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Resumo

ALMEIDA, Hanna Santana de. Efeitos de antioxidantes na modulacdo do estresse oxidativo
no microambiente do melanoma: uma revisdo sistematica. Dissertacdo de mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas - Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia,
2022.

O melanoma é um céncer de pele agressivo e de dificil tratamento. Estudos sugerem que a
agressividade e falta de resposta a tratamentos do melanoma sdo adquiridas por mutacgdes e
alteracdes no microambiente tumoral. Também tem sido demonstrado que a capacidade redox
da pele saudavel é diferente da de células de melanoma, e que o sistema antioxidante das
células do melanoma é adaptado para suportar o estresse aumentado. Esta revisdo sistematica
teve como objetivo avaliar o tratamento com antioxidantes na modulacdo do estresse
oxidativo em modelos de estudos in vitro. Para elaboracdo da pergunta de pesquisa foi
utilizada a estratégia PICOS e a busca eletronica foi realizada nas bases de dados MEDLINE
via PubMed, EMBASE, Web of Science e literatura cinza utilizando Google Scholar. Todos
os estudos incluidos foram publicados em lingua inglesa sem restricdo de data de publicacéo.
O formato de medida de dados usado para apresentar os resultados foi dicotdmico para todos
os desfechos avaliados. Vinte e nove estudos foram incluidos nesta sintese descritiva, a
presenca da modulacdo do estresse oxidativo apds tratamento com antioxidante foi definida
como desfecho principal e todos os estudos apresentavam estes dados. Dentre os estudos
incluidos, 20 estudos mostraram aumento do estresse oxidativo intracelular apds tratamento
com antioxidante e 9 relataram diminuicdo no estresse oxidativo nas células de melanoma.
Além disso, 21 estudos avaliaram a viabilidade celular, dentre eles 15 mostraram queda na
viabilidade celular junto com o desfecho de aumento do estresse oxidativo apds tratamento
com antioxidante. Treze estudos avaliaram apoptose celular, dentre eles 12 mostraram
aumento de apoptose ou alteracdo em uma das vias da apoptose. Para analise do risco de Vviés,
uma ferramenta foi adaptada para avaliacdo dos estudos in vitro. Os achados desta revisao
sistematica sugerem que antioxidantes de origem natural podem atuar como pro-oxidantes em
células de melanoma, causando queda na viabilidade e ativando apoptose nas células, sendo

possiveis candidatos a agentes anticancer.

Palavras chaves: Melanoma, antioxidantes, estresse oxidativo, célula de melanoma,

viabilidade celular, apoptose.
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Abstract

ALMEIDA, Hanna Santana de. Effects of antioxidants on the modulation of oxidative
stress in the microenvironment of melanoma: a systematic review. Master's Dissertation
in Pharmaceutical Sciences — Faculty of Health Sciences, University of Brasilia, Brasilia
2022.

Melanoma is an aggressive skin cancer that is difficult to treat. Studies suggest that
aggressiveness and unresponsiveness of melanoma to treatments are acquired by mutations
and changes in the tumor microenvironment. It has also been shown that the redox capacity of
healthy skin is different from that of melanoma cells, and that the antioxidant system of
melanoma cells is adapted to withstand increased stress. This systematic review aimed to
evaluate the treatment with antioxidants in the modulation of oxidative stress in models of in
vitro studies. For the elaboration of the research question, the PICOS strategy was used and
the electronic search was performed in the MEDLINE databases via PubMed, EMBASE,
Web of Science and grey literature using Google Scholar. All included studies were published
in English without publication date restriction. The data measurement format used to present
the results was dichotomous for all outcomes assessed. Twenty-nine studies were included in
this descriptive synthesis, the presence of oxidative stress modulation after treatment with
antioxidant was defined as the main outcome and all studies showed these data. Among the
included studies, 20 studies showed increased intracellular oxidative stress after treatment
with antioxidant, and 9 reported a decrease in oxidative stress in melanoma cells. In addition,
21 studies evaluated cell viability, among them 15 showed a decrease in cell viability along
with the outcome of increased oxidative stress after treatment with antioxidant. Thirteen
studies evaluated cell apoptosis, among them 12 showed increased apoptosis or alteration in
one of the apoptosis pathways. To analyze the risk of bias, a tool was adapted for the
evaluation of in vitro studies. The findings of this systematic review suggest that antioxidants
of natural origin may act as pro-oxidants in melanoma cells, causing a decrease in viability
and activating apoptosis in cells, which may cause being possible candidates for anticancer

agents.

Keywords: Melanoma, antioxidants, oxidative stress, melanoma cell, cell viability, apoptosis.



1 INTRODUCAO

1.1 Melanoma: Definicéo e Fisiopatologia

Melanoma é uma neoplasia melanocitica maligna. Os melandcitos sdo células
pigmentares normais que durante a gestacdo derivam da crista neural e migram para
nossa pele, olhos e outros tecidos em menor nidmero (SHAIN; BASTIAN, 2016
AHMED; QADIR; GHAFOOR, 2020). Mesmo a pele sendo o maior 6rgao do corpo,
um humano adulto apresenta aproximadamente 3 bilhdes de melandcitos, o que
representa uma populacdo minoritaria de células, além de estas células apresentarem
uma baixa divisdo celular (SHAIN; BASTIAN, 2016). Basicamente a funcdo dos
melandcitos é nos proteger da acdo genotoxica da radiacdo ultravioleta (UV) por meio
da melanina, produzida por estas células (LIN; FISHER, 2007). Quando a radiacdo UV
toca nossa pele atingindo os queratindcitos, estes sdo entdo estimulados a produzir o
hormonio alfa estimulador de melandcitos (a-MSH) que se liga ao receptor de
melanocortina 1 (MC1R), presente nos melandcitos, e estimula a producdo de melanina

(LIN; FISHER, 2007 SHAIN; BASTIAN, 2016).

A melanina protege 0 DNA das células tronco epidérmicas contra o dano
causado pela radiacdo UV, sendo uma das formas de protecdo a neutralizagdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pela radiacdo UV (LEUPOLD et al.,

2021 AHMED; QADIR; GHAFOOR, 2020).

Os melandcitos produzem dois tipos de melanina: i) a eumelanina
(preta/marrom) é a que mais oferece protecdo contra a radiacdo UV, e as proteinas
relacionadas a tirosinase, TRP1 e TRP2, participam de sua producdo; ii) a feomelanina
(vermelha/amarela) é derivada da conjugacdo da dopaquinona com cisteina ou

glutationa, que forma cisteinildopa e benzotiazinilalanina, e resulta na feomelanina



(Figura 1) (ITO & WAKAMATSU, 2008). Além de proteger menos contra a radiacao
UV, a feomelanina é mais fotolabil, e pode produzir subprodutos como peroxido de
hidrogénio, anion radical superoxido, e hidroxila, induzida pela radiacdo ultravioleta A
(UVA) principalmente, causando um maior dano ao DNA e producao de carcin6genos

(DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019 LIN; FISHER, 2007).

I\>—-(coon) HOOC” “NH,
Hols
(0) 2

HOOC— ~ ~(COOH)
H

Eumelanina

Feomelanina

Figura 1. Estrutura da Eumelanina e Feomelanina
Figura extraida e adaptada de Ito e Wakamatsu, 2007.

A forma como a radiacdo UV causa cancer ainda vem sendo estudada para ser
totalmente esclarecida. Uma das linhas de explicacdo mais comum € a de que a maior
producdo de eumelanina (pele, cabelo e olhos escuros) causa uma maior protecdo contra
cancer de pele melanoma e ndo melanoma, enquanto a pele em que ha predominancia
de feomelanina (pele clara, cabelos loiros ou ruivos, olhos claros) apresenta risco
aumentado para o aparecimento estes canceres (LIN; FISHER, 2007). A coloracao da
pele, olhos e cabelo €, em parte, controlada pelo MC1R. Alguns polimorfismos no gene
que codifica MC1R acarreta numa perda de fungdo que causa uma queda na produgéo
de eumelanina e aumento na producdo de feomelanina, e quanto mais polimorfismo e

variacoes de MCI1R mais suscetibilidade aos danos causados pela radiagdo UV ao



DNA,; se essas mutacOes se acumulam o cancer de pele pode surgir (DAVIS; SHALIN;

TACKETT, 2019).

A mutacdo do DNA mais comum causada pela radicdo UV que leva ao cancer
de pele melanoma é a formacdo dos fotoprodutos decorrentes da dimerizagao entre as
ligacGes duplas C5-C6 de bases pirimidinas adjacentes timina (T) e citosina (C), em que

ocorre a transi¢do C—T (DOUKI, 2020).

A maior causa de melanoma em pessoas de pele e cabelos claros é a exposi¢édo
ao sol, e quanto maior o dano cronico causado na pele pela exposicdo solar, maior o
nimero de mutacbes somaticas nos genes NF1, NRAS, BRAF e KIT, que afetam as

principais vias de sinalizacao da proliferacdo celular (SHAIN; BASTIAN, 2016).

O melanoma de pele cronicamente exposta ao sol aparece geralmente acima dos
55 anos, em areas que foram mais expostas aos sol ao longo da vida, como cabeca,
pescoco e costas (LEONARDI et al., 2018). Nestes casos, as vias de sinalizacdo RAS-
RAF-MEK-ERK (MAPK) e PI3K-AKT sofrem ativacdo constante por diversos
mecanismos, € a mutacdo em BRAF faz parte da iniciacdo de grande parte dos
melanomas, sendo que em 60% dos casos ocorre uma mutacdo em que um acido

glutdmico substitui uma valina no codon 600 no exon 15 (Val600Glu; BRAF'®9E)

(GUARNERI et al., 2017).

Além da exposicdo ambiental ao sol, existe também uma predisposi¢éo genetica;
as pessoas mais suceptiveis geneticamente costumam, ao longo da vida, apresentar
‘nevos’ melanociticos. A quantidade e tamanho de nevos varia de individuo para
individuo, e estes apresentam, em sua maioria, a mutacio BRAF'®’E (SHAIN
BASTIAN, 2016; SCHADENDOREF et al., 2015). Contudo, apenas a mutacdo em

BRAF sozinha néo e suficiente para que os nevos progridam para melanoma. Os nevos



podem ficar em endoléncia por décadas pela vigilancia imunologica, o surgimento do
melanoma apenas pelo nevo melanocitico esta associado a mutacdes em genes-chave

como TERT ou CDKN2A (LEONARDI et al., 2018).

Um histdrico familiar de melanoma é um forte fator de risco, e, nesses casos, a
mutacdo mais comumente encontrada é em CDKNZ2A, e costuma ocorrer em pacientes
mais jovens, com menos de 40 anos (MARCO RASTRELLI, SAVERIA TROPEA,
2016). Neste caso 0 melanoma pode surgir de nevos ou lesdo pré-existente, diferente do
melanoma causado por uma exposi¢do cronica ao sol, que dificilmente surge de um
nevo, mas sim como um melanoma in situ — proliferacdo de melandcitos com alteracdes
nucleares que crescem de maneira irregular dentro da epiderme - ou surgem de lesdes

displésicas (LEONARDI et al., 2018 SHAIN; BASTIAN, 2016).

1.2 Epidemiologia

A estimativa do Instituto Nacional do Cancer para 2020-2022 (Instituto Nacional
de Cancer, 2019) era de que, neste biénio, 0 nimero de novos casos de cancer de pele
melanoma seria de 4.200 em homens e 4.250 em mulheres, significando 4,03 novos
casos a cada 100 mil habitantes para homens e 3,94 para cada 100 mil habitantes para

mulheres.

Em 2017, ocorreram no Brasil 1.031 6bitos por cancer de pele melanoma para
homens, representando um risco de 1,02/100 mil e 804 Gbitos em mulheres, um risco
de 0,78/100 mil (INCA, 2019). No mesmo ano, no Brasil, ocorreram 1.301 Gbitos de
cancer de pele ndo melanoma em homens; esse valor corresponde ao risco de 0,92/100
mil, e 949 o6bitos em mulheres, com risco de 0,92/100 mil (INCA, 2019). Na Regido
Sul, o cancer de pele melanoma é mais incidente quando comparado com as demais

regides do pais, para ambos os sexos (INCA, 2019).



Nos Estados Unidos, 0 melanoma representa 1% dos casos de cancer de pele,
mas representa 0 maior numero de mortes. Para 2022, estima-se que 99.780 casos da
doenca invasiva e 97.920 casos de melanoma in situ serdo diagnosticados no pais,
enquanto 7.650 pessoas morrerdo da doencga, sendo mais comum a ocorréncia em
mulheres do que em homens com menos de 50 anos (AMERICAN CANCER

SOCIETY, 2022).

1.3 Diagnostico

Em 1960, Wallace Clark, dermatologista, descreveu trés variantes histolégicas
do melanoma, melanoma extensivo superficial (SSM), melanoma lentigo maligno
(LMM) e o melanoma nodular (MN) (CLARK; ELDER; VAN HORN, 1986; DAVIS;
SHALIN; TACKETT, 2019). Dos anos 60 até agora novas formas histolégicas ja foram
conhecidas como melanoma lentiginoso acral, melanoma de mucosa, melanoma
desmoplasico e melanoma nevoide, além das trés primeiras variantes descritas que
continuam conhecidas pela mesma denominacdo até hoje (DAVIS; SHALIN;

TACKETT, 2019).

O melanoma extensivo superficial € comum na idade mediana de 50 anos, e € 0
tipo mais comum (70%) de melanoma. Geralmente acometem locais que foram
expostos ao sol (tronco, costas, extremidades), e € apresentado como uma lesdo plana e
irregular, de crescimento lento, com pigmentacdo variada que aumenta de forma radial
e, quando ocorre a invasdo dérmica, apresenta regibes elevadas. Dentre suas
caracteristicas estdo circunscricdo, espessamento epidérmico varidvel e melanizagédo
intracitoplasmatica proeminente, sendo mais comum em homens (AHMED; QADIR,;
GHAFOOR, 2020; MARCO RASTRELLI, SAVERIA TROPEA, 2016; SCOLYER,;

LONG; THOMPSON, 2011).



Melanoma nodular € comum em individuos mais velhos, proximo aos 70 anos, e
podem ocorrer em qualquer local do corpo; corresponde a 5% dos tipos de melanoma
(MARCO RASTRELLI, SAVERIA TROPEA, 2016; SCOLYER; LONG;
THOMPSON, 2011). Exibe um nddulo de rapida expansdo, que pode apresentar
ulceracdo e hemorragia. Além disso, histologicamente ndo hd componente epidérmico,
estende-se além das bordas do componente dérmico e crescem verticalmente (AHMED;

QADIR; GHAFOOR, 2020; SCOLYER; LONG; THOMPSON, 2011).

Melanoma lentigo maligno geralmente acomete locais cronicamente expostos ao
sol (cabeca, pescoco, antebraco), e é mais comum em pacientes idosos, por volta dos 80
anos. Corresponde a 4 a 15% dos casos de melanoma (MARCO RASTRELLI,
SAVERIA TROPEA, 2016; SCOLYER; LONG; THOMPSON, 2011).
Histologicamente, é caracterizado por um lentigo — proliferacdo de melandcitos atipicos
em pele severamente danificada pelo sol, apresentando atrofia epidérmica com perda de
cristas epiteliais, elastose solar dérmica severa e afinamento dérmico (AHMED;

QADIR; GHAFOOR, 2020; SCOLYER; LONG; THOMPSON, 2011).

Essa foi a primeira classificacdo que reconheceu as heterogeneidades do
melanoma, tendo influenciado em seu diagnostico e tratamento (DAVIS; SHALIN;

TACKETT, 2019).

Nas Ultimas décadas, o diagnostico do melanoma foi baseado em suas
caracteristicas clinica e lesdes pigmentares, sendo o método mais comum a regra do
ABCDE: A = assimetria; B = irregularidade da borda; C = variagdes de cor; D =
didmetro maior que 6 mm; E = evolucdo de aparéncia (AHMED; QADIR; GHAFOOR,

2020).



O prognédstico do melanoma é diretamente relacionado a profundidade da
neoplasia, que aumenta rapidamente (MARCO RASTRELLI, SAVERIA TROPEA,
2016). Quando comparado com outros tipos de cancer, o0 melanoma tem a vantagem de
ter localizacdo cutanea na maioria dos casos, 0 que facilita sua detec¢do precoce

(MARCO RASTRELLI, SAVERIA TROPEA, 2016).

Outra abordagem clinica é a escala de Glasgow com 7 pontos de verificacdo, 3
critérios principais (alteracdo de tamanho, forma, cor) e 4 critérios menores (alteragéo
sensorial, diametro de 7 mm ou mais); e presenca de inflamagdo, crostas ou

sangramento (AHMED; QADIR; GHAFOOR, 2020).

A dermatoscopia € um exame ndo invasivo que pode ser utilizado no
diagnostico. O dispositivo faz a ampliacdo Optica que permite a analise das estruturas
morfoldgicas que ndo sdo visiveis a olho nu. A dermatoscopia torna os sinais precoces
do melanoma mais visiveis e de mais facil deteccdo da doenca em estagio inicial

(MARCO RASTRELLI, SAVERIA TROPEA, 2016).

O American Joint Committee on Cancer (AJCC) (GERSHENWALD et al.,
2017) e a Sociedade Brasileira de Oncologia (SBOC) utilizam um sistema de
estadiamento para pacientes ja diagnosticados com o melanoma que combina atributos
histoldgicos do tumor primario (T), a presenca e extensdo da doenca linfonodal regional
(N) e a presenca e extensdao da metastase distante (M), além da profundidade de
Breslow, atributos do tumor primério, como ulceracdo, taxa mitotica, inflamacéao
associada ao tumor e regressdo. Os destaques das mudancgas baseadas em evidéncias
refletidas nos atuais critérios de estadiamento incluem refinamentos nas medicGes da
espessura do tumor, remoc¢do da atividade mitdtica como motivo para ofuscar um
melanoma fino, expansao do linfonodo regional (N), categorias com base no nimero de

linfonodos regionais positivos, categorias de expansdo de metastases (M), com base na



localizacdo da metastase e agrupamentos de estagios expandidos na doenca em estagio
Il para melhor estratificar o progndstico em longo prazo (SBOC -SOCIEDADE

BRASILEIRA DE ONCOLOGIA CLINICA, 2022)

1.4 Tratamento

A diretriz de tratamento oncoldgico para o melanoma da Sociedade Brasileira de
Oncologia (publicada em 06/04/2022) orienta que, em caso de doenca localizada, a
cirurgia € a primeira linha de tratamento com indicacdo de pesquisa de linfonodo
sentinela (SBOC - SOCIEDADE BRASILEIRA DE ONCOLOGIA CLINICA, 2022).
Essa pesquisa € importante devido ao fato de o melanoma ser altamente metastético,
sendo os principais sitios pulmdes, linfonodo, cérebro, e 0s menos comuns pancreas,

0ss0s, intestino delgado e glandulas adrenais (AHMED; QADIR; GHAFOOR, 2020).

Atualmente, o tratamento do melanoma é cada vez mais voltado para terapia
alvo (AHMED; QADIR; GHAFOOR, 2020; DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019); a
terapia adjuvante (tratamento pés cirdrgico) recomentada na diretriz da SBOC de 2022
inclui inibidores de BRAF (vemurafenibe, dabrafenibe ou encorafenibe) e MEK
(cobimetinibe, trametinibe ou binimetinibe) e todo paciente com melanoma estéagio 111

deve ser submetido & investigacdo de mutacdo do gene BRAF.

No caso de doencas em estagio avancado (oligometastatica), a diretriz da SBOC
recomenda a discussdo sobre resseccao cirdrgica ou radioterapia estereotaxica ablativa.
Também sdo recomendadas pesquisas de mutagGes KIT, NRAS e fusGes de TRK. Esses
pacientes sdo candidatos a tratamento com anti-PD-1 (pembrolizumabe ou nivolumabe)
por 12 meses. Esses medicamentos sdo utilizados em protocolos terapéuticos junto com
outros quimioterapicos como dacarbazina, cisplatina, paclitaxel e vinblastina (SBOC -

SOCIEDADE BRASILEIRA DE ONCOLOGIA CLINICA, 2022).



O uso da Interleucina 2 (IL-2) € uma terapia imunolodgica, ndo sdo todos 0s
pacientes que apresentam respostas (apenas 6%) com doses pequenas ao tratamento.

(AHMED; QADIR; GHAFOOR, 2020; DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019).

1.5 Microambiente do melanoma e equilibrio REDOX

O microambiente tumoral do melanoma é formado por células malignas, mas
ndo apenas, no estroma encontram-se células inflamatorias, células imunes, fibroblastos,
moléculas sollveis, tudo isso circundado pela matriz extracelular (MEC) (GUARNERI
et al., 2017). Durante a progressdo do melanoma, a interacdo destes componentes faz a
diferenca na progressdo do tumor e na sua caracteristica invasiva (GIAVINA-
BIANCHI; GIAVINA-BIANCHI JUNIOR; FESTA NETO, 2017). O microambiente
tumoral ja é considerado na abordagem terapéutica do melanoma, principalmente na
doenga avancada (GIAVINA-BIANCHI; GIAVINA-BIANCHI JUNIOR; FESTA
NETO, 2017). A aprovacdo de medicamentos como vemurafenibe, dabrafenibe e
trametinibe sdo reflexos de pesquisas moleculares basicas e ensaios clinicos com
descobertas de aspectos moleculares do melanoma (GIAVINA-BIANCHI; GIAVINA-

BIANCHI JUNIOR; FESTA NETO, 2017).

Para que uma progressdo maligna aconteca nos tumores, ocorrem mdultiplas
alteracbes em vias metabdlicas, principalmente na producdo de componentes basicos
(aminoéacidos, nucleotideos) que promovem o crescimento tumoral (PANIERI;
SANTORO, 2016). Durante essa producéo, substratos energeticos sdo liberados destas
vias para outras rotas metabolicas, podendo estas rotas serem de geracdo de moléculas
antioxidantes (NADPH e GSH) ou cofatores redox (NADH e FADH); ambos

contribuem para uma homeostase redox adequada (PANIERI; SANTORO, 2016).
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As primeiras evidéncias de alteragdo redox no microambiente do melanoma foi a
observacao da superexpressdo de SOD2 (isoforma da enzima superoxido dismutase)
(OBRADOR et al., 2019). Também foi observado que a superexpressao do gene NOX 1
aumentava a capacidade de invasdo celular via metaloproteinase 2 (MMP-2), e a
inibicdo de NOX 1 modificava a adesdo celular (OBRADOR et al., 2019). Essas

descobertas mostram a interferéncia de EROs na MEC do melanoma.

EROs séo moléculas de vida curta, com elétrons desemparelhados, derivadas do
oxigénio molecular parcialmente reduzido que estdo em constante geragéo, eliminacéo e
transformacdo em uma variedade de processos, como metabolismo, proliferacdo e
diferenciacdo celular, reacdo do sistema imunoldgico e remodelacdo vascular
(PANIERI; SANTORO, 2016). Conforme o tumor progride, mais EROs sdo
produzidas e, para resistir a este aumento de espécies reativas, as células tumorais
dependem de suas defesas antioxidantes para manter sua homeostase redox. Assim, as
células fazem uso de suas vias metabolicas para suprir o microambiente de moléculas
antioxidantes, a glutationa é um exemplo destas moléculas (PANIERI; SANTORO,

2016).

O entendimento de como EROs participam do inicio da carcinogénese do
melanoma é parcialmente compreendido pelo seu envolvimento na forma como a
radiacdo UV causa dano ao DNA; a sintese de melanina nos melandcitos gera EROs, 0
que torna estas células suscetiveis ao dano causado pela radiacdo UV (OBRADOR et
al., 2019). Além disso, a sintese de feomelanina produz EROs, e a liberacdo de EROs
também ocorre na presenca de formas nao funcionais do receptor MCR1, que acarreta
em uma baixa producdo de eumelanina, que apresenta uma maior protecdo contra
radiacdo UV e menor producdo de EROs (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019).

Contudo, o dano oxidativo € mais presente nas mutacdes causadas pela radiagdo UV no
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DNA, com a formacgdo dos dimeros de timina, como citado anteriormente (DOUKI,
2020). A mutacdo em BRAF, muito presente no melanoma, ndo é uma mutagénese

oxidativa (OBRADOR et al., 2019; SHAIN; BASTIAN, 2016).

O mecanismo pelo qual as EROs atuam na progressdo do melanoma ainda ndo é
totalmente esclarecido, os biomarcadores usados para identificar e estudar o melanoma
ndo englobam marcadores de estresse oxidativo especificos. Entretanto, os estudos
mostram niveis elevados de EROs em amostras tumorais de pacientes com melanoma
quando comparadas com um controle saudavel, além de estudos in vitro permitirem a
observacdo do estresse oxidativo aumentado nas células (OBRADOR et al., 2019;

SANDER et al., 2004).

O envolvimento de EROs no cancer vem sendo estudado nas Gltimas décadas,
incluindo no cancer de pele melanoma, e a conclusdo mais clara até 0 momento é a de
que ndo existe resposta simples, pois a presenca de EROs nas vias do microambiente
tumoral pode funcionar como agente promotor ou supressor de tumor (OBRADOR et

al., 2019).

1.6 Manejo de EROs no microambiente do melanoma

Sabido que as células tumorais trabalham constantemente para manter um
equilibrio redox que as permitam sobreviver e continuar a progressdo do cancer
(PANIERI; SANTORO, 2016), entra o questionamento do papel de substancias pro-
oxidantes e antioxidantes no cancer. Antioxidantes sdo substancias que eliminam EROs
de forma direta ou atuam indiretamente melhorando as defesas endégenas antioxidantes
(CAROCHO; FERREIRA, 2013). Ja os pré-oxidantes sdo substancias que induzem o

estresse oxidativo, formando espécies reativas ou inibindo a defesa antioxidante
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enddgena; a maioria dos quimioterapicos medeia sua acdo desta forma, aumentando

EROs (CAROCHO; FERREIRA, 2013; PRASAD; GUPTA; TYAGI, 2017).

Dentre as duas opg¢des, o potencial benéfico dos antioxidantes na satde é bem
estabelecido, sendo substancias muito citadas quando se trata da prevencdo do
desenvolvimento de céancer (PRASAD; GUPTA; TYAGI, 2017). Dados
epidemioldgicos reforcam que o consumo de dietas rica em antioxidantes reduz o risco

de doencas cronicas, incluindo o cancer (PRASAD; GUPTA; TYAGI, 2017).

No entanto o tratamento com antioxidantes isolados ou associados a
quimioterapia em pacientes com cancer ainda ¢ um tema controverso (PRASAD;
GUPTA; TYAGI, 2017). Em 1996, um ensaio clinico mostrou resultados piores para
pacientes com cancer de pulmdo tratados com betacaroteno e vitamina A (HAWK;
MCCALLISTER; SCHAFER, 2016; OMENN et al., 1996). No caso do melanoma, ja
foi mostrado em um estudo que o antioxidante fisetina inibiu a progressdo do melanoma
em camundongos (PAL et al., 2015). Um estudo em humanos com consumo de
antioxidante ndo mostrou diferenca na supressao do melanoma (ARSLANBAEVA;
SANTORO, 2020), alguns estudos ja mostraram que, in vivo, antioxidantes aumentam
metéstase do melanoma (ARSLANBAEVA; SANTORO, 2020), e, em 2005, foi
sugerido que a associacdo de antioxidante e quimioterapia/radioterapia nao seria

benéfica (ARSLANBAEVA; SANTORO, 2020; D’ANDREA, 2005).

Atualmente, poucos dados sobre a defesa antioxidante no cancer melanoma
estdo disponiveis. Os estudos que avaliaram tumores de melanoma encontraram um
equilibrio antioxidante perturbado, com enzimas antioxidantes muito aumentadas, e
algumas hipéteses também sugerem que as células de melanoma aumentam sua

producdo de EROs para atacar células vizinhas e contribuir com a progresséo do cancer,
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sugerindo que a homeostase redox no melanoma pode interferir em sua patogénese

(SANDER et al., 2004).

Essa caracteristica de EROs aumentadas e defesa antioxidante eficiente no
melanoma fez com que fosse sugerido o uso de antioxidantes para diminuir o estresse
oxidativo ou pro-oxidantes para aumentar o estresse até que ele se tornasse
potencialmente toxico para esta célula (OBRADOR et al., 2019). Antioxidantes podem
reduzir EROS e diminuir a sinalizacdo celular, diminuindo a progresséo do cancer, ao
passo que 0s pro-oxidantes podem aumentar EROs de forma que se tornem
potencialmente tdxicas para a célula tumoral. No entanto, a estratégia escolhida deve ser
pensada no nivel da variacdo de EROs para o melhor controle da sinalizacdo celular

(PRASAD; GUPTA,; TYAGI, 2017).

Ha resultados controversos no uso de antioxidantes no céancer, alguns com
resultados até opostos (ARSLANBAEVA; SANTORO, 2020). Para o desenvolvimento
de tratamentos bem sucedidos direcionados ao melanoma deve-se buscar entender o
papel de cada tratamento atuando sobre a homeostase redox do melanoma (OBRADOR

etal., 2019).

Assim, esta revisdo teve como objetivo, avaliar os estudos in vitro que
investigaram o efeito de antioxidantes em células de cancer de pele melanoma, com o
intuito de reunir e avaliar dados sobre como os antioxidantes atuam na modulacao do

estresse oxidativo no microambiente do melanoma.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Descrever de forma sistematica, a partir de estudos in vitro disponiveis na literatura
cientifica, o efeito de antioxidantes na modulacdo do estresse oxidativo em células de

cancer de pele melanoma.

2.2 Objetivos especificos

Realizar busca nas bases de dados e literatura cinzenta; realizar leitura de titulos e
resumos e leitura integral de estudos selecionados; classificar os artigos de acordo com
critérios de inclusdo e exclusdo; realizar a extracdo de dados utilizando ferramentas
como Excel e Mendeley; adaptar uma ferramenta para analise e fazer a avaliacdo do

risco de viés em estudos in vitro.
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3. Metodologia

3.1 Protocolo

Esta revisdo sistemética foi conduzida e relatada de acordo com as diretrizes do
Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta Analyses (PRISMA) 2020.
O PRISMA 2020 consiste em uma lista com 27 itens para verificacdo e recomendacdes
que auxilia autores revisores a selecionar, avaliar e sintetizar estudos, e mostrar de

maneira clara e objetiva seu método e resultado (PAGE et al., 2021b).

3.2 Critério de elegibilidade

A pergunta que norteou a pesquisa desta revisao sistematica foi: Quais os efeitos
dos antioxidantes na modulacdo do estresse oxidativo no microambiente tumoral do
cancer de pele melanoma?

A estratégia PICOS foi utilizada para elaboracdo da pergunta de pesquisa (DE
LUCA CANTO, 2015)

3.3 Critérios de inclusdo

Artigos que avaliaram o efeito de antioxidantes, descritos na literatura cientifica,
modulando o estresse oxidativo em células de cancer de pele melanoma e que
atendessem a estratégia PICOS descrito na Tabela 1, sendo qualquer dosagem de

tratamento elegivel para a incluséo.
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Tabela 1. Estratégia PICOS utilizada para elaboragdo da pergunta da revisdo sistematica
e critérios de elegibilidade.

Acronimo | Definicao Descricéo

P Populacao Células de cancer de pele melanoma de modelo murino e
humano
| Intervencdo | Uso de antioxidante

C Comparacdo | Celulas néo tratadas
O Outcome / Desfecho primario: modulacdo do estresse oxidativo.
Desfecho Desfechos secundarios: viabilidade celular, migracédo
celular, apoptose celular.
S Study type / Estudos in vitro com baseline comparével (XIAO et al.,

Tipo de estudo| 2013)

3.4 Critérios de excluséo

Os estudos foram excluidos pelos seguintes motivos: (1) artigos fora da
estratégia PICOS — ndo avaliaram a modulacdo do estresse oxidativo apos tratamento
com antioxidante em célula de melanoma; (2) Artigos que descreviam estudos in vivo;
(3) Ensaios clinicos; (4) Revisbes, cartas, opinides pessoais, capitulos de livros e
resumos de conferéncias; (5) Artigos sem cépia integral disponivel; (6) artigos em

lingua ndo-inglesa.

3.5 Fonte de informacao e estratégia de busca

A busca eletronica foi realizada em 2021 e atualizada no dia 13 de Abril de
2022, nas bases de dados MEDLINE via PubMed, EMBASE, Web of Science, e a
literatura cinza foi pesquisada no Google Scholar. A estratégia de busca foi realizada
por meio do cruzamento de palavras definidas pelo acrénimo PICOS (Tabela 1), sendo
as mais relevantes “melanoma”, “antioxidants” e “oxidative stress”, como mostrado na
Tabela 2. Alem disso, a referéncia bibliografica de cada artigo foi verificada de maneira
manual para deteccdo de possiveis estudos que poderiam ter sido perdidos durante a

busca nas bases de dados eletrénicos.
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Ap0s a busca eletrénica e identificacdo dos artigos, a ferramenta escolhida para
deteccdo de duplicatas e sele¢do dos artigos quanto ao critério de inclusdo e exclusao foi
0 Rayyan QCRI (Qatar Computing Research Institute, Doha, Qatar).
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Tabela 2. Estratégia de busca da revisdo sistematica.

Base de dados

Busca
13 de Abril de 2022

PUBMED

#1 ("melanoma” OR "melanoma"[MeSH Terms] OR melanoma[Text
Word] OR Melanomas OR "Malignant Melanoma™ OR "Malignant
Melanomas™)

#2 ("antioxidants"[All Fields] OR "antioxidants"[MeSH Terms] OR
antioxidants[Text Word] OR "Anti-Oxidants" OR "Anti Oxidants" OR
"Antioxidant" OR "Anti-Oxidant" OR "Anti Oxidant" OR "Antioxidant
Activity" OR "Antioxidant Effect" OR "Anti-Oxidant Effect" OR "Anti
Oxidant Effect" OR "Anti-Oxidant Effects" OR "Anti Oxidant Effects" OR
"Antioxidant Effects") OR ("Superoxide Dismutase" [All Fields] OR
"Superoxide Dismutase" [MeSH Terms] OR "Superoxide Dismutase" OR
catalase [All Fields] OR catalase [MeSH Terms] OR catalase [Text Word])
#3 ("oxidative stress" [All Fields] OR "oxidative stress" [MeSH Terms] OR
"oxidative stress" [Text Word] OR "reactive oxygen species" [All Fields]
OR "reactive oxygen species" [MeSH Terms] OR "reactive oxygen species"
[Text Word] OR "oxidative damage" [All Fields] OR "oxidative damage"
[Text Word]) OR ("lipid peroxidation" [Text Word] "lipid peroxidation"
[MeSH Terms] "lipid peroxidation" [Text Word])

#4 ("cultured cell” OR "in vitro" OR "cultured cells" OR "cell, cultured"
OR "cells, cultured” OR "cell culture” OR "cell cultures” OR "cell culture
technique™ OR "primary cell culture™ OR "primary cell cultures” OR in
vitro[Text Word] )

#5 : #1 AND #2 AND #3 AND #4

WEB OF
SCIENCE

#1 - TS=(melanoma OR Malignant Melanoma)

#2 — TS=(antioxidants OR "Anti-Oxidants" OR "Antioxidant Effect” OR
“Superoxide Dismutase” OR Catalase)

#3 — TS=("Oxidative Stress" OR "Reactive Oxygen Species" OR
"Oxidative Damage" OR "Lipid Peroxidation")

#4 — TS=("cultured cell” OR "in vitro" OR "cell, cultured” OR "cell
culture technique™ OR "primary cell culture™)

#5 : #1 AND #2 AND #3 AND #4

EMBASE

#1'melanoma’/exp OR 'melanoma’ OR 'malignant melanoma'/exp OR
‘'malignant melanoma’

#2'antioxidant/exp OR ‘antioxidant’ OR ‘antioxidant effect’ OR
'superoxide dismutase' OR 'superoxide dismutase'/exp OR 'catalase’ OR
‘catalase'’/exp

#3'oxidative stress' OR 'oxidative stress'/exp OR 'reactive oxygen species
ros' OR 'reactive oxygen metabolite’ OR 'reactive oxygen metabolite'/exp
OR 'oxidative damage' OR 'oxidative damage'/exp OR 'lipid peroxidation’
OR 'lipid peroxidation'/exp

#4'cell culture' OR ‘cell culture/exp OR 'in vitro study' OR 'in vitro
study'/exp OR ‘cell culture technique' OR ‘cell culture technique'/exp OR
‘primary cell culture' OR ‘primary cell culture'/exp

#5: #1 AND #2 AND #3 AND #4

GOOGLE
SCHOLAR

Melanoma and oxidative stress and antioxidants
Onde minhas palavras ocorrem: em qualquer lugar do artigo
150 resultados mais relevantes (15 primeiras paginas)
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3.6 Selecdo de estudos

Para a selecdo dos estudos, foram realizadas duas fases. Na fase 1, a ferramenta
Rayyan foi usada e dois revisores (Hanna Santana de Almeida e Suzana Guimarées de
Araljo) avaliaram, de forma independente, titulo e resumo de todos o0s artigos
recuperados na busca eletronica descrita. Ainda na fase 1, qualquer estudo que ndo se
encaixasse no critério de inclusdo foi excluido. Em caso de discordéancia entre os dois
primeiros revisores, um terceiro revisor (Karla Braz Lopez) foi envolvido para tomar a

decisédo final.

A fase 2 seguiu 0s mesmos critérios de selecdo da fase 1 e os estudos também
foram analisados de forma independente pelos mesmos dois revisores (Hanna Santana
de Almeida e Suzana Guimaraes de Araljo). Nesta fase, ambos os revisores leram 0s
estudos incluidos na fase 1 na integra. A leitura na integra foi realizada no software de
gerenciamento de referéncias Mendeley, e qualquer desacordo foi resolvido por
discussdo entre os trés revisores (Hanna Santana de Almeida, Suzana Guimaraes de

Araljo e Karla Braz Lopez) até um acordo mutuo.

3.7 Processo de coleta e extracdo de dados

A coleta de dados foi realizada por um revisor (Hanna Santana de Almeida) e
verificada pelo segundo revisor (Suzana Guimaraes Aradjo). Os dados extraidos dos
artigos elegiveis incluiram os nomes dos autores, ano de publicacao, pais, metodologia,
nome da célula, intervencdo de interesse (antioxidante usado), mensuracbes dos
desfechos, resultados e conclusGes principais, e esses dados foram reunidos em uma
planilha. Todos os resultados correspondentes aos desfechos estabelecidos foram

pesquisados em cada estudo incluido.

3.8 Risco de viés

Uma vez que ndo existe até 0 momento uma ferramenta especifica para risco de
viés em revisdes sistematicas in vitro, foi utilizada a metodologia adaptada do trabalho
de MARQUES et al., 2016, que os autores desenvolveram com base em parametros

imperativos para a realizacdo de estudos de cultura de célula. Foi avaliado nos estudos
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0s seguintes parametros: tipo de célula, descricdo do meio de cultura celular, passagem
celular, condigdes de cultivo celular, nimero de repeticdo de cada experimento e
descricdo da metodologia para avaliar o resultado. A avaliacdo foi feita por dois
revisores de forma independente, que para cada critério atribuiram a resposta ‘sim’,
quando a informacdes foram encontradas no artigo, ou ‘nao’, quando a informacéo nédo
foi encontrada. Por fim, artigos que relataram (resposta ‘sim’) de um a trés critérios
foram classificados como de alto risco de viés, artigos que relataram quatro ou cinco
dos critérios avaliados foram classificados como de médio risco de viés, e artigos que
relataram seis ou sete dos critérios avaliados foram classificados como de baixo risco de

Viés.

3.9 Medida dos resultados

A apresentacdo de todos os resultados nesta revisdo foi realizada por medida
dicotdémica. O desfecho primario: modulacdo do estresse oxidativo (aumento/queda). Os
desfechos secundérios: acdo na viabilidade celular (aumento/queda/ndo significativo)

modificacdo em parametros apoptéticos (aumento/queda).



21

4. Sintese dos resultados

4.1 Estudos selecionados

O diagrama de fluxo PRISMA 2020 (PAGE et al., 2021a) foi utilizado aqui para
mostrar 0 processo sistematico da busca e elegibilidade dos artigos (Figura 2). Foram
identificados 1.524 resumos nas bases de dados eletrénicas somados aos da literatura
cinzenta. Apo6s resolucdo das duplicas restaram 1.089 citacGes, e com esse nimero foi
realizada a Fase 1 da selecdo, a leitura de titulos e resumos. Nesta fase, 1.001 artigos
foram excluidos e 88 seguiram para a Fase 2, de leitura integral do artigo. Apds anéalise
do texto integral de cada artigo, 29 artigos foram eleitos para esta sintese descritiva e 59
foram excluidos, sendo os motivos para a exclusdo o ndo acordo a estratégia PICOS (n
= 50), estudo que utilizou ensaios in vivo (n = 1), estudos em lingua ndo-inglesa (n = 2),
e resumos de conferéncias (n = 6). As informacdes dos artigos excluidos estdo presente

no apéndice A deste trabalho.

Os 29 estudos incluidos nesta sintese descritiva foram AL SAQR et al., 2020;
ASENSI et al., 2002; BALDIVIA et al., 2018; BANDURA et al., 2005; BIMBIRAITE-
SURVILIENE et al., 2021; DIACONEASA et al., 2017; HEO et al., 2018; HUANG et
al., 2015; KANG et al., 2003; KIM, 2012; KIM; KANG; YOKOZAWA, 2008; KIM;
YOKOZAWA, 2009; KUCUKGUL et al., 2016; KYRIAKOU et al., 2022; LEE et al.,
2019; LIAO et al., 2017; LO et al., 2010; LOCATELLI et al., 2009; OTTINO; JR,
1997; PALKO-LABUZ et al., 2021; PARK; KIM; JEON, 2012; PRASAD,; JC; SK,
2016; PROVINCIALI et al.,, 2015; RAUCA et al.,, 2019; RUSSO et al., 2008;
SATOOKA et al., 2012; SCHOMBERG et al., 2020; SHUXI QIAO et al.,2012; e
ZUGIC et al., 2016, e os 59 artigos que foram excluidos, com os motivos de exclusao,

estdo listados no APENDICE A deste trabalho.
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Identificagdo de novos estudos através

e Identificagdo de novos estudos por outros métodos

o Busca nas bases de dados: Literatura Cinzenta (n= 150 ):
" 1,374 + Google Scholar (n=150 );
8 EMBASE (n= 739); )
E PubMed (ﬂ: 324) QOutros I'EEQISUOS (I"I: 0}:
5 Web of Science (ﬂ: 39 1) . BUSC‘a m_anual da lista de
2 referéncia (n=0);
- Identificacdo de especialistas (n=
0).
" - _ Artigos excluidos:
Artigos identificados (n= 1,524 ) . Remociio de duplicatas
pelo Rayyan (n=435)
Busca de artigos para a }4[ Artigos néo recuperados J
recuperacio (n=0)
(n=1,089)
E ] Artigos excluidos (n=59 )
E Arigos acessados para
F elegibilidade — + Néo trataram com
(n:{rBS) antioxidante ou

avaliaram a

¢~ Novos estudos incluidos na modulau;éo de ROS

TE-IV_ISS)O intracelular (n= 50)
Relatorio de novos estudos + n vivo (n=1)
incluidos * Revisdes,cartas,
AL (n=10) Y, capitulos de

livros,resumos de
conferéncia (=6 ).

\ + Lingua ndo inglesa /
Total de estudos incluidos na J 2

revisdo
(n=29)

Inclusdo

Figura 2 Fluxograma da busca na literatura e critérios de selecdo. Adaptado do
PRISMA 2020 (PAGE et al., 2021).

4.2 Caracteristicas dos estudos

Os estudos incluidos na revisdo foram publicados em inglés, estando entre eles
dois trabalhos do Brasil (BALDIVIA et al., 2018; LOCATELLI et al., 2009), um
trabalho da China (LIAO et al., 2017), um trabalho da Grécia (KYRIAKOU et al.,

2022), dois trabalhos da Italia (PROVINCIALI et al., 2015; RUSSO et al., 2008), um
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trabalho da Lituania (BIMBIRAITE-SURVILIENE et al., 2021), dois trabalhos da
Pol6nia (BANDURA et al., 2005; PALKO-LABUZ et al., 2021), um trabalho da Africa
do Sul (OTTINO; JR, 1997), sete trabalhos da Coreia do Sul (PARK; KIM; JEON,
2012; LEE et al.,, 2019; KIM, 2012; KIM; YOKOZAWA, 2009; KIM; KANG;
YOKOZAWA, 2008; KANG et al., 2003; HEO et al., 2018), dois trabalhos da Roménia
(RAUCA et al., 2019; DIACONEASA et al., 2017), um trabalho da Sérvia (ZUGIC et
al., 2016) um trabalho da Arabia Saudita (AL SAQR et al., 2020), dois trabalhos de
Taiwan (LO et al., 2010; HUANG et al., 2015), um da Espanha (ASENSI et al., 2002),
um da Turquia (KUCUKGUL, A.; ISGOR, M. M.; DUZGUNER, 2016), e quatro
trabalhos dos Estados Unidos da América (SCHOMBERG et al., 2020; SATOOKA et
al., 2012; PRASAD; JC; SK, 2016; PAUFF; MILLER, 2012). Os trabalhos foram
publicados entre 1997 e 2022. Todos os trabalhos avaliaram a modulacdo do estresse
oxidativo intracelular em células de melanoma apds tratamento com antioxidante, e um
resumo das caracteristicas descritivas dos estudos incluidos estdo apresentados na

Tabela 3.



Tabela 1. Resumo das caracteristicas descritivas dos estudos incluidos (n=29) (Continua).

Primeiro autor, ano, pais

AL SAQR et al., 2020,
Arabia Saudita

ASENSI et al., 2002,
Espanha

BALDIVIA et al., 2018,
Brasil

BANDURA et al., 2005,
Pol6nia

Célula de Melanoma

B16BL6 (Murino)

B16M (Murino)

B16F10 (Murino)
B16F10Nex-2 (Murino)

Hs294t (Humano)

Metodologia
DCFH-DA
MTT
TBARS
reagente de Griess
Western blot
Fluorimetria (caspases)

DCFH-DA
lodeto de propidio
VLA-4 and VCAM-
1(Citometria de Fluxo)

CM-H2DCFDA
MTT
Citometria de Fluxo
(caspase-3 fluorophore
(Aspl75))

Citometria de Fluxo(JC-1)

lodeto de propidio
TBARS
Citometria de Fluxo
(annexina-V e Tubulina)

Antioxidante

Hispolona
5, 10, 30 e 50 pmol/L

Resveratrol
2puM,5 pmol/L and 10
pmol/L

Stryphnodendron
adstringens 65 pg/mL

Selenito de sédio (10
pmol/L)
Selenato de sddio (500
pmol/L)

EROS Intracelular
1 Perdxido

1 TBARS

| Peroxido

1 Perdxido

1 MDA

24

Principais desfechos

| Viabilidade celular
1 Geragao NO
1 Caspase 1
1 Caspase 3

1 Oz

| Crescimento celular
| Adeséo celular

| Invasdo celular

| Viabilidade celular
1 Caspase 3
| Potencial de

membrana mitocrondial

| Vibilidade celular
| Crescimento Celular

Legenda: { : Diminui¢do/regulagdoo negativa; 1: Aumento/regulacdo positiva; DCFH-DA/ H2DCFDA: 2',7'- diacetato de diclorodihidrofluoresceina; EROs: Espécies reativas
de oxigénio; MDA: malondialdeido; MTT: (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium]); NO: éxido nitrico; TBARS: substancias reativas ao acido

tiobarbiturico; VIA-4: Antigeno 4 tardio; VACAM: Proteina de adesédo celular vascular 1.



Tabela 3. Resumo das caracteristicas descritivas dos estudos incluidos (n=29) (Continuacao).
EROS Intracelular

Primeiro autor, ano, pais Célula de Melanoma Metodologia Antioxidante
BIMBIRAITE- Quantitificacdo de MDA Satureja hortensis L. 1+ MDA
SURVILIENE et al., 2021, = SK-MEL-28 (Humano) = (Cromatografia GC/MS) 12.5-100 pg/mL (100ug/mL- extratos
Lituania F1, F2 and F3)
HPLC
MTT Extrato Rico em
DIACONEASA et al., A-375 (Humano) LDH —(Kit- Rockford, IL Antocianina (ARE) 300 1+ MDA (A-375 RG-
2017, Roménia B16-F10 (Murino) 61,105 USA pg/mL ARE)
MitoTracker Aronia (C-ARE)
(MitoTracker™ Red Uva vermelha (RG-ARE)
CMXRos)
DCF-DA
EZ-cytox (kit do Gen Bio
HEO et al., 2018, Coreia A375SM (Humano) Co) Resveratrol (1 e 10 um) 1 Peréxido
do Sul Western blot
TUNEL
HUANG et al., 2015, B16-F10 (Murino) Western Blot (CAT Hinoquitiol 1-5 pumol/L 1 Atividade CAT
Taiwan e SOD) 1 Atividade SOD
ZimografiA

25

Principais desfechos

1 peroxidacdo lipidica

| Proliferacéo celular
| Potencial de membrana
mitochondrial (A375)
1 LDH

| Vibilidade cellular
1 BAX (apoptose)
| BCL2
| NRF2

| Atividade MMP 9
| Expressio MMP 9
| Atividade MMP 2
| Expressao MMP 2

Legenda: |: Diminuigdo/regulagdoo negativa; 1: Aumento/regulagéo positiva; CAT: Catalase; CHOP: Proteina homologa C/EBP; DCFH-DA/ H2DCFDA: 2',7'- diacetato de

diclorodihidrofluoresceina; EROs: Espécies reativas de oxigénio; LDH: lactato desidrogenase; MDA: malondialdeido; MTT: (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil

tetrazolium]); MMP-2: Metaloproteinase de matriz -2; MMP-9: Metaloproteinase de matriz 9; NRF2: Fator nuclear 2; SOD: Superéxido Dismutase; TBARS: Substancias

reativas ao cido tiobarbiturico; TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick.



Tabela 3. Resumo das caracteristicas descritivas dos estudos incluidos (n=29) (Continuacéo).

Primeiro autor, ano, pais

KANG et al., 2003, Coreia
do Sul

KIM et al., 2008, Coreia do
Sul

KIM et al., 2009, Coreia do
Sul

KIM, 2012, Coreia do Sul

Célula de Melanoma Metodologia
B16F10 (Murino) DCFH-DA
Anexina V-

Citometria de Fluxo

MTT
DCFH-DA
Griess Reagente
NBT
DHR 123
Fluorecéncia (GSH)

B16 (Murino)

MTT
TBARS
DCFH-DA
Griess Reagente
NBT
DHR 123
Fluorecéncia (GSH)
MTT
TBARS
DCFH-DA
Griess Reagente
NBT
DHR 123
Fluorecéncia (GSH)

B16 (Murino)

B16 (Murino)

Antioxidante

L-Acido ascorbico
(vitamina C) 10 mmol/L

Picnogenol
5,10,25,50 pg/mL

Proantocianidinas (PAs)
(Diospyros kaki)
5,10,25,50 pg/mL

Hiperina e Quercetina
5, 10 e 50 umol/L

EROS Intracelular

1 Peréxido

| Peréxido
1 NO
|ONOO
1GSH
| GSSG

| Perdxido

| TBARS
L NO

|ONOO-
1GSH

| Peréxido

| TBARS
1 NO

JONOO-
1GSH

26

Principais desfechos
1 Apoptose
| Potencial de
membrana Mitocondrial
1 citocromo-c

A alteracdo na viabilidade
celular néo foi
significativa. Os autores
consideraram uma acéao
citotoxica néo
significativa

Viabilidade Celular (ndo
significativo)

Viabilidade Celular (ndo
significativo)

Legenda: { : Diminui¢do/regulacdoo negativa; 1 : Aumento/regulacdo positiva; DCFH-DA/ H2DCFDA: 2',7'- diacetato de diclorodihidrofluoresceina; EROS: Espécies reativas
de oxigénio; GSH: Glutationa Redutase; GSSG: Glutationa oxidada; MDA: malondialdeido; MTT: (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium; NBT:

nitroazul de tetrazolio; NO: dxido nitrico ; ONOO-: Peroxinitrito TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
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Tabela 3. Resumo das caracteristicas descritivas dos estudos incluidos (n=29) (Continuacéo).

Primeiro autor, ano, pais Célula de Melanoma Metodologia Antioxidante EROS Intracelular Principais desfechos
MTT
KUCUKGUL et al., 2016, Célula de melanoma Griess Reaction 1GSH | Vibilidade celular
Turquia Humano Reagente de Ellman Oleuropeina 100 pL INO
(GSH)
Agrido (Nasturtium
Alamar Blue officinale) | Viabilidade celular
KYRIAKOU et al., 2022, A375 (Humano) TBARS Comestivel 1,3% (v/v) 1 Atividade Caspase 3
Grécia 3, 8 and 9 kit Caspases PEITC e N&o comestivel T MDA 1 Atividade Caspase 8
(Abcam, UK) 2,5% (v/v) PEITC 1 Atividade Caspase 9
10 umol/L PEITC
sintético
| Viabilidade celular
MTT T Apoptose

Anexina V-PE 1 Caspase-3 Clivada

LEE et al., 2019, Coreia do G361 (Humano) DCF-DA (apenas em Morin (3,5,7,2°,4°- 1T BAX

Sul SK-MEL-2 (Humano G361) pentahidroxiflavona) 1 Peréxido 1 PUMA

MACSQuant-Citometria 100, 200 e 300 pmol/L | Potencial de membrana
de fluxo mitocondrial
Western blot 1 BCL2
1 SP1
L McL1

Legenda: { : Diminui¢do/regulagdoo negativa; 1 : Aumento/regulacdo positiva; BAX: BCL-2 associada a proteina X; BCL2: Linfoma de célula B 2; DCFH-DA/ H2DCFDA: 2',7'-
diacetato de diclorodihidrofluoresceina; EROS: Espécies reativas de oxigénio; GSH: Glutationa Redutase; MCL1: Regulador de apoptose familia BCL-2; MDA: malondialdeido;
MTT: (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium]); NBT: nitroazul de tetrazélio; NO: 6xido nitrico ; PUMA: Modulador de apoptose regulado positivamente
por p53 SP1: Fator de transcrigdo proteina 1 TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbiturico.



Tabela 3. Resumo das caracteristicas descritivas dos estudos incluidos (n=29) (Continuagéo)

Primeiro autor, ano, pais Célula de Melanoma Metodologia

MTT
Annexina V-(FITC/PI)
Citometria de Fluxo (Ciclo
celular)
Fluorocromo Verde
lipofilico Rh123
DCFH-DA
Citometria de Fluxo
(GSH)
Western blot

Antioxidante

LIAO et al., 2017, China A375 (Humana) Curcumina 80 umol/L

Citometria de Fluxo
(apoptose) Acido Galico 250 umol/L
LO et al., 2010, Taiwan A375.52 (Humana) DAPI
DCFH-DA
RT- PCR

EROS Intracelular

1 Peréxido
| GSH

1 Perdxido

28

Principais desfechos

| Viabilidade Celular
1 BAX
| BCL2

| Viabilidade celular
T BAX
| BCL2
1 Atividade Caspase 3
1 Atividade Caspase 8
1 Atividade Caspase 9
T Apoptose

| Potencial de membrana

mitocondrial

Legenda: | : Diminui¢do/regulagdoo negativa; 1 : Aumento/regulacgdo positiva; BAX: BCL-2 associada a proteina X; BCL2: Linfoma de célula B 2; DAPI: 4',6'-diamino-2-fenil-
indol; DCFH-DA/ H2DCFDA: 2',7'- diacetato de diclorodihidrofluoresceina; EROS: Espécies reativas de oxigénio; GSH: Glutationa Redutase; GSSG: Glutationa oxidada; MDA:
malondialdeido; MTT: (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium]); NFKB: Fator nuclear kappa B; RT-PCR: Reacdo de cadeia da Polimerase em tempo real.



Tabela 3. Resumo das caracteristicas descritivas dos estudos incluidos (n=29) (Continuacao).

Primeiro autor, ano, pais

LOCATELLI et al., 2009,
Brasil

OTTINO; JR,1997, Africa
do Sul

PALKO-LABUZ et al.,
2021, Polbnia

PARK et al., 2012, Coreia
do Sul

Célula de Melanoma

B16F10 (Murino)

B16-F10-BL6 (Murino)

Me45 (Humano)
1205-Lu (Humano)
451-Lu (Humano)

B16F0 (Murino)
B16F10 (Murino)

Metodologia
MTT
DTNB
Glutationa reductase
DCFH-DA
Cristal Violeta
Analise Imunoblot

TBARS
NBT

MTT
DCFH-DA
Citometria de Fluxo
(Annexin-V)

MTT
DCF-DA

Ensaio “arranhio’’ de

migracdo celular

Antioxidante

Acido Galico 5-100
pumol/L

vitamina E succinato
2,4,6,8,10 pg/mL

derivados do acido
anisico
acido 4-metoxibenzoico
(ANISA)-3a,5a,8a
acido veratrico (3,4-
acido dimetoxibenzoico;
VA)-3b,5b,8b

Dieckol 25 pg/mL

EROS Intracelular

1 Peréxido
| GSH
1 GSSG
| GSH:GSSG
| GamaGSH

1(8;10 pg/ml)
ns (2;4 ug/mL)
1 MDA

| Peréxidos

| Peréxidos

29

Principais desfechos

| Viabilidade Celular
| Adesao celular
1 Nf-KB

| Crescimento Celular

| Viabilidade celular
(1205-Lu e 451-Lu)
TApoptose

Viabilidade Celular (ndo
significativo)
| Invasdo celular

Legenda: { : Diminui¢do/regula¢doo negativa; 1 : Aumento/regulacdo positiva; DCFH-DA/ H2DCFDA: 2',7’- diacetato de diclorodihidrofluoresceina; DTNB: dcido 5,5’-ditio-
bis-2-nitrobenzdico; EROS: Espécies reativas de oxigénio; GSH: Glutationa Redutase; GSSG: Glutationa oxidada ; MDA: malondialdeido; MTT: (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium]); NFKB: Fator nuclear kappa B; TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbiturico.



Tabela 3. Resumo das caracteristicas descritivas dos estudos incluidos (n=29) (Continuagao)

Primeiro autor, ano, pais

PRASAD et al., 2016,
Estados Unidos da
América

PROVINCIALI et al.,
2015, Italia

RAUCA et al., 2019,
Romeénia

Célula de Melanoma
A375 (humana)

Hs294t (humana)

SK-Mel 28(humana)
Mel1241(humana)
Mel1011(humana)

SK-Mel119(humana)
Mel928 (humana)

WM 266-4 (Humana)

B16.F10 (Murino)

Metodologia

DCFH-DA
Western blot (NADPH)
Ensaio do “arranhdo” de

migracéo

Citometria de fluxo
(EROS, annexina- V)
Trypan Blue

quantificacdo de MDA
catalase (Aebi, 1984)
Western Blot

Antioxidante EROS Intracelular

| Peréxido (Hs294t e
Honokiol SK-Mel 28)
20 umol/L 1 Atividade Nox
Zinco 1 Perdxido
33,7 umol/L e 75 pmol/L
EEAG (A. genevensis)
1C40=650 pg/Ml ou
1C20=260 pg/mL, EEAC 1 MDA (IC40 e IC80)
(A. chamaepitys) | MDA (EEAG 1C20)

1C80=650 pug/mL ou
1C50=406,7 pg/mL, and
EEAL (A. laxmannii)
1C80=325 pug/mL ou
1C50=236,8 pg/mL

Catalase (tendéncia a
melhora - EEAG 1C20)

30

Principais desfechos

| Migracéo celular
| MMP 2 expressao
| MMP 9 expressao
1 p47phox
1 p22phox

| Viabilidade celular
TApoptose
1p53
TFASL

| Migracéo celular
| Nf-KB
1p65

Legenda: { : Diminui¢do/regulagdoo negativa; 1: Aumento/regulacdo positiva; DCFH-DA/ H2DCFDA: 2',7'- diacetato de diclorodihidrofluoresceina; EROS: Espécies reativas
de oxigénio FASL: Ligante Fas; MDA:malondialdeido; MMP-2: Metaloproteinase de matriz -2; MMP-9: Metaloproteinase de matriz 9; MTT: (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-
2il)-2,5-difenil tetrazolium]); NBT: nitroazul de tetrazélio; TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbiturico, TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick.



Tabela 3. Resumo das caracteristicas descritivas dos estudos incluidos (n=29) (Continuacao).

Primeiro autor, ano, pais

RUSSO et al., 2008, Italia

SATOOKA et al., 2012,
Estados Unidos da
América

SCHOMBERG et al.,
2020, Estados Unidos da
América

SHUXI et al, 2012,
Estados Unidos da
América

Célula de Melanoma Metodologia Antioxidante EROS Intracelular
MTT
Ensaio COMETA/TUNEL Sphaerophorin e
DCFH-DA Pannarin Sphaerophorus
M14 (MDA-MB-435) Caspase globosus 1 Peréxido
(Kit SIGMA) 12,5-50 pmol/L
B16-F10 (Murino) MTT Timol
Trypan Blue 75-1200 pmol/L 1 Peroxido
DCFH-DA
A375 (Humano) tPerdxido
SK-Mel2 (Humano) MTT Luteolina 1 Catalase
SK-Mel28 (Humano) Western blotting 5-25 umol/L 1 SOD1 (WM3211)
WM3211 (Humano) H2DCFDA 1 SOD 2
DCFH-DA
A375 (Humano) RT-PCR D- Penicilamina-cisteina 1 Perdxido
G361 (Humano) Analise Imunoblote 10 mmol/L | Expresséo Catalase
LOX-IMVI (Humano) Citometria de Fluxo | GSH

(anlise da morte celular)
GSH-Glo kit (Promega)

31

Principais desfechos
| Viabilidade
1 LDH (50 pM)
1 Caspase-3 (12,5 and 25
HM)
| Caspase-3 (50
pumol/L

1Apoptose

| Viabilidade celular

| Viabilidade celular
1 Morte celular
SOD1 ndo significante em
A375

| Viabilidade celular
Tp53
| BCL2
1 Caspase-3 clivada
1 Caspase-3
| Potencial de membrana
mitocondrial
| PUMAa e PUMAB
1 Noxa

Legenda: { : Diminui¢do/regulagdoo negativa; 1 : Aumento/regulagdo positiva; BCL2: Linfoma de célula B 2; DCFH-DA/ H2DCFDA: 2',7'- diacetato de
diclorodihidrofluoresceina; EROS: Espécies reativas de oxigénio; GSH: Glutationa Redutase; LDH: Lactato desidrogenase MTT: (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-
difenil tetrazolium; NBT: nitroazul de tetrazélio; NOXA: Proteina 1 induzida por forbol-12-miristato-13-acetato; PUMA: Modulador de apoptose regulado positivamente por

p53; TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbiturico.



Tabela 3. Resumo das caracteristicas descritivas dos estudos incluidos (n=29) (Continuagao).

Primeiro autor, ano, pais Célula de Melanoma Metodologia Antioxidante
ZUGIC et al., 2016; Sérvia. B16 (Murino) Fosfatase acida Usnea barbata (L.)
Marcado com iodeto de 31,21 pg/mL

propidio (DNA)
Di-idrorodamina 123
Legenda: | : Diminui¢do/regulagdoo negativa; 1 : Aumento/regulacgdo positiva; EROS: Espécies reativas de oxigénio.

EROS Intracelular
1 Peréxido

Principais desfechos
| Viabilidade celular
TApoptose

32
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4.3 Caracteristicas dos tratamentos antioxidantes dos estudos incluidos na revisao

Foram observados, nos 29 estudos incluidos nesta revisdo, 3 diferentes tipos de
tratamento de natureza antioxidante. Vinte e um estudos (ASENSI et al., 2002;
BALDIVIA et al., 2018; BIMBIRAITE et al.,, 2021; DIACONEASA et al., 2017;
HUANG et al., 2015;HEO et al., 2018; KIM et al.,2008; KIM et al.,2009; KIM, 2012;
KUCUKGUL et al., 2016; KYRIAKOU et al., 2022; LEE et al., 2019; LIAO et al.,
2017; LO et al., 2010; LOCATELLI et al., 2009; PALKO-LABUZ et al., 2021; PARK
et al., 2012; PRASAD et al., 2016; RAUCA et al., 2019; SATOOKA et al., 2012;
SCHOMBERG et al., 2020) utilizaram tratamentos extraidos de plantas, 5 estudos
(BANDURA et al., 2005; KANG et al., 2003; OTTINO; JR,1997; PROVINCIALI et
al., 2015; SHUXI et al, 2012) estudaram vitaminas (E e C) e minerais, e, além disso, 3
estudos usaram tratamentos a base de compostos extraidos de fungos (AL SAQR et al.,
2020; RUSSO et al., 2008; ZUGIC et al., 2016.). Um resumo das informacdes esta

presente na Figura 3.
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Figura 3. Caracteristicas dos tratamentos antioxidantes dos estudos incluidos

4.4 Modulacéo do estresse oxidativo (EO) em células de melanoma tratadas com
antioxidantes
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A Figura 4 resume a modulacdo do estresse oxidativo intracelular nos 29 estudos
incluidos na revisdo; 20 estudos (AL SAQR et al., 2020; BALDIVIA et al., 2018;
BANDURA et al., 2005; BIMBIRAITE et al., 2021; DIACONEASA et al., 2017; HEO
et al., 2018; KANG et al., 2003; KYRIAKOU et al., 2022; LEE et al., 2019; LIAO et
al., 2017; LO et al, 2010; LOCATELLI et al, 2009;0TTINO; JR,1997;
PROVINCIALLI et al., 2015; RAUCA et al., 2019; RUSSO et al., 2008; SATOOKA et
al., 2012; SCHOMBERG et al., 2020; SHUXI et al, 2012; ZUGIC et al., 2016)
mostraram um aumento de EROs intracelular apos o tratamento com antioxidantes, e 9
estudos mostraram uma queda de EROs ou melhora na defesa antioxidante das células
(ASENSI et al., 2002; HUANG et al., 2015; KIM et al.,2008; KIM et al.,2009; KIM,
2012;KUCUKGUL et al., 2016; PALKO-LABUZ et al., 2021; PARK et al., 2012;
PRASAD et al., 2016).
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Figura 4. Modulagéo do estresse oxidativo (EO) em células de melanoma tratadas
com antioxidantes.

4.5 Modulacéo do estresse oxidativo em células de melanoma e seu efeito na
viabilidade celular

Vinte e um artigos incluidos na revisdo avaliaram a modula¢do do estresse
oxidativo e seu efeito na viabilidade das células, e, dentre estes, 15 estudos (AL SAQR
et al.,2020; BALDIVIA et al., 2018; BANDURA et al., 2005; DIACONEASA et al.,
2017; KYRIAKOU et al., 2022; LEE et al., 2019; LIAO et al., 2017; LO et al., 2010;
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LOCATELLI et al., 2009; PROVINCIALI et al., 2015; RUSSO et al., 2008;
SATOOKA et al.,2012; SCHOMBERG et al., 2020; SHUXI et al, 2012; ZUGIC et al.,
2016) mostraram que o aumento de EROs intracelular implicou em queda na
viabilidade das células.

Nenhum artigo mostrou aumento do estresse oxidativo sem alteracdo na
viabilidade das células, 2 estudos (KUCUKGUL et al., 2016; PALKO-LABUZ et al.,
2021) mostraram queda no estresse oxidativo intracelular e queda da viabilidade celular,
enquanto 4 estudos (PARK et al., 2012; KIM et al.,2008; KIM et al.,2009; KIM, 2012)
mostraram diminuicdo do estresse oxidativo sem alteracdo significativa na viabilidade

celular (Figura 5)
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Figura 5. Modulacéo do estresse oxidativo (EO) em células de melanoma pelo
tratamento com antioxidantes e seu efeito na viabilidade celular (Viabl).

4.6 Modulacdo do estresse oxidativo em células de melanoma e seus efeitos na
apoptose

Dentre os 29 estudos, 13 avaliaram apoptose ou alguma via apoptética nas
células. Destes, 12 estudos (AL SAQR et al., 2020; BALDIVIA et al., 2018; HEO et
al., 2018; KANG et al., 2003; KYRIAKOQOU et al., 2022; LEE et al., 2019; LIAO et al.,
2017; LO et al., 2010;PROVINCIALI et al., 2015; RUSSO et al., 2008; SHUXI et al,

2012; ZUGIC et al., 2016) mostraram aumento do estresse oxidativo em conjunto com
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um resultado de aumento de células em apoptose ou com expressdo aumentada de
proteinas pro-apoptoticas, e apenas 1 estudo (PALKO-LABUZ et al., 2021) mostrou

resultado de queda de EROs e aumento da apoptose.
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Figura 6. Modulacéo do estresse oxidativo (EO) em células de melanoma pelo
tratamento com antioxidantes e seus efeitos na apoptose.

4.7 Mutacgdo génica em células humanas dos estudos incluidos na revisao.

Com base em informagdes fornecidas pelos autores dos estudose no trabalho de
Vincent e Postovit (VINCENT; POSTOVIT, 2017), foi feito um levantamento das
mutacdes caracteristicas das células usadas nos ensaios, com 0 objetivo de observar se
havia alguma correlagdo entre essas mutacdes e a resposta de EROs intracelular apds o
tratamento com antioxidante. O resumo destas informacdes esta presente na Tabela_4.
Nesta revisdo, 11 estudos (BANDURA et al., 2005; BIMBIRAITE et al., 2021;

DIACONEASA et al., 2017; KYRIAKOQOU et al., 2022; HEO et al., 2018; LEE et al., 2019;

LIAO et al., 2017; LO et al., 2010; PRASAD et al., 2016; RUSSO et al., 2008; SCHOMBERG
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et al., 2020; SHUXI et al, 2012) avaliaram células de melanoma humana com mutacgéo
em BRAF ou NRAS, contudo, nos artigos incluidos nesta revisao sistematica ndo foi
observada uma diferenca de resposta a tratamentos antioxidantes entre células mutada

em BRAF ou NRAS em relacdo a EROs intracelular.

Tabela 2. Resumo das informacdes sobre mutagdes génicas presente nas células de
melanoma dos trabalhos incluidos.
Célula Gene  Sequéncia Referéncia

Mutado

DIACONEASA et al., 2017; KYRIAKOU et al., 2022;
A-375 BRAF V600E HEO et al., 2018; LIAO etal., 2017; LO et al., 2010;
PRASAD et al., 2016; SHUXI et al, 2012;
SCHOMBERG et al., 2020.

G-361 =~ BRAF  V600E LEE et al., 2019; SHUXI et al, 2012
Hs294t BRAF  V600E BANDURA et al., 2005; PRASAD et al., 2016
LOX- = BRAF  V600E SHUXI et al, 2012
IMVI
MDA-  BRAF  V600E RUSSO et al., 2008
MB-
435(M14)
Mel 928 = BRAF  V600E PRASAD et al., 2016
SK- NRAS  Q61R LEE et al., 2019; SCHOMBERG et al., 2020
MEL-2
SK- BRAF  V600E | BIMBIRAITE-SURVILIENE et al., 2021; PRASAD et
MEL-28 al., 2016; SCHOMBERG et al., 2020;
SK- NRAS ok PRASAD et al., 2016
MEL-119

Legenda: *** Dados ndo fornecidos pelo autor.

4.8 Tratamento com antioxidante em células de melanoma versus células nao
tumorais

Dos artigos incluidos nesta revisdo sistematica, apenas quatro estudos
(BANDURA et al., 2005; BIMBIRAITE et al.,, 2021; DIACONEASA et al., 2017;
OTTINO; JR,1997) mostraram resultados na modulacdo de EROs intracelular em

células tumorais e ndo tumorais (Tabela 5).
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Tabela 3. Comparacédo na modulacdo de EROS intracelular entre células tumorais
e ndo tumorais ap6s tratamento com antioxidante.

Referéncia Desfecho
Os compostos selenito e selenato
BANDURA et al., Hs294t vs melandcitos  de sodio causaram aumento
2005 significativo de MDA nos dois

tipos de células. No entanto, o
aumento causado pelo selenito
foi sete vezes maior nos
melandcitos quando comparado
com as celulas  Hs294t

(melanoma).
Nenhum dos extratos de S.
BIMBIRAITE et al., hortensis L. até a concentracdo
2021 SK-MEL-28 vs de 50 pg/mL aumentou MDA,
melandcitos tanto em melandcitos quanto em

células de melanoma (SK-MEL-
28). Foi observado aumento de
MDA em ambas as células,
causado pelo tratamento com
extrato F3 na concentracdo de
100 pg/mL.
O tratamento com antocianinas
(C-ARE e RG-ARE) causou um
DIACONEASA et al., A-375 e B16-F10 aumento significativo de MDA
2017 (Murino) vs Hs27 nas celulas de melanoma
(fibroblastos humanos) = (humano e murino) e uma queda
significativa de MDA em
fibroblastos, atuando como pro-
oxidativo em  células de
melanoma e antioxidante nos
fibroblastos.
Foi observado um aumento
OTTINO; JR,1997 BL6-F10 (Murino) vs | significativo de MDA nas
LLCMK (células de rim ' células de melanoma murino e
de macaco, ndo efeito ndo significativo nas
malignas) células ndo tumorais de rim de
macaco tratadas com vitamina E

na concentracdo de 10 mg/mL.
Legenda: MDA: Molondealdeido; ARE: Extrato rico em antocianinas

4.9. Risco de viés

A Tabela 6 mostra a avaliacdo do risco de viés dos artigos usados na revisao.

Dos 29 estudos, 4 apresentaram médio risco de viés e 25 estudos apresentaram baixo
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risco de viés. A maior perda de informacdo ocorreu na ndo descricdo do numero da
passagem das células usadas nos ensaios, apenas 1 trabalho descreveu em qual
passagem celular a célula estava durante a realizacdo dos experimentos, e os trabalhos

ndo trouxeram informacéo sobre uso de célula imortalizada.



Tabela 4. Risco de viés de estudos individuais avaliados por critérios adaptados de MARQUES et al., 2016 (continua).

Autores Especificacdo Meio de Passagem Condicoes N° de células N° de Descricdo da = Risco de viés
célula de cultura celular de cultura plagueadas repeticoes de metologia
melanoma celular celular por poco experimentos

e ---

R --------

AL SAQR et al.,

HEO et al. _
KIM et al.*

Legenda: S= Sim; N= Né&o; *KIM et al., 2008; **KIM et al., 2009; ***KIM, 2012.
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Tabela 6. Risco de viés de estudos individuais avaliados por critérios adaptados de MARQUES et al., 2016 (continuacao).

Autores Especificacéo Meio de Passagem Condicoes N° de células N° de Descricdo da Risco de
célula de cultura celular de cultura plaqueadas  repeticdes de metologia Viés
melanoma celular celular por poco experimentos

KUCUKGUL et al.

LEE et al.

LIAO et al.

LOetal.,

LOCATELLI etal

OTTING; JR,

PALKO-LABUZ et
al.

PARK et al.

Legenda: S= Sim; N= N&o
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Tabela 6. Risco de viés de estudos individuais avaliados por critérios adaptados de MARQUES et al., 2016 (continuacao).

Autores Especificacao Meio de Passagem Condicdes de Ne° de células N° de Descricéo da Risco de
célula de cultura celular celular cultura celular plaqueadas repeticoes de metologia viés
melanoma por poco experimentos

PRASAD et al.
PROVINCIALI et al.

RAUCA et al.

RUSSO et al.

SATOOKA et al.,

SCHOMBERG et
al.

SHUXI et al

ZUGIC et al.
Legenda: S= Sim; N= Ndo
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5. Discussao

Os trabalhos incluidos nesta revisdo avaliaram, em sua maioria, produtos
naturais, a maior parte extraida de plantas. Esse achado reforca que produtos de origem
natural estdo em constante ascensdo nas pesquisas para novos tratamentos oncolégicos.
Os produtos naturais ricos em compostos fendlicos, dentre eles flavonoides, flavonais,
flavanois, antocianinas, isoflavonoides, flavanonas e flavonas, além dos acidos
fenolicos, atuam como agentes redutores, doadores de hidrogénio e sequestradores de
espécies reativas de oxigénio (CAROCHO; FERREIRA, 2013), o que explica 0 uso
destes produtos como agentes antioxidantes nos estudos.

Mishra e coloboradores , escreveram, em sua revisao da literatura, que, entre 0s
anos de 2005 e 2010, um total de 19 medicamentos a base de produtos naturais foram
aprovados para uso no mundo em diversas areas, incluindo a oncologia (MISHRA;
TIWARI, 2011). Patridge et al., 2015, escreveram que, em 2013, a FDA aprovou 547
produtos naturais, incluindo novas entidades moleculares (new molecular entities),
produtos naturais bioguimicos (biochemical natural products), além de produtos
naturais derivados de animais ndo mamiferos (non-mammalian natural products).

N&o somente plantas, mas também estudos para registro de compostos extraidos
de fungos vém crescendo. Em 2015, os fungos representavam a origem de 12% de
novos produtos registrados e de 22% de produtos naturais de nao-mamiferos
(PATRIDGE et al., 2015).

Produtos naturais vém, ao longo dos anos, mostrando seu potencial antitumoral;
vinblastina, vincristina, taxol, etoposide s&o exemplos deste potencial. Mais de 600
compostos naturais ja foram relatados como tendo algum efeito anticancer (SINGH et

al., 2016).
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Esta revisdo sistematica avaliou o efeito do tratamento com antioxidantes na
modulacéo do estresse oxidativo em células de melanoma, e, como desfecho secundario,
na viabilidade e apoptose celular. O envolvimento do estresse oxidativo nas
caracteristicas do melanoma vem sendo alvo de estudos nos ultimos anos. Cannavo e
colaboradores mostraram, em uma revisdo sistematica, que 0 estresse oxidativo esta
envolvido desde a iniciacdo do melanoma até a sua metéastase (CANNAVO et al., 2019).

Neste trabalho foram incluidos 29 estudos, 20 estudos apresentaram pelo menos
um resultado em que o antioxidante atuava como pro-oxidante na célula de melanoma,
mas este efeito ainda ndo esta totalmente esclarecido. Hawk e colaboradores, 2016,
reportaram em sua revisao que alguns antioxidantes podem apresentar formas oxidadas
que podem ser mais absorvidas por células de cancer, e que este efeito pode ser mais
observado com altas doses de antioxidantes. Os autores citaram como exemplo um
estudo com vitamina C e cancer colo retal, em que altas doses de vitamina C aumentava
EROS intracelular.

Nos trabalhos avaliados nesta revisdo também foram observados estudos com
diferentes doses do mesmo antioxidante gerando diferentes efeitos em EROs
intracelular. OTTINO; JR, 1997, mostrou que, com doses menores de vitamina E
succinato (1 a 3 ug/mL), ndo foi observado efeito no aumento de EROs intracelular,
incluindo perdxidos, em células B16F10. Contudo, em doses mais altas (5 a 10 ug/ml)
do mesmo antioxidante foi observado aumento significativo de EROs intracelular e
peroxidacao lipidica nas celulas de melanoma. O mesmo foi observado por RAUCA et al.,
2019, que reportaram que o tratamento de células B16F10 com a concentragcdo mais
baixa dos extratos de Ajuda genevensis e Ajuda laxmannii (1C20) promoveu uma
tendéncia de queda na peroxidacdo lipidica e leve melhora na atividade da enzima

catalase nas células, ao contrario dos tratamentos das células com as maiores
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concentracdes dos mesmos extratos (IC40 e 1C80), que causaram aumento da producgéo
de MDA nas celulas de melanoma de maneira significativa.

Uma outra linha de investigacdo sobre o efeito de antioxidantes em células
tumorais sugere que estas células apresentam um metabolismo redox alterado
(CANNAVO et al., 2019). Alguns estudos incluidos nesta revisdo compararam o efeito
de um mesmo tratamento antioxidante com respostas diferentes em células tumorais
(neste caso células de melanoma) e células ndo tumorais, como mostrado na Tabela 6.
BANDURA et al., 2005, observaram o efeito de dois compostos de selénio (selenito e
selenato de sodio). Os compostos de selénio e zinco sdo 0s mais relevantes em
promocdo do efeito antioxidante (CAROCHO; FERREIRA, 2013), pois sdo partes
indispensaveis em enzimas antioxidantes, como catalase, superdxido dismutase,
glutationa peroxidase, além das metaloproteinases. No caso do estudo de Bandura e
colaboradores (2005), os compostos apresentaram toxicidade tanto em células de
melanoma (Hs294t) quanto em células ndo tumorais (melandcitos e queratinécitos),
com algumas respostas diferentes. O composto com acdo antioxidante mais potente
(selenito) causou um efeito estressor mais efetivo, com o aumento de MDA, em
melandcitos quando comparado com a célula de melanoma, e o0s autores sugeriram que
esse efeito pode ser um reflexo da resisténcia do sistema redox da célula de melanoma.
Os autores também atribuiram o resultado a acdo pré-oxidante do selenito, pelo fato de
que este reage com tidis e causa estresse oxidativo massivo, 0 que corrobora com a
informacdo ja citada de que, dependendo do metabolismo, do pH do ambiente e da
concentracdo usada, antioxidantes podem atuar como pro-oxidativos.

Outro estudo que avaliou o efeito antioxidante observando célula de melanoma
versus melandcitos foi o de BIMBIRAITE-SURVILIENE et al., 2021. Ambas as células

mostraram aumento de EROS intracelular, contudo os autores observaram que um dos
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extratos de Satureja hortensis L usado como tratamento (F2, rico em substancias
antioxidantes como a rutina) mostrou uma maior toxicidade em células de melanoma e
menor nos melandcitos. Os autores relataram que a rutina tem a capacidade de aumentar
a peroxidacao lipidica em células tumorais.

Em outro estudo, DIACONEASA et al., 2017, compararam células de melanoma
humano (A-375), melanoma murino (B16F10) e fibroblasto humano tratados com duas
antocianinas [de Ardnia (C-ARE) e de Uva vermelha (RG-ARE)]. Foi observado que
apenas as células tumorais sofreram os danos causados pelo aumento do estresse
oxidativo intracelular, nas células de fibroblastos dérmicos normais as antocianinas
mostraram efeito antioxidante. E por fim, OTTINO; JR, 1997, trataram B16F10 e
LLCMK (células ndo malignas de rim de macaco) com vitamina E na forma de
succinato, e observaram que a maior dose de tratamento (5 a 10 pg/mL) aumentava a
peroxidacdo lipidica em células de melanoma, efeito que ndo foi observado em células

ndo malignas.

Ainda sobre a modulagdo de EROs intracelular, é interessante pontuar alguns
achados nos estudos que apresentaram uma queda do estresse oxidativo em células de
melanoma. ASENSI et al., 2002, trataram células B16F10 com resveratrol e observaram
uma queda nos peroxidos intracelulares. Os autores também relataram que, em um
experimento de avaliacdo de viabilidade celular, 60% das células tumorais morreram
quando tratadas com resveratrol, contudo este resultado ndo foi mostrado no artigo e,
para este experimento, os autores ndo informaram quais doses de resveratrol foram
utilizadas para o tratamento das células. Os autores sugeriram que a queda no estresse
oxidativo intracelular causou parada em seu crescimento, pois 0 estresse aumentado €
um sinalizador para crescimento de células tumorais. No mesmo estudo, foi

demonstrado que o resveratrol promoveu uma menor adesdo de células de melanoma a
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células endoteliais (HSE), o que poderia afetar o potencial metastatico da célula de
melanoma. Contudo, um estudo in vivo mostrou que a dose necessaria para causar este
efeito ndo é alcancada pela biodisponibilidade do resveratrol. OQutro estudo também
incluido nesta revisdo, de HEO e colaboradores (2018), mostrou que no tratamento de
outro tipo de célula de melanoma (A-375SM) com resveratrol, quanto mais alta a dose
do resveratrol mais toxico ele se apresentou para a célula de melanoma humano, com
aumento significativo do estresse oxidativo intracelular, estresse esse que ativou o fator
pré-apoptoético BAX e causou queda do fator anti-apoptético Bel2. Além disso, segundo
0s autores, o tratamento com resveratrol acarretou em queda na expressdo de Nrf2,
causando uma maior sensibilidade ao estresse oxidativo nas células de melanoma. No
caso desses dois estudos (ASENSI et al.,, 2002 e HEO et al.,2018), o antioxidante
apresentou natureza pré-oxidativa em um tipo de célula (A-375) e antioxidante em outro
tipo de célula (B16F10), e mostrou propriedades anticancer em ambos.

Huang e colaboradores, 2015, trataram células B16F10 com antioxidante
hinoquitiol, e as doses de 2 uM e 5 uM regularam negativamente a expressdo de
metaloproteinases 2 e 9. Os autores atribuiram esse efeito a melhora na defesa
antioxidante da célula, pois a mesma dose do antioxidante atuou aumentando a
atividade da enzima catalase.

Trés estudos incluidos nesta revisdo avaliaram efeito dos antioxidantes na
melanogénese e na concentracdo de EROs intracelular em célula de melanoma. KIM et
al., 2008, KIM et al., 2009, e KIM, 2012 avaliaram o efeito de 3 antioxidantes naturais
(hiperina, quercitina e picnogenol) em células B16F10, e observaram que 0s compostos
atuaram suprimindo a melanogénese e melhorando a defesa antioxidante das células de
melanoma. Esse achado pode sugerir que agentes antimelanogénicos podem nédo ser

bons agentes anticancer para o0 melanoma.
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O estudo de PALKO-LABUZ e colaboradores, 2021, mostrou que 0 composto
fenolico ANISA e seus conjugados promoveram uma diminui¢do no estresse oxidativo
intracelular em células de melanoma (Me45, 1205-Lu, 451-Lu). Contudo, foi observado
que o tratamento com antioxidante promoveu uma parada no ciclo celular na fase G1 e
G2M nas trés células de melanoma, e 0 mesmo ndo aconteceu com fibroblastos
normais, sugerindo que as células de melanoma sofreram um dano no DNA apos o
tratamento com ANISA e seus conjugados (3 a, 5 a, 8 a, 1bVa, 3b,5b,8b) . Também foi
observado um aumento de células de melanoma em apoptose ap0s o tratamento com
ANISA e seus conjugados, e em fibroblasto ndo foi observado o mesmo efeito. A
linhagem de células mais sensivel ao tratamento foi a 1205-Lu e a menos sensivel foi a
Me45. Portanto, neste caso o0 antioxidante atuou como um antioxidante de fato e como
agente anticancer, sem causar um aumento de EROs intracelular e sem causar efeitos

citotoxicos em células ndo tumorais.

Ainda na anélise das modificacGes celulares e a resposta aos antioxidantes, foi
feito um levantamento sobre as mutacBes génicas presentes nas células humanas usadas
nos estudos incluidos nesta revisdo. Nos estudos in vitro, principalmente em estudos
sobre cancer, é importante que as células representem bem o ambiente real de um tumor
para que os mecanismos moleculares sejam bem entendidos. Pensando nisso, de
Vincent e Postovit, 2017, fizeram uma comparacdo entre as linhagens de células de
melanoma mais usadas nas pesquisas atualmente e células de tumores de pacientes. No
geral, as linhagens de células de melanoma se mostraram transcricionalmente
representativas de tumores. Tomando como base as informacdes do trabalho de Vincent
e Postovit, 2017, foi avaliado quais as linhagens de células de melanoma usadas nos
artigos incluidos nesta revisdo apresentavam a mutacdo em BRAF, a mais comum em

cancer melanoma, e se nos trabalhos que usaram estas linhagens de células de
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melanoma com mutacdo em BRAF havia alguma resposta diferente aos tratamentos

com antioxidantes.

As informacBes sobre as mutacGes das linhagens de células de melanoma
usadas nos trabalhos incluidos nesta reviséo estdo presentes na Tabela 4. A maioria das
células humanas utilizadas nos artigos sdo BRAF mutadas, contudo a mutagdo em
BRAF nédo foi algo que causou uma resposta especifica na modulagdo do estresse
oxidativo. As células BRAF mutadas foram, em sua maioria, sensiveis ao aumento do

estresse oxidativo causado pelos antioxidantes.

No entanto, algumas diferencas foram observadas em relacdo a outros aspectos
pelos autores. Lee et al., 2019, mostraram uma diferenca na viabilidade de células
tratada com antioxidante (flavonoide morina). A célula G361 (BRAF MUT) apresentou
uma porcentagem de queda maior na viabilidade (18,7%) quando comparada com a
célula SK-MEL-2 (BRAF WT), que apresentou uma queda de 16,1% na viabilidade
apos o tratamento com morina. No trabalho de Prassad et al., 2016, as células mutadas
em BRAF apresentaram 20-55% (A375), 20-70% (Hs294t) e 40-80% (SK-MEL-28) de
queda na viabilidade e a célula BRAF WT SK-MEL-119 apresentou 40-70% de queda
na viabilidade ap6s o tratamento com o antioxidante. Schomberg et al., 2020, néo
observaram diferenca na inibicdo do crescimento celular em células BRAF mutada ou
BRAF WT. O nivel de proteina SOD1 foi aumentado em WM3211 (BRAF WT) e ndo
houve diferenga significativa da concentracdo da mesma enzima nas células A375
(BRAF MUT). O tratamento com a luteolina regulou negativamente BRAF nas células
SK-MEL-2 (BRAF WT) e KRAS foi regulado negativamente na célula A375 e na

célula SK-MEL-28, ambas KRAS WT.
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Assim mais estudos com antioxidantes comparando os efeitos em linhagens de
células com diferentes mutacfes sdo necessarios para que o entendimento de seus

efeitos sejam melhor elucidados.

Por fim, uma limitacdo deste trabalho foi a avaliagdo do risco de viés dos
estudos, por ser uma revisdo de estudos in vitro para 0s quais ainda ndo existe uma
ferramenta padrdo estabelecida. Foi utilizado um método adaptado focando nas
principais etapas de cultivos de células. De acordo com a avaliagdo dos critérios
estabelecidos, 25 estudos apresentaram baixo risco de viés e 4 estudos médio risco de
viés. Para estes estudos que apresentaram médio risco de viés, as maiores falhas de
informacdo de metodologia foram no numero de repeticdo dos experimentos e na
quantidade de células plaqueadas por poco. No geral, a informacdo que menos foi
encontrada na metodologia dos estudos foi a passagem celular das células usadas nos

ensaios. E importante ressaltar que mesmo com a maioria dos artigos apresentando

baixo risco de viés, a falta dessas informacdes pode impactar na qualidade dos estudos.
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6. Conclusao

Os achados desta revisdo sistematica sugerem que antioxidantes de origem natural
podem atuar como pro-oxidantes em células de melanoma, causando queda na
viabilidade e ativando apoptose nas células, sendo possiveis candidatos a agentes
anticancer. Contudo, sdo necessarios mais estudos sobre a biodisponibilidade destes

antioxidantes in vivo.
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Apéndice A

Tabela 5. Artigos excluidos e razdo da exclusdo (n=59) (continua).

Namero Primeiro autor/ano Razéo da
excluséo

1 (HUANG et al., 2020) (1)
2 (AHSAN et al., 2018) (1)
3 (AKABERI et al., 2018) (1)
4 (AN KEUN KIM, 2004) (6)
5 (ARSLANBAEVA et al., (1)

2022)
6 (BANO et al., 2020) (1)
7 (BAO et al., 2016) (1)
8 (BARADARAN RAHIMI (1)

etal., 2017
9 (CENARIU et al., 2021) (1)
10 (DE CICCO et al., 2021) @ Critérios de exclusao
11 (DING et al., 2014) (1)
12 (DUAN etal., 2010) 1) (1) N3ao concordancia com o
13 (DUZGUNER et al., 2016) (4) PICOS — N#o avaliou a
14 (EMAMI et al., 2017) (1) dulacio do est
15 (ESPOSITO et al., 2020) 1) modulacao do estresse
16 (FILIPOVIC et al., 2014) (1) oxidativo em células de
17 (GAL et al., 2015) 2) melanoma apds
18 (GISMONDI et al., 2013) @) tratamento com
19 (HILL-MUNDEL; NOHR, (1) o

2021) antioxidante
20 (HU etal., 2021) (1) (2) Estudos in Vivo
21 (HUANG et al., 2012) (1)
22 (HUANG et al., 2013) (1) (4) Resumo de Conferéncia
23 (HUANG et al., 2014a) 1) ) )
24 (HUANG et al., 2014b) 1) (6) Artigos publicados em
25 (HUANG et al., 2015) (@) lingua ndo-inglesa
26 (HUANG et al., 2016) (1)
27 (HUANG et al., 2020) (1)
28 (IMEN et al., 2015) (1)
29 (JIANG et al., 2017) (1)

30 (JUANG et al., 2019) 1)
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Tabela 8. Artigos excluidos e razdo da exclusdo (n=59) (continuacéo).

Namero Primeiro autor/ano Razédo da
exclusao
31 (KHAR et al., 2001) (1)
32 (LING et al., 2016) (1)
33 (LIU et al., 2021) (4) Critérios de exclusado
34 (LIU-SMITH et al., @)
2017) (1) N&o concordancia com o
35 (MA etal., 2017) (1) PICOS — Nao avaliou a
36 (MENDIS et al., 2007) (1) modulacdo do estresse
37 (MH etal., 2018) (1) oxidativo em células de
38 %Ig;(HTARI etal, (1) melanoma apds
39 (PANCHUK etal., (1) tratamento com
2017) antioxidante
40 (PAYEN etal., 2017) (1) (2) Estudos in vivo
41 (PIRES, 2012) ()
42 (PRIETO et al., 2012) (1) (4) Resumo de Conferéncia
43 (RJetal., 2013) (2) . .
44 (RODEMEISTER: (1) (6) Artigos publicados em
HILL, 2017) lingua ndo-inglesa.
45 (RODRIGUES et al., (1)
2019)
47 (SABATIER et al., (1)
2021)
48 (SERINI et al., 2020) (1)
49 (SIM et al., 2017) (1)
50 (SINICROPI et al., (1)
2009)
51 (SOWINSKA et al., (1)
2019)
52 (SUN; JIANG; WEI, (1)
2013)
53 (TAKACS et al., 2020) (1)
54 (VALCIC et al., 1996) (1)
55 (WANG et al., 2017) (4)
56 (YAMASAKI et al., (1)
2015)
57 (YE etal., 2014) (1)
58 (YU; AK, 2009) @)

59 (YU; KIM, 2004) (6)
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