinoina 12 5,90 0,34
(M) ! (3,58 — 6,82) (0,29 — 0,39)
» 3,30 021
: (2,39 — 6,28) (0,12 — 0,54)
; 3,75 0,13
(1,89 — 4,79) (0,06 — 0,31)
10 5,52 0,35
(4,99 — 9,76) (0,24 — 1,16)
20 5,97 0,50
(5,84 — 9,61) (0,39 — 1,21)
Estudos in vivo
o1 TO 11,65 0,52
50 T12 11,99 0,50
T24 10,23 0,44
50 2 To 4.36 017
T12 1,33 0,09
T24 2,52 0,10
0 3 To 10,78 0,49
T12 7,04 0,23
T24 7,59 0,25
To 6,39 0,40
ReNBUVB 4 T12 11,66 0,34
To 12,33 1,04
ReNBUVB 5 T12 13,97 1,94

Os valores sdo expressos em mediana (interquartil 25 - 75) e valores médios. O controlo
negativo [C(-)] e o controlo positivo [C(+)] foram preparados com sangue de cinco voluntarios
saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS (0,4%, v/v), [C(+)]: sangue total com staurosporina
10,7 puM. ISO 1: doente 1; ISO 2: doente 2; ISO 3: doente 3; ReNBUVB 4: doente 4;
ReNBUVB 5: doente 5 (ver Tabela 4.2); TO: antes de iniciar a terapéutica; T12: ap6s 12
semanas de tratamento; T24: apds 24 semanas de tratamento; ***p <0,001 versus C(-).
Controlo histérico do nosso laboratorio para TL e TM dos controlos negativos (n = 36): 3,00
(3,00-10,50) e 0,13 (0,05 - 0,57), respetivamente.
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Conforme foi referido, o ensaio do CBMN permite também avaliar o CBPI, que
reflete a taxa de proliferacdo celular e a citostase. Como se pode verificar na figura 4.8A,
concentragdes crescentes de isotretinoina (1,2-20 pM) ndo induziram alteracdes
estatisticamente significativas nos valores de CBPI e de citostase. Todos os doentes, ap6s
12 semanas de monoterapia com isotretinoina ou com isotretinoina + NBUVAB,
apresentaram uma redugdo dos valores de CBPI e um aumento da percentagem de
citostase, quando comparados com TO. No entanto, quando a terapéutica com isotretinoina
foi continuada durante mais 12 semanas (T24), os valores de CBPI e a percentagem de
citostase ndo sofreram alteracGes (Figura 4.8B).
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Figura 4.8 - indice de proliferacdo com bloqueio de citocinese (CBPI) observado em
estudos in vitro com isotretinoina (A) e em estudos in vivo com cinco doentes, de
acordo com o tratamento instituido (B). O controlo negativo [C(-)] e o controlo
positivo [C(+)] foram preparados com amostras de sangue de cinco voluntarios
saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS (0,4%, v/v), [C(+)]: sangue total com
ciclofosfamida 17,9 pM. ISO1: doente 1; 1SO2: doente 2; ISO3: doente 3;
ReNBUVB4: doente 4; ReNBUVB5: doente 5 (ver Tabela 4.2); TO: antes de iniciar a
terapéutica; T12: apds 12 semanas de tratamento; T24: apds 24 semanas de
tratamento. Controlo histérico do nosso laboratério para os valores de CBPI dos
controlos negativos (n = 36): 1,63 (1,61-1,64).
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Os efeitos citotdxicos da isotretinoina foram também avaliados nos estudos in vitro e
in vivo utilizando o ensaio do CBMN, e avaliando a percentagem de linfocitos apopt6ticos

e necrdticos (Fig. 4.9).
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Figura 4.9 - Percentagem de células apoptdticas (A) e necréticas (B) observada em
estudos in vitro com isotretinoina, e percentagem de células apoptéticas (C) e
necroticas (D) em estudos in vivo com cinco doentes, de acordo com a terapéutica. O
controlo negativo [C(-)] foi preparado com amostras de sangue de cinco voluntarios
saudaveis. [C(-)]: sangue total com PBS (0,4%, v/v); ISOL: doente 1; ISO2: doente 2;
ISO3: doente 3; ReNBUVB4: doente 4; ReNBUVBS5: doente 5 (ver Tabela 4.2);
TO: antes do inicio a terapéutica; T12: apds 12 semanas de tratamento; T24: apds
24 semanas de tratamento; ***p <0,001 e *p <0,05 versus C(-). Controlo histérico do
nosso laboratério da percentagem de células apoptoticas e necréticas do controlo
negativo (n = 36): 2,16 (1,71-2,93) e 2,36 (1,90-3,28), respetivamente.

A isotretinoina induziu um aumento significativo na percentagem de células
apoptaticas, para concentragdes de 5, 10 e 20 uM, de forma independente da concentracao

(Fig. 4.9A). Além disso, a percentagem de células necroticas aumentou com concentragdes
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crescentes de isotretinoina, atingindo um valor significativo para 10 e 20 uM de
isotretinoina (Fig. 4.9B).

Os estudos in vivo demonstraram que, antes de iniciar o tratamento, apenas 0S
doentes 3 e 5, com psoriase apresentaram, uma maior percentagem de células apoptéticas
(Fig. 4.9C) e uma maior percentagem de células necroticas (Fig. 4.9D), comparando com o
controlo negativo. O efeito do tratamento com isotretinoina ap6s 12 semanas (T12 versus
TO), na percentagem de células apoptoticas e necroticas ndo foi consistente, os doentes 2, 3
e 4 apresentaram um aumento da percentagem de células apoptéticas (Fig. 4.9C), enquanto
que nos doentes 2, 4 e 5 se observou um aumento da percentagem de células necréticas.
Apobs 24 semanas de tratamento (T24) (versus T12), os doentes 1 e 3 apresentaram um
aumento da percentagem de células necroticas (Fig. 4.9D).

3.2.2 Discussao

A isotretinoina é um retinoide frequentemente utilizado, em monoterapia ou em
associagdo com a NBUVB, para o tratamento de doentes com acne vulgaris e com psoriase
vulgaris. Como ambas as doengas necessitam de intervencdes terapéuticas frequentes e/ou
prolongadas com isotretinoina, o estudo da genotoxicidade da isotretinoina torna-se uma
questdo importante para estes doentes.

Como foi referido anteriormente, os estudos que existem na literatura sobre a
genotoxicidade da isotretinoina sdo controversos. Trizna et al. (1992) em estudos in vitro
com isotretinoina (0,01-10 pM), utilizando linfécitos humanos e linhas celulares
linfoblastdides, verificaram que a isotretinoina ndo induz aberracdes cromossomicas
estruturais. Watanabe et al. (1991), também em estudos in vitro com este retindide,
utilizando células mesenquimais embrionarias humanas, e Benner et al. (1994), utilizando
a isotretinoina na quimioprevencdo de doentes com pré-malignidade oral, descreveram
também que a isotretinoina ndo causa lesdes no DNA. No entanto, Georgala et al. (2005)
referiram que a isotretinoina (30-40 mg/dia) utilizada em doentes com acne induz um
aumento de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina, um marcador de lesbes no DNA. E, pois,
controverso o potencial risco mutagénico e o efeito citotoxico da isotretinoina, sendo
importante estudar os efeitos genotoxicos da isotretinoina in vitro e in vivo, para clarificar
esses riscos. Os estudos in vitro sem a utilizacdo da mistura enziméatica S9 permitem

estudar apenas os efeitos genotoxicos da isotretinoina e ndo dos seus metabolitos; 0s
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estudos in vivo permitem avaliar se 0s mecanismos de absor¢do e o metabolismo da
isotretinoina, ou o impacto da doenca per si, modificam o potencial mutagénico observado
nos estudos in vitro.

Os estudos in vitro foram realizados em culturas de sangue de voluntarios saudaveis,
incubados com isotretinoina em concentracdes equivalentes (1,2 e 2,4 uM) (Gronhoj
Larsen et al., 2009) ou superiores as observadas no sangue de doentes sob terapéutica com
isotretinoina (5, 10 e 20 uM). Nos estudos in vivo foram utilizadas culturas de sangue de
doentes tratados com isotretinoina em monoterapia ou em associagdo com NBUVB. Para
tal, foram utilizados o ensaio do CBMN e o ensaio do cometa.

Os resultados dos estudos in vivo foram analisados de acordo com o tipo de doenga, a
sua gravidade e o tipo de intervengdo terapéutica. N&o se observaram diferencas
significativas com os diferentes tipos de tratamento utilizados, sugerindo que as
terapéuticas estudadas ndo apresentam efeitos genotoxicos. No entanto, como estes
resultados podem ser devidos ao baixo numero de casos estudados, apresentamos e
analisdmos os resultados individualmente para cada doente.

No que diz respeito a estudos in vivo dos doentes com acne vulgaris verificou-se que
antes de iniciar o tratamento o doente 2 apresentava valores de MN (Fig. 4.7B), TLe TM
(Tabela 4.5) mais baixos do que o controlo negativo, enquanto que o doente 1 apresentava
uma frequéncia de MN (Fig. 4.7B) e valores de TL e TM (Tabela 4.5) superiores aos
encontrados no controlo negativo. Estes resultados contraditérios ndo parecem estar
relacionados com a prépria doenca, mas séo, provavelmente, o resultado do estilo de vida
(Fenech e Bonassi, 2011), da predisposicdo genética (larmarcovai et al., 2008; Mateuca et
al., 2008) ou da historia terapéutica dos doentes. Tanto quanto se sabe, ndo existem estudos
sobre o0 potencial genotoxico ou carcinogénico em doentes com acne vulgaris.
Considerando a intervencdo terapéutica nos doentes com acne, um doente com 8 mg/dia e
dois doentes com 20 mg/dia, durante 24 semanas, verificou-se que, no final do tratamento,
as alteragdes eram semelhantes em ambos os doentes e apenas se observou um aumento na
percentagem de células apoptéticas e necréticas nos doentes tratados com uma dose mais
elevada de isotretinoina. No entanto, e conforme descrito anteriormente, estes resultados
ndo podem ser considerados com significado bioldgico, por ndo ter sido efetuada analise
estatistica, devido ao baixo nimero de doentes.

Os trés doentes com psoriase vulgaris apresentaram, antes de iniciar o tratamento,
frequéncias de MN (Fig. 4.7B) e valores de TL e TM (Tabela 4.5) superiores aos do

controlo negativo, e o doente com maior duragdo e gravidade da doenca apresentou valores
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mais elevados de MN (Fig. 4.7B) e de lesdes no DNA (Tabela 4.5). Estes resultados
sugerem que a psoriase per si, a gravidade e a duracdo da doenga representam um potencial
risco mutagénico. Em conformidade com estes resultados, Karaman et al. (2008)
descreveram que os doentes com psoriase tém instabilidade cromossomica. Além disso, e
como descrito anteriormente, tem também sido proposto que os doentes com psoriase
apresentam uma maior prevaléncia de diversos tipos de cancro, relativamente ao que se
observa na populagdo em geral (Ji et al.,, 2009; Chen et al., 2011). No entanto, oS
mecanismos subjacentes ao processo de carcinogénese nos doentes com psoriase
permanecem por esclarecer, tal como descrito anteriormente. De facto, existem na psoriase
varios marcadores de fase aguda, fatores de crescimento e citocinas que desempenham um
papel importante na patogénese da psoriase (Rocha-Pereira et al., 2004b). Estes doentes
tém niveis plasmaticos elevados de diversas citocinas (Coimbra et al., 2010c), que séo
importantes na iniciacdo e mediacdo da resposta imuno-inflamatéria na psoriase. Alem
disso, a inflamacao parece estar fortemente associada a angiogénese e ao stresse oxidativo,
que podem induzir modificagdes oxidativas nas células e em diferentes componentes do
sangue (Coimbra et al., 2012b). A inflamacdo local e sistémica na psoriase, através da
producéo e libertacdo de varias moléculas inflamatdrias (Coimbra et al., 2010d; Coimbra et
al., 2012a), pode contribuir para o desenvolvimento e progressdo do tumor (Alexandrescu
etal., 2011).

Os trés doentes (1, 2 e 3) tratados com isotretinoina em monoterapia (doente 1 com
8 mg/dia e os doentes 2 e 3 com 20 mg/dia) demonstraram que apds 12 semanas de
tratamento ocorreu uma diminuicdo na frequéncia de MN (Fig. 4.7B) e uma reducao nos
valores de TM (Tabela 4.5). Além disso, das 12 para as 24 semanas de tratamento com
isotretinoina, a frequéncia de MN e as lesdes no DNA ndo aumentaram, 0 que sugere que
ndo existe um efeito cumulativo genotdxico da isotretinoina, uma vez que uma terapéutica
mais prolongada com isotretinoina ndo aumentou os efeitos genotoxicos deste retinoide.

Os doentes 4 e 5 com psoriase grave foram tratados com isotretinoina (20 mg/ dia)
associada com NBUVB, durante 12 semanas, tendo-se verificado que o doente 5
apresentou um aumento nos valores de TL e TM e que o doente 4 apresentou um aumento
na frequéncia de MN e no valor de TL. Ha poucos estudos sobre a genotoxicidade da
isotretinoina associada com NBUVB. No entanto, Ferahbas et al. (2004) descreveram que
doentes tratados com NBUVB apresentam maiores frequéncias de MN, do que antes de
iniciarem a terapéutica. Alguns estudos in vitro demonstraram que a irradiacdo com UVB

aumenta a frequéncia de MN em linfocitos (Keulers et al., 1998), queratindcitos (Weller et
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al., 1996), melandcitos e em culturas de fibroblastos (Emri et al., 2000), sugerindo que a
irradiagdo UVB apresenta um potencial genotéxico. Tem sido proposto que a isotretinoina
quando associada com NBUVB pode ter um efeito de protecdo genotdxica. De facto,
Sanford et al. (1992) referiram que os doentes com xeroderma pigmentoso, uma doenca
caracterizada por sensibilidade a luz solar, causada por uma deficiéncia nos mecanismos de
reparacao das lesbes no DNA induzidas pela radiacéo ultravioleta, e que apresentam uma
maior incidéncia de cancro de pele, quando tratados com isotretinoina (30-40 mg/dia)
apresentam uma reducdo significativa do nimero de quebras de cromatides. Além disso, 0s
linfocitos de voluntérios saudaveis incubados com isotretinoina (0.001 uM e 10 uM) e
expostos a raios-X apresentam uma reducdo semelhante nas lesdes de DNA. AlDosari et
al. (1996) demonstraram também que a administra¢do de isotretinoina (20-150 mg/kg) com
benzilisotiocianato (um agente mutagénico) diminui significativamente a frequéncia de
MN induzida por benzilisotiocianato em células da medula dssea de rato.

No que diz respeito aos estudos in vitro, verificamos que as culturas de sangue
incubadas com concentracGes crescentes de isotretinoina (1,2-20 pM), apresentaram
frequéncias de MN (Fig. 4.7A), valores de TL e TM (Tabela 4.5) semelhantes aos do
controlo negativo, sugerindo que a isotretinoina ndo tem efeito genotdxico. Trizna et al.
(1992) realizaram também estudos in vitro com isotretinoina (0,01 uM e 10 pM),
utilizando linfécitos humanos e linhas de células linfoblastdides, e verificaram que o
namero de quebras de cromatides induzidas por um agente mutagénico foi reduzido
quando as células foram incubadas com isotretinoina, sugerindo que este retinoide pode
atuar como um inibidor do desenvolvimento do cancro. No entanto, sdo necessarios mais
estudos para esclarecer o seu efeito anticarcinogénico.

Vaérios estudos tém demonstrado que a isotretinoina influencia a progressdo do ciclo
celular, diferenciacdo, sobrevivéncia celular e apoptose em diferentes tipos de células,
incluindo as linhas celulares de cancro da mama humano (Toma et al., 1997,
Czeczuga-Semeniuk et al., 2001), hepatoma (Arce et al., 2005) e de melanoma (Niu et al.,
2005; Guruvayoorappan et al., 2008).

Os estudos in vitro demonstraram que as culturas de sangue incubadas com
isotretinoina (1,2-20 uM) apresentaram uma diminui¢do no valor de CBPI e um aumento
na percentagem de citostase, embora sem significado estatistico, comparando com o
controlo negativo (Fig. 4.8A). Os ensaios in vivo demonstraram que, ap0s o tratamento
com isotretinoina em monoterapia ou em associacdo com NBUVB, todos os doentes

apresentaram uma ligeira diminui¢do na taxa de proliferacdo (Fig. 4.8B). Estes resultados

168



Capitulo IV Efeito citogenotéxico dos retindides

estdo, provavelmente, relacionados com o efeito terapéutico da isotretinoina. De facto,
sabe-se que a isotretinoina reduz a infiltragdo inflamatéria em doentes com acne vulgaris
(Layton, 2009; Rigopoulos et al., 2010). Embora pouco se saiba sobre o mecanismo de
acdo da isotretinoina individualmente ou associada com NBUVB em doentes com psoriase,
é possivel que a isotretinoina também atue através da reducdo do processo inflamatério,
semelhante ao que tem sido descrito para a terapéutica de NBUVB (Coimbra et al.,
2010b). Outra hipdtese para explicar as diferencas observadas nos estudos in vitro e in
vivo, relativamente aos valores de CBPI e da citostase, é a de que alguns dos efeitos
observados in vivo podem ser devidos aos metabolitos da isotretinoina (ou seja,
4-oxo-isotretinoina), que sdo produzidos pelas enzimas hepaticas da familia P450 (Gronhoj
Larsen et al., 2009).

Estes estudos demonstraram também que a isotretinoina em concentragdes superiores
ou iguais a 5 uM induziu mecanismos de apoptose em linfécitos humanos, como evidencia
0 aumento observado na percentagem de linfocitos apoptéticos (Fig. 4.9A). Estes
resultados sugerem que a isotretinoina pode desencadear mecanismos de morte celular
apoptética. E possivel que o efeito citostatico/citotoxico possa ocorrer através de
mecanismos dependentes dos RARs, dado que o0 RARa e 0 RARYy estdo expressos nos
linfocitos (Ballow et al., 2003) e estdo provavelmente envolvidos nos seus mecanismos de
regulacéo (Dzhagalov et al., 2007), tal como descrito anteriormente. No entanto, é também
possivel que a morte celular por apoptose ocorra através de mecanismos independentes dos
RARs. De facto, os resultados deste trabalho (Capitulo IlI) demonstraram que a
isotretinoina induz diferentes alteragdes mitocondriais, nomeadamente a indugdo da MPT
(Figs. 2.7 e 2.8) e diminui a eficiéncia de producdo de energia (Figs. 2.9 a 2.12 e
Tabela 2.2), por interagir com 0 ANT (Fig. 2.13), o que pode explicar os mecanismos de
morte celular. De acordo com estes resultados, varios estudos demonstraram também que a
isotretinoina provoca alteragdes mitocondriais, associadas a uma diminuicao na expressao
da proteina antiapoptotica Bcl-2 (Guruvayoorappan et al., 2008; Vuletic et al., 2010), a
inducdo da MPT, a libertacdo do citocromo c¢ (Rigobello et al., 1999), a ativacdo da
caspase-3 (Arce et al., 2005; Guruvayoorappan et al., 2008), desencadeando mecanismos
de morte celular por apoptose.

Verificimos que a isotretinoina, nas concentragdes mais elevadas 10 e 20 uM,
induziu também morte celular por necrose (Fig. 4.9B), provavelmente, por um mecanismo

de deplecéo de ATP, devido a inducéo de disfuncBes mitocondriais.
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Os ensaios in vivo demonstraram que, apos 12 semanas de tratamento, a maioria dos
doentes apresentaram um aumento das células ndo viaveis, embora sem modificaces
consistentes, provavelmente devido as menores concentracdes de isotretinoina atingidas no
sangue (0,3-2 uM) (Gronhoj Larsen et al., 2009).

Em conclusdo, os estudos in vitro e in vivo sugerem que a isotretinoina
individualmente, nas doses utilizadas no tratamento da acne vulgaris e da psoriase
vulgaris, ndo induz modificacbes genotdxicas consistentes. Os estudos in vivo com doentes
tratados com isotretinoina e NBUVB ndo sdo consistentes. Contudo, os estudos in vitro
demonstram que a isotretinoina, em doses mais elevadas, induz apoptose e necrose em

linfécitos humanos.
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1. Introducao

A psoriase vulgaris e a acne vulgaris sdo duas doencas dermatoldgicas que envolvem
mecanismos inflamatorios e que estdo associadas frequentemente ao desenvolvimento de
comorbilidades. As cormobilidades mais frequentes na psoriase sdo a obesidade, a
dislipidemia, a diabetes mellitus, as DCV (Takahashi e lizuka, 2012) e o figado gordo
(Wenk et al., 2011).

O processo inflamatério impBe alteracGes oxidativas e proteoliticas nos glébulos
vermelhos (GV), que podem determinar um envelhecimento acelerado e remocao
prematura dos GV (Rocha-Pereira et al., 2004b). O processo de remoc¢do dos GV esta
associado com o desenvolvimento de um neoantigénio na membrana, imunologicamente
relacionado com a proteina banda 3, uma proteina transmembranar dos GV (Kay et al.,
1983; Kay, 1984). A degradacdo do metabolismo dos GV e das defesas antioxidantes, que
ocorrem por envelhecimento da célula, favorecem a oxidacdo da hemoglobina (Hb), que se
liga a proteina banda 3, promovendo a sua agregacao e a ligacdo de autoanticorpos naturais
anti-banda 3 que, juntamente com a ativacdo do complemento, medeiam a eliminacdo dos
GV (Lutz et al., 1987; Low, 1991). O perfil da proteina banda 3 e o valor de hemoglobina
ligada @ membrana (HbLM) s&o dois bons marcadores cumulativos de envelhecimento dos
eritrocitos e/ou de lesdo eritrocitaria (Santos-Silva et al., 1995; Santos-Silva et al., 2001;
Catarino et al., 2009). Embora nao existam estudos do perfil da proteina banda 3 e da
HbLM em doentes com acne vulgaris, estudos anteriores em doentes com psoriase vulgaris
mostraram um perfil alterado da proteina banda 3 e um aumento da HbLM,
particularmente acentuado nas formas ativas da psoriase (Rocha-Pereira et al., 2004b;
Coimbra et al., 2012b).

A acne vulgaris é uma patologia que necessita de intervencbes terapéuticas
prolongadas, enquanto que a psoriase sendo uma doenca recorrente, necessita, portanto, de
intervencdes terapéuticas frequentes. A escolha do tratamento, como ja se referiu, depende
de muitos fatores, incluindo a gravidade da patologia, o impacto na qualidade de vida do
doente, a resposta a tratamentos anteriores, a idade do doente e a histdria clinica e
terapéutica. E necessério avaliar o equilibrio risco-beneficio, tendo em linha de conta a
eficacia e a seguranca a curto e a longo prazo da terapéutica, a sua tolerabilidade e a

preferéncia do doente (Mrowietz, 2012).
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Existem diferentes terapéuticas topicas e sistémicas disponiveis para o tratamento da
acne vulgaris, que tém como objetivo controlar a hiperqueratose, reduzir a produgédo de
sebo, a populagéo bacteriana e eliminar o processo inflamatério (Figueiredo et al., 2011b;
Kraft e Freiman, 2011).

A isotretinoina sistémica tem mostrado ser uma terapéutica muito eficaz no
tratamento da acne vulgaris. No entanto, as doses terapéuticas utilizadas (30-80 mg/dia)
tém sido associadas a diferentes efeitos adversos, tais como teratogenicidade, efeitos
mucocutaneos, alopécia, fotossensibilidade, mialgia, artralgia, hiperlipidemia e alteracdes
nas enzimas hepaticas (Goodfield et al., 2010; Sardana e Garg, 2011). Para reduzir ou
evitar estes efeitos adversos no tratamento da acne moderada séo frequentemente utilizadas
doses mais baixas de isotretinoina (10-20 mg/dia), por periodos mais prolongados de
tratamento (Amichai et al., 2006; Sardana e Garg, 2011).

Relativamente a psoriase vulgaris, como ja foi referido, existem vérias abordagens
terapéuticas, desde agentes topicos, para as formas mais ligeiras e de localizacdo bem
definida, a fototerapia e a fotoquimioterapia, e a agentes sistémicos, que sao utilizados em
casos de psoriase moderada e grave (Murphy e Reich, 2011). Todas estas terapéuticas tém
como principal objetivo o controlo das manifestacdes clinicas, de forma a eliminar as
lesGes psoriaticas e a diminuir o nimero e a gravidade das recidivas (Mrowietz, 2012).

A acitretina e a isotretinoina sdo eficazes no tratamento da psoriase ligeira a
moderada, no entanto sdo menos eficazes em algumas formas graves de psoriase. A sua
utilizacdo clinica € limitada pelos seus potenciais efeitos teratogénicos e outros efeitos
adversos, que podem ser reduzidos utilizando doses mais baixas destes retinoides, em
associacdo com a fototerapia e a fotoquimioterapia (Ozdemir et al., 2008; Monfrecola e
Baldo, 2009; Mortazavi et al., 2011).

A maioria dos estudos sobre as varias abordagens terapéuticas no tratamento da acne
vulgaris e da psoriase vulgaris referem, principalmente, o seu sucesso terapéutico, e pouco
sobre o0s seus efeitos adversos. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracbes
hematoldgicas e bioquimicas em doentes com psoriase vulgaris e acne vulgaris tratados
com acitretina ou com isotretinoina em monoterapia ou associadas com NBUVB ou com
PUVA. Foram também avaliadas outras reacGes adversas descritas pelos doentes, que

podem estar relacionadas com a terapéutica administrada.
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2. Materiais e métodos

2.1 Reagentes

O fluoreto de fenilmetilsulféxido (PMSF), a acrilamida, o persulfato de amdnio
(PSA), o N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED), o a-cloronaftol, as folhas de
nitrocelulose com uma porosidade de 0,2 um e as folhas de papel 3 MM, foram obtidos da
Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA).

2.2 Caracterizacao dos doentes

Participaram neste estudo 20 doentes com psoriase vulgaris (7 mulheres e
13 homens) e 2 doentes com acne vulgaris (2 homens), da consulta de dermatologia dos
HUC. Como descrito anteriormente, este estudo foi aprovado pela Comisso de Etica dos
HUC, e todos os doentes foram esclarecidos sobre a natureza do ensaio clinico e deram o
seu consentimento. Os doentes com outras doencas dermatoldgicas, com diabetes mellitus,
ou com doencas inflamatorias, infeciosas, hepaticas, cardiovasculares ou renais, foram
excluidos do estudo. Nenhum dos doentes tinha recebido tratamento no més anterior ao
inicio do estudo.

A informacdo demografica relativamente aos doentes tratados com acitretina esta
apresentada na Tabela 4.1, e com isotretinoina na Tabela 4.2.

Como descrito anteriormente, a gravidade da acne vulgaris e da psoriase vulgaris foi
avaliada pelo mesmo dermatologista, para diminuir a subjetividade da avaliagdo. A acne
foi classificada como papulo-pustulosa ligeira ou moderada/grave (Katsambas et al., 2004;
Figueiredo et al., 2011b), e a gravidade da psoriase foi avaliada pelo PASI (Fredriksson e
Pettersson, 1978; Naldi e Gambini, 2007).

A terapéutica administrada foi decidida pelo dermatologista, de acordo com a
gravidade da doenca e histdria clinica e terapéutica de cada doente.

Dezassete doentes com psoriase vulgaris (13 homens e 4 mulheres) foram tratados
com acitretina em monoterapia (administracdo oral de uma capsula Neotigason ®
-25 mg/dia) ou em associa¢do com irradiagdo com NBUVB ou com PUVA,; e 5 doentes

(2 homens com acne vulgaris e trés mulheres com psoriase vulgaris) foram tratados com
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isotretinoina em monoterapia [por administracdo oral de uma cépsula de 8 mg/dia
(isotropil, Lab. Azevedos®) ou 20 mg/dia (genérico)] ou em associacdo com a irradiacdo
com NBUVB.

O tratamento com irradiagdo por NBUVB e PUVA foi administrado segundo 0s
protocolos descritos no capitulo V.

Dos 17 doentes com acitretina, 5 foram tratados em monoterapia, 7 doentes com
acitretina + NBUVB e cinco doentes com acitretina + PUVA. Dos 5 doentes sob
monoterapia com acitretina, 2 doentes continuaram o tratamento por mais 12 semanas, e 0S
outros 2 doentes por mais 24 semanas.

Os 12 doentes sob terapéutica combinada pararam a fototerapia apds 12 semanas de
tratamento (para ndo exceder a dose maxima de irradiacdo), no entanto 7 doentes
continuaram o tratamento com acitretina em monoterapia, 2 doentes por mais 12 semanas,
e 0s outros 5 doentes por mais 24 semanas.

Dos 5 doentes tratados com isotretinoina, 3 doentes apresentavam psoriase vulgaris,
tendo um sido tratado com isotretinoina 20 mg/dia durante 24 semanas e 0s outros dois
com 20 mg isotretinoina/dia e irradiagdo com NBUVB (trés vezes por semana) durante
12 semanas. Os 2 doentes que apresentavam acne vulgaris foram tratados durante
24 semanas com isotretinoina: um com uma dose de 8 mg/dia e o outro com uma dose de
20 mg/dia.

2.3 Estudo bioquimico e hematoldgico

As amostras de sangue foram recolhidas para tubos com EDTA e sem anticoagulante,
para obter sangue total e soro, respetivamente.

Para o estudo lipidico, procedeu-se a determinacdo dos niveis séricos de colesterol
total e TG, utilizando ensaios enzimaticos colorimétricos (CHOD PAP e TRIGS, Roche,
Germany).

A funcéo hepatica foi avaliada determinando a atividade enzimatica da transaminase
glutdmico-oxaloacética (TGO), da transaminase glutamico-piravica (TGP), da
gama-glutamil-transferase (y-GT) e da fosfatase alcalina (ALP), utilizando ensaios da
rotina clinica laboratorial (ASTL, ALTL, GGT-2 e ALP2S, Roche, Germany).

Para avaliagdo da funcdo muscular determinou-se a atividade da creatina cinase

(CK), utilizando um ensaio colorimétrico (CKL, Roche, Germany).
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A funcdo renal foi avaliada pela determinacdo das concentragdes séricas de &cido
arico e ureia, utilizando os ensaios enzimaticos UREAL e UA2 (Roche, Germany), e pela
determinacdo da concentracdo de creatinina, utilizando um ensaio colorimétrico (CREJ2
Roche, Germany). Para a realizacdo destes ensaios de rotina analitica utilizou-se um
autoanalisador Cobas Integra 400 plus (Roche, Germany).

O estudo do metabolismo da glucose incluiu a avaliagdo da concentracdo sérica de
glucose, utilizando o kit enzimatico GLUCL3 (Roche, Germany), num autoanalisador
Cobas Integra 400 plus (Roche, Germany); da concentragcdo de insulina utilizando um
imunoensaio de eletroquimioluminescéncia (Elecsys Insulin, Roche, Germany), num
autoanalisador (Elecsys 2010, Roche, Germany); a hemoglobina glicada (HbAic) foi
determinada em amostras de sangue total por HPLC de troca i6nica de fase reversa,
utilizando um analisador automatizado de hemoglobina (Hi Auto-A;c HA-8140, Menarini,
Italy).

A resisténcia a insulina foi calculada usando o modelo de avaliacdo da homeostase
(HOMA-IR), de acordo com Turner et al. (1979):

HOMA-IR = [Glucose (mg/dL) x Insulina (uU/mL)]/ 405

A sensibilidade a insulina foi determinada pelo indice de verificacdo quantitativa da
sensibilidade a insulina (QUICKI) (Katz et al., 2000):

QUICKI = 1/log Insulina (uU/mL) + log Glucose (mg/dL).

Para o estudo da inflamacdo foram avaliados os niveis séricos da proteina C-reativa
(PCR), por um ensaio imunoturbidimétrico de alta sensibilidade (CRPHS, Roche,
Germany), num autoanalisador Hitachi 911 (Roche, Germany).

A contagem total e diferencial de leucdcitos, a concentracdo de GV, de hemoglobina,
o valor de hematdcrito e os indices hematimétricos foram avaliados utilizando um
analisador automatico Sysmex XT-1800i (Roche, Germany). Foram feitos esfregacos de
sangue periférico e corados pela técnica de Wright (Haematology, 1984), para avaliacdo
morfoldgica das células sanguineas.

A contagem de reticuldcitos foi feita microscopicamente em esfregacos de sangue
previamente corados com azul de metileno Novo (“Reticulocyte stain”).

Os niveis séricos de bilirrubina total foram determinados utilizando um ensaio
colorimétrico (BILT2, Roche, Germany), num autoanalisador Cobas Integra 400 plus
(Roche, Germany).

Procedeu-se, ainda, ao estudo de modifica¢fes oxidativas na membrana do eritrocito.

Para isso, as amostras de sangue total (EDTA como anticoagulante) foram centrifugadas
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em gradiente de densidade (histopaque 1,119 e histopaque 1,077) para isolar os eritrocitos.
Apos lavagem dos eritrocitos com PBS, procedeu-se a uma hemolise hipotdnica, de acordo
com a metodologia de Dodge et al. (1963), por adicdo de PBS 5 mM a pH 8,0, contendo
um inibidor de proteases, o PMSF, numa concentragéo final de 0,1 mM. As membranas
foram seguidamente lavadas (duas centrifugactes a 20 000 g durante 10 minutos, a 4 °C)
com PBS, contendo PMSF. As membranas foram lavadas mais duas vezes com PBS, na
auséncia de PMSF, nas mesmas condi¢cdes das centrifugagdes anteriores. Na ultima
centrifugacdo o sobrenadante foi rejeitado o mais possivel, de forma a que as membranas
ficassem com uma concentracdo final de 2,5 a 4,0 ng/uL. A concentragdo proteica das
suspensdes de membranas obtidas foi determinada pelo método de Bradford (1976).

A % de HbLM foi determinada espetrofotometricamente, apds dissociacdo das
proteinas das membranas com 5% (v/v) de Triton X-100 em PBS 5 mM, pH 8,0. A
absorvéncia foi lida a um comprimento de onda de 415 nm, correspondente a absorgédo
méxima da hemoglobina, e a 700 nm, correspondente a linha basal das outras proteinas,
num leitor de placas (PowerWave Xs, Biotek, USA). A % de HbLM foi calculada
subtraindo ao valor da absorvéncia a 415 nm o valor da absorvéncia a 700 nm,
considerando a concentracdo proteica da suspensdo de membranas e a diluicdo da amostra.

As suspensdes de membranas eritrocitarias foram tratadas com um volume igual de
tampao de solubilizagéo (Tris-HCI 0,125 M a pH 6,8, 4% de SDS, 20% de glicol, 10% de
2-mercaptoetanol e 0,1% de azul de bromofenol), desnaturadas pelo calor e submetidas a
uma eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS (SDS-PAGE) (20 ug de proteina por
amostra), utilizando um sistema descontinuo de Laemmli (o “running gel” com uma
solucéo de poliacrilamida a 9% e o “stacking gel” com uma solucdo de poliacrilamida a
4,5%) (Laemmli, 1970). As proteinas foram de seguida transferidas eletroforeticamente do
gel de acrilamida e SDS para uma folha de nitrocelulose com uma porosidade de 0,2 um
(Towbin et al., 1979). Uma vez feita a transferéncia das proteinas, a nitrocelulose foi
imersa numa solucdo de leite em p6 a 5% (v/v) em PBS (pH 7,0) contendo 0,1% (v/v) de
Triton X-100, durante a noite, com agitacdo suave, para bloquear reacdes inespecificas.

Para a detecdo da proteina banda 3 foi utilizado um sistema de dois anticorpos; na
primeira incubacdo da nitrocelulose foi utilizado um anticorpo monoclonal, produzido no
rato (IgG) e especifico para a proteina banda 3 humana, que reconhece um epitopo
localizado no polo citoplasmatico da molécula de banda 3. A nitrocelulose foi incubada
com este anticorpo (diluicdo 1:3000) durante 4 horas. Apos a lavagem da membrana de

nitrocelulose, fez-se a incubacdo com o segundo anticorpo, dirigido para as
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imunoglobulinas de rato e conjugado com uma peroxidase (“anti-mouse lg peroxidase
linked”) (1/4000), durante 1 hora. As incubagdes foram efetuadas a temperatura ambiente e
os anticorpos foram diluidos numa solucdo de leite em pé a 0,5% (v/v) em PBS, pH 7,0,
com 0,1% (v/v) de Triton X-100. As lavagens foram feitas com PBS pH 7,0, contendo
0,1% (v/v) de Triton X-100. O perdxido de hidrogénio e o a-cloronaftol foram utilizados
no processo de revelagdo (Santos-Silva et al., 1995). A quantificacdo relativa das diferentes
bandas, correspondentes aos agregados de alto peso molecular da proteina banda 3
(HMWAg), aos mondmeros da proteina banda 3 (Bd3) e aos fragmentos proteoliticos da
proteina banda 3 (PFrag), foi feita por densitometria (Darkroom CN UV/wl, BioCaptMW
version 99; Vilber Lourmat, Marne-La-Vallée, France).

2.4 Andalise estatistica

Foi utilizado o SPSS, verséo 17 para Windows, Chicago, IL, EUA. Os resultados séo
apresentados como média £ SD (desvio padréo), mediana (interquartil 25 - 75) ou valores
médios para cada doente em estudo. As diferencas entre os grupos de doentes sob
diferentes terapéuticas foram determinadas usando OneWay Anova associado ao teste de
Tukey, para 0s parametros que apresentaram uma distribuicdo Gaussiana; o teste
ndo-paramétrico de Kruskal Wallis H foi utilizado no caso de parametros com distribuicédo
ndo-Gaussiana, tendo sido efetuadas comparacdes individuais (dois grupos) utilizando o
teste de Mann-Whitney, em caso de significado estatistico. Para o estudo longitudinal,
efetuaram-se comparacdes dos valores apresentados pelos doentes durante o tratamento,
utilizando o teste t-Student emparelhado ou o teste de Wilcoxon, consoante 0s parametros
apresentavam uma distribuicdo Gaussiana ou ndo-Gaussiana, respetivamente. A analise de
correlacdo foi realizada através do célculo do coeficiente de correlagdo de Pearson ou
Spearman, consoante 0s parametros apresentavam uma distribuicdo Gaussiana ou
ndo-Gaussiana, respetivamente. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Os graficos foram realizados usando o software GraphPad Prim 5 (San

Diego, California).
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3 Resultados

3.1 Efeitos da acitretina individualmente ou em associacdo com a
fotoquimioterapia e a fototerapia de banda estreita nos parametros
bioguimicos e hematolédgicos de doentes com psoriase vulgaris

3.1.1 Resultados

Os resultados foram analisados de acordo com o tipo de tratamento - acitretina,
acitretina + NBUVB e acitretina + PUVA (Tabela 4.1), antes de iniciar o tratamento (T0) e
apo6s 12 semanas de tratamento (T12). Alguns doentes continuaram a terapéutica durante
mais 12 ou 24 semanas de tratamento (T24 e T36) (resultados ndo apresentados).

Apos 12 semanas de terapéutica, os trés grupos apresentaram uma diminui¢do do
PASI, mais acentuada e significativa nos doentes tratados com acitretina + NBUVB e com
acitretina + PUVA.

No caso dos doentes que prolongaram o tratamento com acitretina, observou-se que 0
PASI se manteve durante as posteriores 12 ou 24 semanas de tratamento (T24 e T36)
(resultados nao apresentados).

Durante a terapéutica os doentes descreveram alguns efeitos secundarios,
nomeadamente, perda de cabelo (35%) e pele/labios secos (71%), apds 12 semanas de
tratamento com acitretina, acitretina + NBUVB ou acitretina + PUVA. Quando o
tratamento foi prolongado por mais 12 semanas com acitretina em monoterapia (T24),
acentuaram-se 0s casos de pele/labios secos (82%) e verificou-se um aumento da
referéncia a dores musculares (12% em TO e 36% em T24). Apds mais 12 semanas de
tratamento com acitretina em monoterapia (T36), acentuou-se a referéncia a dores
musculares (43%) e articulares (43%). Nao se observou qualquer mudanca de humor antes

e durante o tratamento (Fig. 5.1).
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Frequéncia de Efeitos Adversos

Figura 5.1 — Frequéncia de efeitos adversos referidos pelos doentes com psoriase de
acordo com o tempo de terapéutica. TO: antes de iniciar a terapéutica; T12: apos
12 semanas de tratamento; T24: apds 24 semanas de tratamento; T36: apos

36 semanas de tratamento; D.: dores; ***p <0,001, **p <0,01, *p <0,05 versus TO.

Os doentes tratados com acitretina + NBUVB e acitretina + PUVA, com valores de
PASI mais elevados, apresentaram valores significativamente mais elevados de acido Urico
do que os doentes tratados com acitretina em monoterapia. No entanto, os valores de ureia
e creatinina eram semelhantes para 0s trés grupos, antes de iniciar o tratamento
(Tabela 5.1).

Apo6s 12 semanas de tratamento ndo se observaram alteracGes significativas nos
niveis de acido Urico, ureia e creatinina, exceto no caso dos doentes tratados com acitretina
+ NBUVB, que apresentaram um aumento significativo nos niveis de creatinina
(Tabela 5.1).

Por outro lado, os doentes que continuaram o tratamento com acitretina em
monoterapia ndo apresentaram modificacdes significativas nestes parametros da funcéo
renal (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1 — Estudo da fungédo renal dos doentes em estudo, de acordo com a
terapéutica instituida.

Acido Urico Ureia Creatinina
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
3,80
Acitretina TO (3,65 — 5,50) 35,60 + 6,43 0,73 +0,17
(n=9) 4,10
T12 (3,70 - 5,20) 40,80 + 14,01 0,73 +0,13
6,70
Acitretina + TO (6,10 — 7,70) 29,64 + 13,99 0,78 £0,16
NBUVB 230
n=7 ' %k
(n=7) T12 (6,10 7.80) 29,89 + 11,71 0,89 +0,20
Acitretina+  TO 6,90 28,82 + 9,68 0,85 + 0,22
SUVA (5,35 — 7,35)
_ 6,40
(n=5) T12 (5,45 - 7,00) 40,12 + 23,76 0,90 + 0,14
Tratamento
prolongado
com acitretina
_ 5,80
(n=11) T24 (4,10 - 8.20) 32,83 +12,41 0,82 0,19
_ 6,50
(n=7) T36 (5.30 - 8,60) 30,34 +13,41 0,83 £0,14

Os valores sdo apresentados como média + SD (desvio padrdo), ou como mediana (interquartil
25 -75); TO: antes de iniciar a terapéutica; T12: ap6s 12 semanas de tratamento; T24: apds
24 semanas de tratamento; T36: apds 36 semanas de tratamento; **p <0,01 versus TO;

"*p <0,01, *p <0,05 versus acitretina.

Quanto a funcdo hepatica, verificou-se que, antes de iniciar o tratamento, o grupo de
acitretina + NBUVB apresentou valores significativamente mais elevados de TGP, y-GT e
ALP, comparando com o grupo de acitretina, e que o grupo de acitretina + PUVA
apresentava também valores mais elevados de y-GT e de ALP (Tabela 5.2).

Apos 12 semanas de tratamento ndo se observaram alteracdes na funcdo hepatica; o
grupo tratado com acitretina + NBUVB apresentou um decréscimo significativo nos
valores de y-GT e ALP (Tabela 5.2).
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No entanto, os doentes que continuaram o tratamento com acitretina em monoterapia
por mais 24 semanas (T36) apresentaram um aumento significativo nos niveis de TGO e de
v-GT (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 — Estudo da fungdo hepatica dos doentes em estudo, de acordo com a

terapéutica instituida.

TGP TGO y-GT ALP
(U/L) (U/L) (U/L) (U/L)
12,00 16,00
Acitretina TO (9,50 — 13,50) (12,00 — 18,50) 17,60 £ 9,34 46,20 +£ 9,26
(n=5) 11,00 19,00
T2 (950 1350) (1400 2000) 1820912 468041110
L 27,00 23,00 M M
_ 26,00 21,00
n="7 ' '
(h=7) 7112 (1600 3600) (1800 2700) DO>29%2358* 56291246
" 28,00 21,00 N -
=5  T12 30,00 23,00 37.75+21,05 69,00 + 9,03
(11,50 - 36,50) (15,50 — 28,00) e e
Tratamento
prolongado
com acitretina
_ 24,00 20,00
(M=11) T4 1500 4000) (2000. 2400) 51603346 5673+1676
(n=7) T36 25,00 26,00 57,14 £ 31,42* 58,43 +£15,35

(20,00 — 52,00)

(19,00 — 33,00)

Os valores sdo apresentados como média £ SD (desvio padrdo) ou como mediana (interquartil
25 - 75); TO: antes de iniciar a terapéutica; T12: ap6s 12 semanas de tratamento;
T24: T36:

TGP: transaminase glutdmico-pirdvica; TGO: transaminase glutdmico-oxalacética; y-GT:

apoés 24 semanas de tratamento; ap6s 36 semanas de tratamento;

gama-glutamil-transferase; ALP: fosfatase alcalina; *p <0,05 versus T0; "p <0,01, "p <0,05

Versus acitretina.

Para avaliar o efeito das terapéuticas na funcdo muscular foram determinados os
niveis de CK em sete doentes tratados durante 12 semanas com acitretina,

acitretina + NBUVB ou com acitretina + PUVA, a que se seguiram mais 24 semanas de
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tratamento com acitretina em monoterapia. Observou-se que 0s niveis de CK apresentaram

uma tendéncia para aumentar apos as 24 semanas de tratamento (Fig. 5.2).

A

150+

Semanas

Figura 5.2 - Valores médios de creatinina cinase (CK) em doentes com psoriase ao

longo do tratamento.

Relativamente ao estudo do metabolismo da glucose, verificou-se que os grupos de
acitretina + NBUVB e de acitretina + PUV A apresentaram valores significativamente mais
elevados de IMC, comparando com a acitretina em monoterapia (Tabela 5.3). Apesar de
ndo haver valor estatistico, verificou-se que estes dois grupos apresentaram uma tendéncia
para ter valores mais elevados de glucose, HbA;c, insulina e HOMA-IR, e uma tendéncia
para ter valores mais baixos de QUICKI, relativamente a acitretina em monoterapia
(Tabela 5.3).

Apos 12 semanas de tratamento com acitretina + NBUVB observou-se uma reducao
significativa nos niveis de HbA;c. No grupo tratado com acitretina + PUVA, observou-se
um aumento significativo nos niveis de glucose, ap6s 12 semanas de tratamento
(Tabela 5.3).

Os doentes que continuaram o tratamento apresentaram valores significativamente
mais elevados de insulina e de HOMA-IR, comparando com os valores apresentados as

12 semanas de tratamento (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3 — Estudo lipidico e do metabolismo da glucose, de acordo com a terapéutica instituida.

Tratamento prolongado

A(E:]tr:eg)na Autretl(rrm]a:?l)\lBUVB Autre'zln ni E)PUVA com acitretina
(n=11) (n=7)
TO T12 TO T12 TO T12 T24 T36

IMC
Glucose
(mg/dL)
HbAlC
(mg/dL)
Insulina
(MU/mL)

HOMA-IR

QUICKI

Col
(mg/dL)
TG
(mg/dL)

23,16 £3,58 23,16+3,52 30,74+4,01" 30,49 +4,09*" 32,89+391" 3247+394" 2865+6,03 30,89+7,00
71,96 +926 7432+940 8850+993 84,00+12,64 85,60+14,33 88,00+26,01* 88,42+21,89 89,86 +13,77

5,37 +0,35 5,39 +£0,25 568+0,36 535+%0,24** 5,46 + 0,59 5,46 £0,78 5,43+0,72 5,59 +£0,68

7,70 4,11 14,18 14,41 13,05 15,73 7,00 10,04°
(5,29 -11,38) (3,38 -577) (6,34—16,74) (6,19-20,00) (3,10-21,81) (6,19-18,89) (3,47-1842) (6,85 -22,48)

1,56 0,69 3,36 2,99 2,06 3,65" 1,34 2,59°
(0,84-2,05) (0,54-1,04) (1,35-370) (1,46-4,66) (0,64-501) (1,39-459) (0,72-4,73) (1,22-5,77)

0,36 0,41 0,32 0,36 0,34 0,32 0,37 0,33

(0,34 -0,40) (0,38 -0,43) (0,32-0,36) (0,31-0,36) (0,30-043) (0,31-0,41) (0,31-041) (0,30 —0,37)
1752 +31,31 180,2+26,88 221,1+36,04 2027+2856 226,2+60,31 2298 +4647 203,4+2717 222,4 +44,39*

83,20 +20,29 104,8 +36,12 142,4+78,70 139,7+79,88 125,60+3558 129,0+28,20 116,1+4512 123,0+52,34

Os valores sdo apresentados como média + SD (desvio padrdo), ou como mediana (interquartil 25 - 75); TO: antes de iniciar
a terapéutica; T12: ap6s 12 semanas de tratamento; T24: ap6s 24 semanas de tratamento; T36: apds 36 semanas de
tratamento; IMC: indice de massa corporal; HbA;c: hemoglobina glicada; HOMA-IR: resisténcia a insulina pelo modelo de
avaliacdo da homeostase; QUICKI: indice de verificacdo quantitativa da sensibilidade & insulina; Col: colesterol;
TG: triglicéridos; **p <0,01, *p <0,05 versus TO; *p <0,05 versus T12; *'p <0,01, *p <0,05 versus acitretina.

A O[MIIdE)
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N&o foram observadas diferencas significativas nos resultados referentes ao estudo
da funcdo lipidica para qualquer dos grupos de tratamento. Verificou-se, no entanto, que 0s
valores de colesterol total aumentaram significativamente nos doentes em que se tinha
prolongado o tratamento com acitretina em monoterapia por mais 24 semanas (T36)
(Tabela 5.3).

Tendo em conta que a psoriase parece estar associada com o desenvolvimento da
diabetes mellitus (Takahashi e lizuka, 2012) e que, antes de iniciar a terapéutica, 0s
doentes com psoriase mais grave (acitretina + NBUVB e acitretina + PUVA, de acordo
com os valores de PASI) apresentavam valores mais elevados de HbA;c, glucose e
insulina, que os doentes sob terapéutica com acitretina, estudaram-se as correlagdes entre
0s parametros do metabolismo da glucose com o PASI. Verificou-se que a glucose se
correlacionava com o PASI, em TO (Fig. 5.3).

60+
TO °
J o
_ 40 °o o
2 o °© o o
o
204 o
o °o ° r = 0.485
p = 0.045
0 T T 1
60 80 100 120

Glucose (mg/dL)

Figura 5.3 - Correlagdo observada entre o indice de severidade e &rea psoriatica

(PASI) e os niveis de glucose antes de iniciar a terapéutica (TO0).

Por outro lado, verificou-se também que um dos doentes tratado durante 12 semanas
com acitretina + PUVA e que continuou o tratamento por mais 54 semanas com acitretina
em monoterapia, apresentou um aumento continuo dos niveis de glucose e de HbAic
(Fig. 5.4).
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© Glucose (mg/dL)

200- B HbA1c (mg/dL) -10
150+ g q e -8
Q o o
: o M
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Figura 5.4 - Valores de glucose e hemoglobina glicada (HbA;c) apresentados por um
doente com psoriase tratado, com acitretina + PUVA ao longo de 12 semanas, e com

acitretina em monoterapia, por mais 54 semanas de tratamento.

O estudo eritrocitario [GV, Hb, hematocrito (Ht), volume globular médio (VGM),
hemoglobina globular média (HGM), concentracdo da hemoglobina globular média
(CHGM), coeficiente de variacdo eritrocitaria (RDW)] ndo evidenciou diferencas
estatisticamente significativas entre o0s trés grupos, antes de iniciar o tratamento
(Tabela 5.4).

O namero de reticulocitos aumentou significativamente nos doentes tratados com
acitretina em monoterapia; 0s grupos de acitretina + PUVA e de acitretina + NBUVB
apresentaram também um aumento no valor de reticulocitos, embora sem significado
estatistico. Além disso, também néo se observaram modificacGes significativas nos valores
de bilirrubina total entre os grupos, nem apos o tratamento (Tabela 5.4).

Por outro lado, os marcadores de lesdo eritrocitaria (HbLM e perfil da proteina banda
3) ndo apresentaram diferencas entre os trés grupos terapéuticos, nem antes nem apds o
tratamento, embora se tenha observado uma tendéncia para os valores de HbLM
diminuirem com o tratamento (Tabela 5.4).

Nos doentes em que o tratamento foi prolongado com acitretina em monoterapia,
verificou-se que o nimero de GV e 0 hematdcrito aumentou significativamente apds mais
24 semanas de tratamento (T12 versus T36), mantendo-se os valores de reticulécitos. Ndo
foram observadas alteracfes significativas nos niveis de bilirrubina total, de HbLM e no

perfil da proteina banda 3 (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4 — Estudo eritrocitario, de acordo com a terapéutica instituida.

Tratamento prolongado

A(E:qtr_eg)na AC|tret|(rr11a_+7l)\lBUVB Autretln né ;)PUVA com acitretina
B - - (n=11) (n=7)
TO T12 TO T12 TO T12 T24 T36

GV (x10 /L) 4,54 + 0,58 468+054 493041  477%0,27 4,75 + 0,50 4,90 + 0,32 4,99 + 0,49 5,04+ 0,25
Hematécrito (%) 4340+320  4454+343 4631+301 4530+234 4563662  47,42+281 47,00 + 4,40 48,37 249"
Hemoglobina (g/dL)  13,82+0,98  1426+081 1520+153  1466+101  1514+225 1556122 15,30 + 1,67 1550 +057°
VGM (fL) 96,28 +8,76  9544+420 9411+300 9509+447  9562+4,47  9558+6,28 94,16 + 4,87 95,66 + 2,21
HGM (pg) 3066+2,02  30,62+2,25 3080+0,84 3071+104  31,72+178  31,28+1,15 30,63+ 157% 30,80 0,67*
CHGM (g/dL) 31,88+120  32,08+159 3276+140 32,34+122 33184066  32,80+1,75 32,50 + 1,03 32,06 + 0,80
RDW (%) 13,98+0,64  1350+048 13,96+1,05 1401+103  1350+031  14,14+0,80 14,37 +1,22 13,54 % 0,69
Reticulocitos 20,28 56,68* 4527 65,80 46,53 77,92 76,84**$$ 78,40*
(x10°/L) (15,82-4097)  (22,18-70,96) (34,65-62,15) (54,00-7548)  (26,34-54,76)  (42,17-90,02)  (60,96-140,90) (63,83 - 142,50)
(Bn':é;g‘it;'”a total 040+018  044+014  057+024  062+025  0,73+020 0,58 +0,19 0,55 +0,18 0,55 + 0,23

“ 115 83 147 87 107 52 100 100
HbLM (x 10 %) (90-153) (50-133) (89-196) (78-125) (34-160) (32-156) (58-217) (82-136)
Perfil Banda 3 (%)
HMWAg 11,61+8,37  1554+3,27 1331+871 1381+1089  9,24+520 10,44 + 4,59 11,23 49,52 15,95 + 8,59
Bd3 71,68+6502  6502+814 72,49+477 7337+11,10  7656+7,98 74,89 +3,40 68,68 + 8,06 66,21 + 5,27
Pfrag 16,72+7,86  19,44+821 1421+865 12,83+578  1422+885  14,67+7,13 20,08 + 8,31 17,84 + 9,26

Soprouna.J W0 SOpPeJeI] SOJU30p op OBDEI[BAY

Os valores sdo apresentados como média + SD (desvio padrdo) ou como mediana (interquartil 25 - 75); TO: antes de iniciar a
terapéutica; T12: apds 12 semanas de tratamento; T24: ap6s 24 semanas de tratamento; T36: ap6s 36 semanas de tratamento;
GV: glébulos vermelhos; VGM: volume globular médio; HGM: hemoglobina globular média; CHGM: concentracdo HGM;
RDW: coeficiente de variagdo eritrocitaria; HbLM: hemoglobina ligada & membrana; HMWAQ: agregados de alto peso molecular
da proteina banda 3; Bd3: Mondmeros da proteina banda 3; Pfrag: fragmentos proteoliticos da proteina banda 3; **p <0,01,
*p <0,05 versus TO; ¥p <0,01, ®p <0,05 versus T12.
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Tabela 5.5 — Contagem total e diferencial de leucdcitos, de acordo com a terapéutica instituida.

Tratamento prolongado

A?}tr_egi)na Acitreti(rrl1a_+7l)\lBUVB Acitre'zinnﬁ E)PUVA com acitretina
- B B (n=11) (n=7)
T0 T12 TO T12 TO T12 T24 T36
g(Blog/L) 530+145 6,39 +1,25* 787 +1,81 526+0,74* 6,01+0,67 6,15+147 6,00+1,84 5,85 + 0,69
E‘Xirl“;g“_) 1,73+0,41 1,95+ 0,28 1,99 + 0,68 1,82 +0,22 158+0,77 1,64+0,44 1,78+0,58 2,38 + 0,545
?)’('igg I 0,44+0,20 0,53 +0,09 0,52 +0,23 0,52+0,17 048+0,15 0,47+0,17 0,48+0,13 0,51+0,11
g‘(efogll_) 309+158 3,71+1,01 4,64 +1,60 277+061* 437+083 404+109 3,9+1,85 3,82+1,41
(ExoiOQIL) 0,12+0,06 0,13+0,10 0,13+0,14 0,16 +0,15 0,13+0,05 0,19+0,15 0,15+0,08 0,13 +0,07
Bas 0,03 0,05 0,04 0,05 0,02 0,02 0,04 0,03
(x 10%/L) (0,02-0,07) (0,03-0,06) (0,02-0,06) (0,02-0,06) (0,02-0,03) (0,02-0,03) (0,01-0,07) (0,02 —0,05)

Os valores sdo apresentados como média + SD (desvio padrdo), ou como mediana (interquartil 25 - 75); TO: antes de
iniciar a terapéutica; T12: apés 12 semanas de tratamento; T24: apds 24 semanas de tratamento; T36: apds
36 semanas de tratamento; GB: glébulos brancos; Linf: linfécitos; Mon: mondcitos; Neu: neutréfilos; Eos:
eosindfilos; Bas: basofilos; *p <0,05 versus TO; ®p <0,05 versus T12; “*p <0,001 versus T24.

7 o[mjde)
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O estudo leucocitario ndo evidenciou diferengas significativas entre os grupos antes
de iniciarem o tratamento. Apos 12 semanas de tratamento com acitretina em monoterapia
0s doentes apresentaram um aumento significativo no nimero de glébulos brancos (GB) e
os doentes tratados com acitretina + NBUVB apresentaram uma diminuicdo significativa
de GB e neutréfilos. No grupo de doentes tratados com acitretina + PUVA ndo se
observaram alteragdes significativas (Tabela 5.5).

De referir ainda que, os doentes que prolongaram o tratamento com acitretina em
monoterapia, apresentaram um aumento significativo de linfocitos apds 36 semanas de
tratamento, em comparacdo com T12 e T24 (Tabela 5.5).

Os niveis de PCR observados em sete doentes com psoriase as 12 semanas de
tratamento com acitretina, acitretina + NBUVB ou acitretina + PUVA, as 24 e as 36
semanas de tratamento com acitretina em monoterapia sao apresentados na figura 5.5.
Apos 36 semanas de tratamento observou-se uma diminuicdo significativa, comparando
com o valor de PCR em T24 (Fig. 5.5).
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Figura 5.5 - Valores de proteina C-reativa (PCR) ao longo do tempo de tratamento.

*p <0,05 versus T24.
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3.1.2 Discussao

Existem vérios trabalhos que estudam o sucesso terapéutico do tratamento da
acitretina em monoterapia ou em associacdo com a NBUVB ou com a PUVA em doentes
com psoriase, no entanto apenas alguns descrevem os seus efeitos adversos.

Neste trabalho, a maioria dos doentes atingiu a remissdo apds 12 semanas de
tratamento, tendo-se verificado que as terapéuticas com acitretina + NBUVB ou com
acitretina + PUV A apresentaram maior eficacia do que a acitretina em monoterapia, como
sugerem os valores de PASI (Tabela 4.1). Relativamente aos efeitos adversos descritos
pelos doentes, destacaram-se as queixas de perda de cabelo e de pele/labios secos
(Fig. 5.1), ja descritos noutros estudos (Ormerod et al., 2010; Dunn et al., 2011), e as dores
musculares e articulares (Fig. 5.1).

A associacgdo da psoriase com a disfuncéo renal tem sido descrita como consequéncia
dos efeitos nefrotdxicos de diferentes terapéuticas utilizadas para tratar esta patologia
(Soon e llchyshyn, 2005; Maza et al., 2011). Alguns estudos referiram que os doentes com
psoriase apresentam um aumento da excrecdo urinaria de albumina (Cassano et al., 2011;
Dervisoglu et al., 2012) e um aumento do nivel sérico de creatinina (Dervisoglu et al.,
2012).

Os grupos de acitretina + NBUVB e acitretina + PUVA, que apresentaram valores de
PASI mais elevados que o grupo de acitretina em monoterapia (Tabela 4.1), apresentaram
também valores mais elevados de IMC (Tabela 5.3) e de acido Urico (Tabela 5.1), o que
sugere que os valores mais elevados de acido drico podem estar relacionados com a
gravidade da doenca ou com a obesidade. E reconhecido que os valores de acido Grico
podem aumentar em situacdes associadas a um elevado metabolismo celular e/ou
disfuncao renal.

O tratamento com acitretina em monoterapia ou em associacdo com PUVA durante
12 semanas ndo induziu toxicidade renal, uma vez que nao foram observadas modificacGes
nos valores de ureia, creatinina e de acido Urico (Tabela 5.1). No entanto, a terapéutica de
associacdo da acitretina + NBUVB, induziu um aumento significativo nos valores de
creatinina, apos 12 semanas de tratamento (Tabela 5.1), 0 que sugere que esta terapéutica
pode induzir toxicidade renal. Na literatura ndo ha qualquer descricdo sobre este efeito.

Nos doentes que continuaram o tratamento com acitretina por mais 12 ou 24 semanas
(24 ou 36 semanas de tratamento), ndo se observaram alteracfes nos parametros da fungédo

renal (Tabela 5.1), sugerindo que néo existe um efeito cumulativo.
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Como a psoriase esta frequentemente associada a obesidade abdominal, diabetes
mellitus tipo 2, resisténcia a insulina e dislipidemia (Gisondi et al., 2007), foram estudados
marcadores bioquimicos antes e ao longo do tratamento com acitretina em monoterapia ou
em associagdo com NBUVB ou com PUVA. Néo se observaram alteracdes nos niveis de
colesterol e de TG ap6s 12 semanas de terapéutica; no entanto, o valor de colesterol
aumentou significativamente nos doentes que prolongaram o tratamento por mais
24 semanas, com acitretina em monoterapia (Tabela 5.3).

A obesidade promove um estado de inflamacgdo crénica que pode contribuir para o
desenvolvimento de outros componentes do sindrome metab6lico (Lee e Pratley, 2005). A
resisténcia a insulina na psoriase pode ocorrer como uma complicacdo da inflamagéo
sistémica. Ucak et al. (2006) referiram que doentes com psoriase apresentam valores mais
elevados de insulina em jejum, intolerancia a glucose e diminuicdo da funcdo das celulas
beta, em comparagdo com um grupo controlo. No presente estudo verificAmos que, em TO,
0s grupos de acitretina + NBUVB e acitretina + PUVA, com valores de PASI mais
elevados, apresentavam valores mais elevados de glucose, HbA;c, insulina e HOMA-IR e
valores mais baixos de QUICKI do que o grupo de acitretina (Tabela 5.3), o que, embora
sem significado estatistico, sugere que a psoriase mais grave podera estar associada a uma
maior resisténcia a insulina. Boehncke et al. (2007) descreveram, de facto, uma correlacéo
positiva entre a secrecdo de insulina e o valor de PASI. Neste trabalho, ndo observamos
esta correlacdo, mas verificamos que o PASI se correlacionava positivamente com 0s
niveis de glucose (Fig. 5.3).

Matsumoto et al. (2004) descreveram um caso de esteatohepatite ndo alcodlica, num
doente obeso com psoriase, que apresentava resisténcia a insulina e um aumento nas
enzimas hepéaticas, TGO e TGP. Estes autores propuseram que as citocinas
pro-inflamatorias, habitualmente elevadas nos doentes com psoriase, podem contribuir
para 0 desenvolvimento da resisténcia a insulina, e que estes doentes apresentam um
elevado risco de desenvolver doenca de figado gordo ndo alcoolico. No presente estudo, o
grupo de acitretina + NBUVB apresentou valores mais elevados de TGP, y-GT e ALP e o
grupo de acitretina + PUVA apresentou valores mais elevados de y-GT e ALP
(Tabela 5.2). Estes resultados sugerem que os doentes com psoriase mais grave podem
apresentar um risco mais elevado de desenvolver doenca hepatica ndo alcodlica. Varios
estudos mostram que a prevaléncia de doenca hepatica ndo alcoolica, esté

significativamente aumentada em doentes com psoriase (Gisondi et al., 2009; Miele et al.,
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2009) e que, por isso, estes doentes devem ser monitorizados, avaliando o metabolismo da
glucose e a fungdo hepética.

Quando se analisaram os resultados apés o tratamento, verificou-se que a terapéutica
com acitretina em monoterapia ou associada com NBUVB ou com PUVA durante
12 semanas, ndo alterou o metabolismo da glucose. No entanto, os doentes que
prolongaram o tratamento com acitretina em monoterapia apresentaram uma diminuigéo da
sensibilidade a insulina (T36), como sugere o aumento dos niveis de insulina e de
HOMA-IR (Tabela 5.3). Estes resultados s&o reforcados pelo estudo de um doente que foi
tratado durante 66 semanas com acitretina e que desenvolveu diabetes mellitus (Fig. 5.4).

O mecanismo molecular pelo qual a acitretina altera a sensibilidade a insulina
permanece por esclarecer. Os poucos estudos que existem na literatura sobre o efeito da
acitretina no metabolismo da glucose sdo controversos. Alguns autores (Hartmann et al.,
1992) referiram que o tratamento com acitretina (50 mg/dia) durante 10 dias aumenta a
sensibilidade a insulina enddgena, enquanto outros autores referiram que o tratamento com
acitretina durante 4 e 12 semanas aumenta a resisténcia a insulina (Corbetta et al., 2006).
Estes resultados, contraditérios, sdo semelhantes aos descritos para a isotretinoina.
Krskova-Tybitanclova et al. (2008) sugeriram que o efeito da isotretinoina na homeostase
da glucose depende da dose e da duracdo da terapéutica. Um tratamento de curta duragdo
com isotretinoina aumenta a transcricdo dos genes PPAR e GLUT4 nos adipocitos,
diminuindo a resisténcia a insulina no tecido adiposo (Krskova-Tybitanclova et al., 2008).
No entanto, um tratamento longo com isotretinoina esta frequentemente associado a
desregulacdo da homeostase da glucose (Koistinen et al., 2001; Heliovaara et al., 2007).
Estes mecanismos ndo sdo atualmente conhecidos, no entanto, sabe-se que a tretinoina
pode também servir como um ligando para o recetor nuclear, PPARP/S, ativar o
heterodimero PPAR/RXR e diminuir a resisténcia a insulina no tecido adiposo (Berry e
Noy, 2009). E possivel que a acitretina num tratamento de curta duracdo ative o
heterodimero PPAR/RXR e aumente a sensibilidade a insulina. Num tratamento longo é
possivel que a acitretina, a semelhanca do que é descrito para a tretinoina, aumente a
glucocinase e a secrecdo de insulina no pancreas (Cabrera-Valladares et al., 1999) e
aumente a transcricdio do gene PEPCK, que catalisa um passo regulador da
gluconeogénese, aumentando a producdo de glucose (Lee et al., 2002). A toxicidade
mitocondrial da acitretina pode também explicar o aumento da resisténcia a insulina. De
facto, os resultados apresentados no Capitulo 1l mostram que a acitretina diminui a

capacidade de fosforilagdo oxidativa mitocondrial (Figs 2.1 e 2.2 e Tabela 2.1), por
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inibicdo do ANT (Fig. 2.3), o que poderd diminuir a p-oxidacdo de &cidos gordos e
contribuir assim para o desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2 (Kim et al., 2010b). E
possivel que a acitretina ao inibir os componentes do ANT possa desencadear o
desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2 nos doentes com psoriase tratados com
acitretina. Um tratamento curto com acitretina pode melhorar a sensibilidade a insulina,
reduzida nos doentes psoriaticos. No entanto, um tratamento longo pode reduzir a
sensibilidade a insulina e, eventualmente, levar ao desenvolvimento da diabetes mellitus.

Relativamente a funcdo hepética dos doentes com psoriase tratados com acitretina
em monoterapia ou associada com PUVA ao longo de 12 semanas de tratamento, como ja
se referiu, ndo se observou toxicidade hepética (Tabela 5.2). No entanto, ap6s 36 semanas
de tratamento com acitretina em monoterapia verificou-se um efeito cumulativo de
disfuncdo hepatica, induzido pela acitretina. Pearce et al. (2006) também verificaram que
apos 24 semanas de tratamento com acitretina (25 e 50 mg/dia) os niveis das transaminases
aumentam. Outros autores (Roenigk et al., 1999) referiram também que a acitretina
(25 - 75 mg/dia) induz um aumento dos niveis séricos das enzimas hepéticas, em cerca de
25% dos doentes, tendo ja sido descrito um caso de insuficiéncia hepatica fulminante apos
sobredosagem da acitretina (Leithead et al., 2009). No entanto, continua por esclarecer o
mecanismo de hepatotoxicidade. E possivel que este efeito ocorra através de mecanismos
independentes dos RARs, provavelmente devido a inducdo da MPT (Figs. 2.4 e 2.5) por
interacdo com o ANT (Fig. 2.3), que podera desencadear hepatotoxicidade e mecanismos
de apoptose. Contudo, o efeito hepatotoxico é frequentemente reversivel e as reacdes
hepatotdxicas graves resultantes da terapéutica com acitretina sdo raras e idiossincraticas
(Katz et al., 1999).

De referir, ainda, que as 36 semanas de tratamento, o aumento da TGO também pode
ser devido a disfungdo muscular. De facto, 2 dos 7 doentes apresentaram valores de CK
mais elevados e alguns doentes, como se referiu, apresentaram queixas de dores
musculares (Fig. 5.1). Um estudo feito por Lister et al. (1996) referiu que a acitretina pode
induzir miopatia, sugerindo toxicidade muscular.

A psoriase é, como ja se referiu, caracterizada por um processo inflamatorio, com
infiltracdo leucocitaria a nivel da derme e da epiderme, estando o nimero de GB e de
neutrofilos frequentemente aumentados nestes doentes. Antes do tratamento, ndo se
observaram diferencas entre 0s grupos terapéuticos definidos (Tabela 5.5).

Durante o tratamento da psoriase observou-se uma reducdo progressiva das lesdes,

acompanhada de uma reducdo significativa nos valores de PASI, devido a uma reducdo do
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processo inflamatdrio. De facto, nos 7 doentes em que se avaliou a PCR ao longo de
36 semanas de tratamento, verificou-se um decréscimo no seu valor (Fig. 5.5).

Os doentes com psoriase tratados com acitretina + PUVA ao longo de 12 semanas de
tratamento ndo apresentaram nenhuma alteracdo no nimero de GB e de neutrdfilos
(Tabela 5.5). Em contraste com os resultados deste trabalho, foi descrito que a PUVA por
si s leva a diminuicdo do namero de neutréfilos em doentes expostos a esta terapéutica,
como uma consequéncia da diminui¢do do processo inflamatério (Coimbra et al., 2009).
No nosso estudo, o grupo tratado com a acitretina + PUVA foi 0 que apresentou uma maior
reducdo no PASI, sendo provavel que o nimero de GB e de neutréfilos seja devido aos
efeitos da acitretina, dado que o grupo de doentes tratados com acitretina em monoterapia
apresentou um aumento no numero de GB e neutrofilos (Tabela 5.5). De facto, varios
estudos tém mostrado que a tretinoina regula a diferenciacdo neutrofilica através dos RARs
(Lawson e Berliner, 1999; Evans, 2005), embora ndo existam estudos sobre o efeito de
acitretina na regulacdo dos neutrofilos. Assim, € possivel que a acitretina, de forma
semelhante a tretinoina, também regule a diferencia¢do neutrofilica.

No grupo de acitretina + NBUVB 0 numero de GB e neutréfilos diminuiu
significativamente (Tabela 5.5), sendo tambeém possivel que a acitretina regule a producao
de neutrdfilos, embora em menor extens&o.

Sabe-se que o processo inflamatério, nomeadamente os produtos de ativagédo
leucocitaria, induzem modificacbes oxidativas e/ou proteoliticas nos GV, que podem
condicionar a remocao prematura dos GV (Gornicki, 2002; Rocha-Pereira et al., 2004a;
Coimbra et al., 2012b). Estas modificacfes oxidativas estdo associadas a um aumento de
HbLM e a uma maior agregacdo da proteina banda 3, dois marcadores de lesdo
eritrocitaria, bem como a um valor mais alto dos niveis de bilirrubina, um marcador de
remocao dos GV. O estudo destes parametros mostrou uma tendéncia para uma diminuicéo
dos valores de HbLM apds 12 semanas de tratamento, sem modificacdo do perfil da
proteina banda 3 (Tabela 5.4). Verificou-se, ainda, uma tendéncia para o aumento do
namero de GV ap0s 12 semanas de tratamento com acitretina + PUVA ou com acitretina,
associado a um aumento do namero de reticulécitos, significativo para o tratamento com
acitretina. Embora ndo se tenha verificado um aumento do numero de GV nos doentes
tratados com acitretina+ NBUVB, verificou-se também uma tendéncia para o aumento do
namero de reticuldcitos (Tabela 5.4). Apds 36 semanas de tratamento com acitretina
(versus T12) observou-se um aumento no nimero de GV, Hb, Ht e reticuldcitos. Estes

resultados estdo de acordo com Coimbra et al. (2012b), que descreveram que o tratamento
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com PUVA ou com NBUVB é acompanhado por um aumento no nimero de eritrocitos e
de reticulécitos, e por uma diminui¢do nos valores de HbLM e de agregados da proteina
banda 3, o que se deve a um aumento da eritropoiese, como uma consequéncia de reducéo
do processo inflamatorio.

Sabe-se que a tretinoina altera a eritropoiese hepética no periodo fetal, aumentando a
producdo de EPO (Makita et al., 2001; Evans, 2005), tendo também sido referido que
altera a producdo de EPO no adulto (Okano et al., 1994). O aumento do niumero de GV
observado pode ser devido ndo s6 a reducdo do processo inflamatério mas também a um
aumento da producéao de EPO.

Os resultados deste estudo sugerem, portanto, que os doentes com psoriase mais
grave apresentam um risco aumentado de desenvolver DCV, diabetes e doengas hepéticas.
A terapéutica com acitretina em monoterapia ou em associa¢do com a PUVA por periodos
curtos ndo apresenta toxicidade hepatica, renal e muscular. No entanto, a monoterapia da
acitretina por periodos longos sugere toxicidade hepatica e muscular e também um
aumento da resisténcia a insulina. A terapéutica com acitretina + NBUVB néo afeta a
funcdo hepatica e muscular, porém sdo necessarios mais estudos para esclarecer a possivel

toxicidade renal.

3.2 Efeitos da isotretinoina individualmente ou em associacdo com a fototerapia de
banda estreita nos parametros bioquimicos e hematoldgicos de doentes com
psoriase vulgaris e acne vulgaris

3.2.1 Resultados

Como descrito anteriormente, foram tratados cinco doentes (2 homens com acne
vulgaris e trés mulheres com psoriase vulgaris) com isotretinoina em monoterapia ou em
associacdo com NBUVB (Tabela 4.2).

Os dois doentes com acne vulgaris foram tratados com isotretinoina em monoterapia
durante 24 semanas: um doente apresentava acne papulo-pustulosa ligeira e foi tratado com
8 mg isotretinoina/dia (doente 1) e o outro doente, com acne papulo-pustulosa moderada
foi tratado com 20 mg isotretinoina/dia (doente 2). Ambos o0s doentes atingiram remissao

apos as 24 semanas de tratamento.
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Dos trés doentes com psoriase vulgaris, um apresentava psoriase moderada (doente
3) e foi tratado com 20 mg de isotretinoina/dia durante 24 semanas; 0s outros dois doentes
com psoriase grave (doentes 4 e 5) foram tratados com 20 mg isotretinoina/dia associada
com NBUVB durante 12 semanas. O doente com psoriase moderada atingiu remissdo apos
as 24 semanas de tratamento; os doentes com psoriase grave apresentaram uma diminuicao
no valor de PASI, no entanto, apenas um doente atingiu o estado de remissao (resultados
ndo apresentados).

Relativamente a frequéncia de efeitos secundarios descritos pelos cinco doentes
tratados com isotretinoina verificou-se que apds 12 semanas de tratamento, trés dos cinco
doentes referiram queda de cabelo (60%) e pele/labios secos (60%). Dos trés doentes que
continuaram o tratamento por mais 12 semanas, todos referiram pele/labios secos,
2 continuaram a referir queda de cabelo (67%), 1 dos doentes referiu ainda dores
musculares (33%) e 2 dores articulares (67%). Apenas um doente referiu alteragcdes de
humor apos as 24 semanas de tratamento (33%) (resultados ndo apresentados).

N&o foram observadas alteracdes na funcéo renal, os niveis do acido Urico, ureia e
creatinina, apés 12 e 24 semanas de tratamento, apresentaram valores semelhantes aos

observados antes de iniciar o tratamento (Tabela 5.6).

Tabela 5.6 — Estudo da funcdo renal, de acordo com a terapéutica instituida.

Acido Urico Ureia Creatinina
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Iso 1 TO 2,5 33,0 0,7
T12 3,2 34,0 0,8
T24 3,0 30,0 0,6
150 2 TO 4.8 12,4 0,8
T12 55 14,4 0,9
T24 5,7 18,9 0,9
10 3 TO 2,5 23,0 0,6
T12 2,5 25,0 0,7
T24 2,3 24,0 0,6
TO 3,7 7,1 0,7
ReNBUVB4 1)) 3,7 9,7 07
TO 4.9 8,4 0,6
ReNBUVBS 1, 49 8,6 0.7

Os resultados sdo apresentados como valores médios de cada doente; TO: antes de iniciar a
terapéutica; T12: ap6s 12 semanas de tratamento; T24: apds 24 semanas de tratamento; Iso 1:
doente 1; Iso 2: doente 2; Iso 3: doente 3; ReNBUVB 4: doente 4; ReNBUVB 5: doente 5.
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Relativamente a funcdo hepética verificou-se que todos os doentes apresentaram um
aumento nos niveis de TGO com o tratamento (T12 e T24). No entanto, os niveis de TGP
sO aumentaram para os doentes 2, 4 e 5, ap0s 12 semanas de tratamento. Os niveis de y-GT
também apresentaram um aumento nos trés doentes que estiveram sob tratamento com
isotretinoina durante 24 semanas (T24) e nos dois doentes que foram tratados com
isotretinoina em associacdo com NBUVB, ap6s 12 semanas de tratamento. Estes dois
doentes apresentaram também um aumento na ALP, no final do tratamento (Tabela 5.7).

Tabela 5.7 — Estudo da funcéo hepatica, de acordo com a terapéutica instituida.

TGP TGO v-GT ALP
(U/L) (U/L) (U/L) (UIL)
o1 T0 10 8 20 30
T12 9 10 19 29
T24 10 11 22 28
0 2 T0 37 21 36 67
T12 40 22 38 67
T24 39 38 39 59
o 3 T0 12 17 15 71
T12 4 17 14 57
T24 11 19 16 48
T0 8 12 12 53
ReNBUVB4 115 9 14 15 55
T0 12 19 9 40
ReNBUVBS 115 19 21 12 71

Os resultados sdo apresentados como valores médios de cada doente; TO: antes de iniciar a
terapéutica; T12: ap6s 12 semanas de tratamento; T24: apds 24 semanas de tratamento;
TGP: transaminase glutdmico-pirdvica; TGO: transaminase glutamico-oxalacética; y-GT:
gama-glutamil-transferase; ALP: fosfatase alcalina; Iso 1: doente 1; Iso 2: doente 2; Iso 3:
doente 3; ReNBUVB 4: doente 4; ReNBUVB 5: doente 5.

Relativamente ao estudo do metabolismo da glucose, observou-se que os doentes 1,
2, 4 e 5 apresentaram niveis de glucose mais elevados ap0s 12 e 24 semanas de tratamento,
e que estes valores se mantiveram por mais 12 semanas, no caso dos doentes 1 e 2. N&o se
observaram altera¢cBes nos niveis de HbA;c. As alteragdes nos niveis de insulina, de
HOMA-IR e de QUICKI séo inconsistentes. Apds 12 semanas de tratamento, os doentes 1,

3 e 5 apresentaram uma diminuicdo nos niveis de insulina e no HOMA-IR e um aumento
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no QUICKI, enquanto que os doentes 2 e 4 apresentaram um aumento nos niveis de
insulina, no HOMA-IR e uma diminui¢cdo no QUICKI. Apds 24 semanas de tratamento
com isotretinoina em monoterapia, todos os doentes (1, 2 e 3) apresentaram um aumento
nos niveis de insulina e HOMA-IR, e uma diminui¢do no QUICKI (Tabela 5.8).

No estudo do perfil lipidico, observamos que as modificacbes nos niveis de
colesterol eram inconsistentes; para os niveis de TG observou-se um aumento nos doentes
tratados com isotretinoina em monoterapia e uma reducdo nos doentes tratados com
isotretinoina em associagdo com NBUVB (Tabela 5.8).

Analisando os resultados de acordo com os parametros eritrocitarios, verificou-se
que ap6s 12 e 24 semanas de tratamento com isotretinoina em monoterapia ocorreu uma
reducdo no numero de GV, concentracdo de Hb e no valor de Ht, nos doentes 1, 3 e 4, que
foi acompanhada de um aumento no numero de reticuldcitos e alteragdes no perfil da
proteina banda 3, habitualmente observados em caso de lesdo oxidativa das células
(aumento de agregados da proteina banda 3 e reducéo dos fragmentos da proteina banda 3).
Os doentes tratados durante 12 semanas com isotretinoina em associagdo com NBUVB
apresentaram maiores modificacfes, associadas, ainda, a um aumento no valor de HbLM
(Tabela 5.9).

Observou-se, ainda, uma reducdo no valor de GB e de neutrofilos no final do
tratamento (isotretinoina em monoterapia ou em associacdo com NBUVB), exceto para um

dos doentes em estudo (Tabela 5.10).
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Tabela 5.8 — Estudo lipidico e metabolismo da glucose, de acordo com a terapéutica instituida.

Glucose HbAc Insulina i Col TG
IMC (mg/dL)  (mgidl)  uimp)  TOMAIRQUICKE iy (mrdu
o1 T0 21.43 62 48 12.86 1.97 034 152 84
S0 T12 20,53 77 50 411 078 0.40 151 88
T4 19,93 74 47 15,48 2.83 033 185 110
0 2 T0 2871 81 56 10,29 2.05 034 181 65
T12 27.46 92 55 12,21 2.77 033 201 140
T24 26,53 96 58 20,05 475 0.30 209 107
o3 T0 19.49 107 48 23.08 6.10 029 309 65
T12 19,49 82 5.0 450 091 0.39 301 116
T4 19,49 71 49 6,50 1,15 037 303 169
T0 2259 76 53 10,48 1.97 034 209 107
ReNBUVB 4 11, 2339 80 49 10,76 2.12 0.34 249 93
T0 2439 70 51 6.77 117 037 175 79
ReNBUVBS 1, 2362 82 49 4.92 1,00 038 172 43

Os resultados sdo apresentados como valores médios de cada doente; TO: antes de iniciar a terapéutica; T12: ap6s

12 semanas de tratamento; T24: apds 24 semanas de tratamento; IMC: indice de massa corporal; HbAc: hemoglobina

glicada; HOMA-IR: resisténcia & insulina pelo modelo de avaliacdo da homeostase; QUICKI: indice de verificacdo

quantitativa da sensibilidade a insulina; Col: colesterol; TG: triglicéridos; Iso 1: doente 1; Iso 2: doente 2; Iso 3: doente 3;
ReNBUVB 4: doente 4; ReNBUVB 5: doente 5.
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Tabela 5.9 - Estudo eritrécitério, de acordo com a terapéutica instituida.

GV (x10%/L)
Hematdcrito (%)

Hemoglobina (g/dL)
VGM (fL)

HGM (pg)

CHGM (g/dL)
RDW (%)
Reticuldcitos

(x 10%/L)
Bilirrubina total
(mg/dL)

HbLM (x 10 %)
Perfil Banda 3 (%)
HMWAg

Bd3

Pfrag

Iso 1 Iso 2 Iso 3 ReNBUVB 4 ReNBUVB 5

T0 T12 T24 T0 T12 124 T0 T12 124 T0 T12 T0 T12
4,36 4,49 4,27 478 485 4,84 4,56 4,14 4,07 5,05 4,16 458 4,64
41,6 41,7 39,1 434 436 440 45,1 41,0 40,0 47,7 39,9 420 441
13,6 13,7 13,1 143 14,4 14,3 14,5 12,8 13,3 16,8 12,9 14,2 14,4
95,4 92,9 916 90,0 89,9 90,9 98,8 99,0 98,3 94,5 95,9 91,7 950
31,2 30,5 30,7 29,9 29,7 29,5 31,8 30,9 32,7 33,3 31,0 310 31,0
32,7 32,9 335 329 33,0 325 32,2 31,2 33,3 35,2 32,3 338 32,7
13,9 13,4 13,1 140 14,2 14,3 13,8 13,5 13,3 13,3 13,4 12,8 13,7
17,44 31,43 55,51 19,21 2425 53,24 13,68 41,40 36,63 2525 29,12 9,16 37,12
0,21 0,34 0,40 1,50 1,20 0,80 0,50 0,50 0,30 0,50 0,60 0,90 0,70

70 50 130 20 190 70 77 260 23 59 90 51 89
27,42 26,58 33,95 10,95 12,19 11,87 4,61 8,34 7,22 14,56 17,82 10,47 21,95
62,66 58,91 59,52 51,40 51,67 51,44 69,68 65,44 66,54 74,17 74,30 73,81 72,85
9,92 1451 6,53 3754 3645 36,68 2571 26,22 26,24 11,28 7,88 15,72 5,19

Os resultados sdo apresentados como valores médios de cada doente; TO: antes de iniciar a terapéutica; T12: ap6s
12 semanas de tratamento; T24: apds 24 semanas de tratamento; GV: glébulos vermelhos; VGM: volume globular médio;
HGM: hemoglobina globular média; CHGM: concentracdo HGM; RDW: coeficiente de variagdo eritrocitaria; HbLM:
hemoglobina ligada & membrana; HMWAg: agregados de alto peso molecular da proteina banda 3; Bd3: Mondmeros da
proteina banda 3; Pfrag: fragmentos proteoliticos da proteina banda 3; 1so 1: doente 1; Iso 2: doente 2; Iso 3: doente 3;

ReNBUVB 4: doente 4; ReNBUVB 5: doente 5.
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Tabela 5.10 — Contagem total e diferencial de leucécitos, de acordo com a terapéutica instituida.

GB
(x 10%/L)
Linf

(x 10%/L)
Mon

(x 10%/L)
Neu

(x 10%/L)
Eos

(x 10%/L)
Bas

(x 10%/L)

Iso 1 Iso 2 Iso 3 ReNBUVB 4 ReNBUVB 5
T0 T12 T24 TO T12 T24 T0 T12 T24 T0 T12 TO T12
5,55 6,91 6,13 8,69 8,19 8,07 10,14 3,22 4,73 9,84 3,37 4,66 3,97
2,48 2,66 2,74 1,59 2,61 2,28 2,24 1,58 1,78 4,55 245 1,14 0,59
0,56 0,50 0,48 0,68 0,66 0,51 0,50 0,31 0,37 0,60 0,36 0,31 0,37
2,37 2,61 2,76 6,00 4,58 4,97 7,31 1,16 2,40 4,59 0,51 3,00 2,76
0,10 0,06 0,09 0,38 0,29 0,27 0,06 0,17 0,12 0,07 0,04 0,19 0,18
0,04 0,08 0,06 0,04 0,05 0,04 0,03 0,01 0,05 0,03 0,01 0,02 0,07

Os resultados sdo apresentados como valor médio de cada doente; TO: antes de iniciar a terapéutica; T12: ap0s

12 semanas de tratamento; T24: ap06s 24 semanas de tratamento; GB: glébulos brancos; Linf: linfocitos; Mon: mondcitos;

Neu: neutréfilos; Eos: eosindfilos; Bas: baséfilos; Iso 1: doente 1; Iso 2: doente 2; Iso 3: doente 3; ReNBUVB 4: doente
4; ReNBUVB 5: doente 5.
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3.2.2 Discussao

Existem poucos estudos acerca dos efeitos adversos do tratamento da psoriase
vulgaris e da acne vulgaris com baixas doses de isotretinoina por periodos longos e em
associagdo com a NBUVB. No presente trabalho, os doentes referiram algumas queixas,
nomeadamente perda de cabelo e pele/labios secos e dores articulares (resultados nédo
apresentados), semelhante ao que tem sido descrito na literatura (Purdy e de Berker, 2006;
Goodfield et al., 2010). Estes efeitos adversos foram também observados nos doentes sob
terapéutica com acitretina (Fig. 5.1) e sdo reversiveis apds o término da terapéutica.

N&o se verificaram alteragbes de toxicidade renal, como sugerem os valores de
creatinina, ureia e &cido Urico apds o tratamento (Tabela 5.6). Pouco tem sido descrito
sobre a toxicidade renal da terapéutica com isotretinoina, contudo existem alguns casos
descritos na literatura de alteraces na fungédo renal (Pavese et al., 1997; van Oers et al.,
2000), que estdo associados a doses mais altas de isotretinoina.

Verificou-se que no final do tratamento todos os doentes apresentaram um ligeiro
aumento nos valores de TGO e de y-GT (Tabela 5.7), que pode estar relacionado com uma
alteracdo da funcdo hepatica (Goodfield et al., 2010; Sardana e Garg, 2011). Contudo, 0
aumento da TGO pode também ser devido a situacfes de disfuncdo muscular e a casos de
miopatias, de acordo com o referido na literatura (Chroni et al., 2010).

Observou-se que 4 dos 5 doentes apresentaram no final do tratamento um aumento
do valor de glucose, apresentando todos o0s outros parametros do metabolismo da glucose
modificagdes inconsistentes. No entanto, é de referir que ap0s as 24 semanas de terapéutica
todos os doentes apresentaram um aumento nos niveis de insulina e HOMA-IR,
acompanhado por uma diminuicdo no QUICKI (Tabela 5.8), 0 que podera ser indicativo de
desenvolvimento de resisténcia a insulina, semelhante ao que foi descrito para os doentes
tratados com acitretina (Tabela 5.3).

Relativamente ao estudo do perfil lipidico, verificou-se que as alteragdes dos niveis
de colesterol eram inconsistentes, observando-se no entanto um aumento dos niveis de TG
nos doentes tratados com isotretinoina em monoterapia (Tabela 5.8), 0 que esta de acordo
com varios estudos que referem que os TG sdo o principal parametro do perfil lipidico a
ser alterado durante a terapéutica com isotretinoina (Goodfield et al., 2010; Sardana e
Garg, 2011).

Quando se analisaram os parametros eritrocitarios, verificou-se que os doentes sob

terapéutica com isotretinoina apresentaram uma diminuicdo no nimero de GV, de Ht e dos
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niveis de Hb, em 3 dos 5 doentes, e que estas alteracdes foram acompanhadas por
alteracbes do perfil da proteina banda 3, nomeadamente pelo aumento dos agregados da
proteina banda 3 e pela diminuicdo dos fragmentos proteoliticos da proteina banda 3
(Tabela 5.9). Esta alteracdo no perfil da proteina banda 3 esteve também associada a um
aumento no valor de HbLM nos doentes tratados com isotretinoina em associacdo com
NBUVB, 0 que se deve provavelmente a uma lesdo oxidativa dos GV. O aumento de
reticulécitos observado em todos os doentes (Tabela 5.9) pode dever-se também ao facto
da isotretinoina poder estimular a eritropoiese, por regular os niveis de EPO, de forma
semelhante ao que foi descrito para o caso da acitretina (Tabela 5.4). No entanto, torna-se
necessario quantificar os niveis de EPO em estudos posteriores para clarificar estes efeitos.

Os resultados deste trabalho mostraram também uma diminuigdo do nimero de GB e
de neutrofilos em 4 dos 5 doentes (Tabela 5.10), que deve ser uma consequéncia do
tratamento, por diminuicdo do estado inflamatorio, quer na acne quer na psoriase. No
entanto, os efeitos da isotretinoina a nivel dos GB, também se podem dever a sua funcéo a
nivel da regulacdo da producdo dos neutrofilos, uma vez que se sabe que os RA tém a
capacidade de regular a sua diferenciacdo (Lawson e Berliner, 1999; Evans, 2005).

Em conclusdo, os resultados deste trabalho sugerem que o tratamento com
isotretinoina em monoterapia ou em associacdo com a NBUVB apresenta uma elevada
eficdcia terapéutica no tratamento da acne e da psoriase. Além disso, esta terapéutica, por
periodos curtos, ndo apresenta toxicidade hepatica e renal; no entanto, podera desencadear
mecanismos de lesdo eritrocitaria. Por outro lado, a monoterapia da isotretinoina por
periodos de tratamento longos sugere toxicidade hepatica e muscular e aumento da

resisténcia a insulina.
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A associagdo terapéutica dos retinoides com os antiestrogénios tem sido estudada
com o objetivo de minimizar os efeitos adversos e aumentar a eficicia terapéutica de cada
composto individualmente. No entanto, pouco se conhece acerca dos mecanismos de agao
farmacoldgica e toxicoldgica da acitretina e da isotretinoina individualmente ou em
associacdo com o0s antiestrogénios. Por outro lado, os efeitos secundarios destes dois
retinoides em monoterapia ou em associagdo com irradiagdo NBUVB ou com PUVA no
tratamento de doencas inflamatdrias da pele requerem uma caracterizagdo adequada que
permita a sua utilizacdo de um modo seguro e eficaz.

Este trabalho incluiu estudos mitocondriais, estudos em linhas celulares de
melanoma e de cancro da mama ER(+), e estudos de citogenotoxicidade em culturas de
sangue, em que se avaliaram os efeitos destes retinoides, em associagdo com 0 TAM ou
com o OHTAM. Foram também realizados estudos de citogenotoxicidade, estudos
hematoldgicos e bioquimicos em doentes com psoriase vulgaris e acne vulgaris tratados
com a acitretina ou com a isotretinoina em monoterapia ou em associa¢cdo com irradiacdo
NBUVB ou com PUVA.

Os estudos mitocondriais demonstraram que a acitretina e a isotretinoina
(5 nmoles/mg proteina ou 5 uM) diminuiram a producao de energia, como € evidenciado
pela diminui¢do do estado 3 da respiracao e dos niveis de ATP, e pelo aumento do tempo
necessario para a fosforilacdo de ADP, sem alteracdo do sistema transportador de eletrdes
nem do potencial de membrana mitocondrial. VerificAmos, ainda, que a acitretina e a
isotretinoina (5 nmoles/mg proteina ou 2,5 pM) aumentaram a sensibilidade das
mitocéndrias hepéticas para a MPT, como € evidenciado pela despolarizacdo do Ay
dependente de Ca** e pela libertacdo de Ca’*. A MPT induzida pela acitretina e pela
isotretinoina ocorreu devido, provavelmente, a interacdo com o ANT, tendo em conta que
os ligandos do ANT (ADP e ATP) inibiram a MPT, o que também esta de acordo com 0s
efeitos obtidos por titulacio com o CAT. O facto da acitretina e da isotretinoina
diminuirem o contetdo de ANT pode ndo sO explicar a inducdo da MPT, mas também a
diminuicdo da capacidade fosforilativa mitocondrial induzida por estes retinoides, para
concentracBes até 5 pM. Estes efeitos constituem um potencial mecanismo de morte
celular por apoptose e necrose, e de toxicidade em células do figado. Verificamos tambem
que o0 TAM e 0 OHTAM inibiram a MPT induzida pela acitretina e pela isotretinoina,
provavelmente por impedirem as mudancas conformacionais do ANT promovidas por
estes dois retinoides. Estes resultados sugerem que o TAM e o OHTAM podem contribuir

para diminuir a toxicidade induzida pela acitretina e pela isotretinoina. De referir também

207



Discussdo geral e conclusdes

que as associacBes do TAM ou do OHTAM (10 nmoles/mg proteina ou 10 uM) com a
acitretina ou com a isotretinoina ndo induziram alteracGes significativas no sistema
fosforilativo e no sistema transportador de eletrGes, comparativamente aos retinoides
individualmente, indicando que estes antiestrogénios ndo potenciam os efeitos
toxicologicos da acitretina e da isotretinoina. No entanto, nas associa¢cdes com o TAM foi
observada uma estimulacdo do estado 4, que se deve, possivelmente, a permeabilizacdo da
IMM a protdes induzida pelo TAM, sugerindo que este antiestrogénio tem uma toxicidade
superior ao OHTAM.

Por outro lado, verificou-se também que a acitretina (5 uM) e a isotretinoina
(0,5 pM) associadas com o TAM ou com o OHTAM (5 uM) potenciaram
sinergisticamente o efeito antiproliferativo de cada composto individualmente em linhas
celulares de melanoma e de cancro da mama, com um efeito mais marcado na linha celular
de melanoma. Contudo, o efeito antiproliferativo da acitretina ou da isotretinoina em
associagdo com o TAM ou com 0 OHTAM na linha celular de melanoma, ndo ocorreu
devido a mecanismos de morte celular, uma vez que o nimero de céelulas ndo viaveis, 0s
valores de LDH e o nimero de células apoptoticas, mantiveram os valores semelhantes as
condicdes controlo. Estas associagdes induziram mecanismos de paragem do ciclo celular
na fase GO/G1, sugerindo que estes efeitos antiproliferativos ndo se devem a efeitos
mitocondriais, mas provavelmente a mecanismos dependentes dos RARs e dos ERs. De
referir que as associacdes da acitretina e da isotretinoina com o OHTAM apresentaram um
maior efeito antiproliferativo, do que com o TAM, 0 que sugere que as associa¢ées com o
OHTAM poderdo ter uma maior eficacia no tratamento do melanoma.

Relativamente aos estudos de citogenotoxicidade in vitro verificou-se que a acitretina
e a isotretinoina em concentracdes equivalente ou superiores as encontradas a nivel sérico
(1,2 — 20 uM) com doses terapéuticas, ndo apresentaram efeitos genotoxicos, como
sugerem os valores da frequéncia de MN e os valores de TL e TM. Além disso, a
associacdo da acitretina com os antiestrogénios diminuiu o potencial genotoxico do TAM,
e em menor extensdo o do OHTAM. Contudo, tanto a associacao da acitretina com o TAM
como com o OHTAM apresentaram um efeito citostatico/citotoxico, e induziram um
aumento de células apoptoticas e necréticas que se acentuou com a associacdo dos
retinoides, particularmente com o TAM.

Os estudos de genotoxicidade in vivo também demonstraram que a acitretina (em
monoterapia ou em associagdo com a NBUVB) ou a isotretinoina (em monoterapia),

durante 12 semanas ndo induziram efeitos genotoxicos. No entanto, sdo necessarios mais
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estudos para esclarecer os efeitos genotdxicos da terapéutica com acitretina + PUVA e com
isotretinoina + NBUVB.

Quando se analisaram os parametros bioquimicos dos doentes com psoriase vulgaris
observou-se que a acitretina em monoterapia ou associada com a PUVA ao longo de
12 semanas de tratamento, ndo induziu toxicidade renal, tal como se pode observar pelos
niveis de creatinina, ureia e &cido drico, que eram semelhantes aos valores basais.
Contudo, nos doentes tratados com acitretina + NBUVB verificou-se um aumento
significativo nos niveis de creatinina, o que podera ser indicativo de toxicidade renal.

Relativamente ao estudo dos pardmetros do metabolismo da glucose, ndo se
observaram alteracGes significativas, apds 12 semanas de terapéutica com acitretina em
monoterapia ou associada com NBUVB ou com PUVA. No entanto, observou-se um
aumento dos niveis de insulina, do indice HOMA-IR e uma diminuicdo dos valores
QUICKI apds 36 semanas de tratamento com acitretina, 0 que sugere uma diminuicdo da
sensibilidade a insulina. Estas modificacfes foram reforcadas por um caso clinico que
observamos de um doente com psoriase vulgaris que desenvolveu diabetes mellitus apés
66 semanas de tratamento com acitretina. Assim, é possivel que a acitretina num
tratamento a curto prazo diminua a resisténcia a insulina, enquanto a longo prazo tenha um
efeito contrario, aumentando a resisténcia a insulina.

Verificamos, ainda, que a acitretina em monoterapia ou associada com PUVA ao
longo de 12 semanas, ndo induziu toxicidade hepatica, como sugerem os valores de TGP,
TGO, vy-GT e ALP, que eram semelhantes ao valor basal. Contudo, observaram-se valores
significativamente aumentados de TGO e y-GT, apds 36 semanas de tratamento com
acitretina, o que pode sugerir que a terapéutica prolongada com acitretina (24 ou
36 semanas), possa induzir toxicidade hepatica. De referir, no entanto, que o0s niveis
aumentados de TGO podem também ser devidos a disfuncdo muscular, uma vez que 0s
niveis de CK também aumentaram, apds 36 semanas de tratamento. Esta hipoOtese esta de
acordo com as dores musculares descritas pelos doentes, sugerindo que o tratamento da
acitretina a longo prazo podera induzir toxicidade muscular. No entanto, € de referir que,
as lesdes hepaticas, musculares e a resisténcia a insulina, podem ser uma consequéncia da
diminuicdo da capacidade fosforilativa e da MPT induzida pela acitretina, como
consequéncia da diminuicdo do conteddo de ANT.

O estudo hematoldgico sugeriu que a terapéutica com acitretina podera estimular a

eritropoiese, uma vez que se observou um aumento significativo no valor de reticulécitos,
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apos 24 semanas de tratamento, o que pode estar relacionado com a reducdo do processo
inflamatorio.

No estudo bioquimico e hematoldgico dos doentes sob terapéutica com isotretinoina,
verificou-se que, em monoterapia ou em associagdo com a NBUVB, este retinoide néo
induziu toxicidade renal, nem alteracdes no metabolismo da glucose a curto prazo; no
entanto, a longo prazo induziu resisténcia a insulina, como sugere o aumento dos niveis de
insulina, HOMA-IR e a diminuicdo do QUICKI. Verificou-se também um aumento nos
valores de TGO, que pode dever-se a alteracdes da fungdo muscular e hepatotoxicidade,
como consequéncia das disfungdes mitocondriais induzidas pela isotretinoina.

Por outro lado, a isotretinoina pode induzir leses eritrocitarias, como evidencia a
reducdo observada no nimero de GV, e as alteracGes oxidativas do perfil da proteina banda
3, associadas a um aumento do numero de reticulécitos, que pode resultar de uma resposta
fisiologica, por aumento dos niveis de EPO ou pela reducéo do processo inflamatorio.

Em conclusdo, este estudo demonstra que a acitretina ou a isotretinoina associadas
com o0s antiestrogenios apresentam uma potencial aplicagdo na quimioprevencdo do
melanoma e do cancro da mama, por aumentarem sinergisticamente o efeito
antiproliferativo de cada composto individualmente; sendo a associagdo com o OHTAM a
que tem uma maior eficacia no tratamento do melanoma. O uso de acitretina ou de
isotretinoina associadas com o OHTAM podera ser uma estratégia terapéutica eficaz por
ultrapassar a toxicidade dos retinoides, sem, no entanto, apresentar efeitos genotoxicos e
com menos efeitos toxicologicos comparativamente a associacdo com o TAM.

Por outro lado, os estudos em doentes com psoriase vulgaris e acne vulgaris sugerem
que a acitretina e a isotretinoina em monoterapia ou em associacdo com NBUVB ou com
PUVA ndo induzem alteracGes significativas nos biomarcadores clinicos. Contudo, uma
terapéutica prolongada com acitretina ou com isotretinoina podera induzir toxicicidade
hepatica, muscular e resisténcia a insulina, provavelmente como consequéncia das

disfuncdes mitocondriais induzidas por estes retinoides.
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Perspetivas futuras

Este estudo permitiu fornecer informacdes sobre a base molecular subjacente aos
efeitos farmacoldgicos e toxicologicos da acitretina e da isotretinoina individualmente ou
em associacdo com 0s antiestrogénios na quimioprevencdo do cancro; bem como a
utilizagdo clinica da acitretina e da isotretinoina em monoterapia ou em associacdo com a
NBUVB ou com a PUVA no tratamento de doengas inflamatérias da pele, visando a sua
utilizacdo futura com uma maior eficAcia e menor toxicidade do que os regimes
terapéuticos utilizados nas doencas inflamatérias da pele, ou na quimioprevencdo
utilizados nas doencas neoplasicas.

Os resultados deste trabalho sugerem que a associacdo terapéutica da acitretina ou da
isotretinoina com 0s antiestrogénios podera constituir uma promissora associacdo na
quimioprevencgdo de doengas neoplasicas, nomeadamente do cancro da mama e da pele,
por potenciarem os efeitos antiproliferativos dos compostos individualmente; no entanto,
ndo se sabe se estes efeitos antiproliferativos se devem a mecanismos dependentes dos ERs
e dos RARs. Neste sentido, deveriam ser estudados os efeitos antiproliferativos destes
compostos em diferentes linhas celulares de cancro da mama e melanoma com diferentes
expressdes dos varios subtipos e isoformas dos ERs e RARs.

Da avaliacdo dos parametros bioquimicos dos doentes com psoriase vulgaris e acne
vulgaris tratados com acitretina ou isotretinoina, surge a importancia do acompanhamento
de doentes sob terapéutica com estes retinoides, de forma a evitar o desenvolvimento da
toxicidade hepatica, muscular e resisténcia a insulina.

Deste estudo emerge também a proposta de estudar o efeito dos retinoides na
producdo de EPO, determinando os niveis de EPO em doentes sob terapéutica da acitretina
e da isotretinoina, e por ultimo estudar os produtos de ativacdo leucocitaria em doentes

tratados com estes retinoides.
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