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Efeitos do acido ascorbico nos danos citogenéticos e oxidativos da ciclofosfamida,
doxorrubicina e esquema AC em Sarcoma 180 e em Saccharomyces cerevisiae. MARCUS
VINICIUS OLIVIERA BARROS DE ALENCAR. Orientadora: Profa. Dra. Ana Amélia de

Carvalho Melo Cavalcante. 128p. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Piaui, 2015.

RESUMO

O cancer suscita eventos moleculares, genéticos e epigenéticos para sua iniciacdo, que
presumem mutacdes. Os antineoplasicos induzem danos ao DNA, que levam a apoptose e/ou
necrose, especialmente pelas espécies reativas de oxigénio. E comum o consumo de alimentos
ricos em vitaminas, especialmente vitamina C, durante terapias. O presente estudo objetiva
avaliar os niveis de danos citogenéticos e oxidativos da ciclofosfamida, doxorrubicina e do
esquema AC, em modelos de células tumorais de Sarcoma 180, linfécitos de camundongos, e
em Saccharomyces cerevisiae, e os efeitos do acido ascorbico. A ciclofosfamida e
doxorrubicina foram preparadas em solugéo salina 0.9%, em 20 e 2 mg/mL, respectivamente,
mantendo-se as mesmas concentracdes no esquema AC. O 4cido ascorbico foi solubilizado em
tampdo fosfato até 2 pmol. Todos os antineoplasicos induziram significantes danos
citogenéticos do tipo apoptose>micronucleos>necrose>pontes em Sarcoma 180 e em linfocitos
de camundongos. No entanto, o &cido ascérbico modulou em 70% (apoptose e microndcleos) e
32% para necrose. A doxorrubicina induziu significantes danos citogenéticos
(apoptose>necrose >micronucleos) que foram modulados em 70% para apoptoses, 40% para
necrose e 21% para micronucleos. Em AC, os mesmos danos foram significantes e as
modulacdes do acido ascérbico foram de 60% para apoptose, 42% para necrose e micronucleos.
Né&o foram observadas significancias para brotos e pontes, exceto para pontes induzidas pela
ciclofosfamida, sem modulacdo pelo 4&cido ascorbico. Os antineoplasicos induziram
significantes danos oxidativos em todas as linhagens de S. cerevisiae. Entretanto, o acido
ascorbico modulou significativamente os danos oxidativos induzidos pela ciclofosfamida em
50% para as linhagens testadas; e em 70% para superoxido dismutase selvagem. Os danos
oxidativos induzidos pela doxorrubicina foram modulados em 62%. Correlagdes positivas
(P<0,001) foram observadas entre 0s danos citogenéticos e danos oxidativos. Em Sarcoma 180
e em S. cerevisiae, 0s danos citogenéticos e oxidativos dos antineoplasicos foram modulados
pelo acido ascorbico, sugerindo que, provavelmente, o acido ascorbico, como antioxidante,

pode interferir na eficacia dos antineoplasicos.

Palavras-chave: Antineoplasicos; Acido Ascorbico; Quimioterapia; Antioxidante.
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ABSTRACT

Cancer raises molecular, genetic and epigenetic events for his initiation, which assume
mutations. Antineoplastic induce DNA damage, leading to apoptosis and/or necrosis, especially
by reactive oxygen species. The consumption of foods rich in vitamins, especially vitamin C
during therapies is frequently performed. This study aimed to evaluate the levels of cytogenetic
and oxidative damage of cyclophosphamide, doxorubicin, and AC, in tumor cell models of
Sarcoma 180, mouse lymphocytes, and Saccharomyces cerevisiae, and the effects of ascorbic
acid. The cyclophosphamide and doxorubicin were prepared in 0.9% saline, to 20 and 2 mg/mL,
respectively, maintaining the same concentration in scheme AC. Ascorbic acid was solubilized
in phosphate buffer to 2 umol. All antineoplastic induced significant cytogenetic damage type
apoptosis>micronuclei>necrosis>bridges in Sarcoma 180 and mouse lymphocytes. However,
ascorbic acid modulated at 70% (apoptosis and micronucleus) and 32% necrosis. Doxorubicin
induced significant cytogenetic damage (apoptosis>necrosis>micronucleus) that were
modulated by 70% for apoptosis, 40% to necrosis and 21% for micronuclei. In AC, the same
damage was significant and the modulations of ascorbic acid were 60% for apoptosis, 42% to
necrosis and micronuclei. No significance was observed for nuclear buds and nucleoplasmic
bridges, except for bridges induced by cyclophosphamide, without modulation by ascorbic acid.
Antineoplastic induced significant oxidative damage in all strains of S. cerevisiae. However,
ascorbic acid significantly modulated oxidative damage induced by cyclophosphamide in 50%
of the tested strains; and 70% for wild-superoxide dismutase. The oxidative damage induced
by doxorubicin have been modulated by 62%. Positive correlation (P<0.001) was observed
between the cytogenetic damage and oxidative damage. In Sarcoma 180 and S. cerevisiae, the
cytogenetic and oxidative damage of anticancer were modulated by ascorbic acid, suggesting
that ascorbic acid, probably, as an antioxidant, may interfere with the effectiveness of anticancer

drugs.

Keywords: Antineoplastic Agents; Ascorbic Acid; Chemotherapy; Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma das maiores causas de morte no Brasil e no mundo. Em 2014, foram
156.060 casos novos para 0 sexo masculino e 137.490 para o sexo feminino (INCA, 2014). No
Brasil, os tipos mais incidentes, na ordem de frequéncia, séo os canceres de pele ndo melanoma,
préstata, pulméo, célon, reto e estbmago, para 0 sexo masculino; e os canceres de pele ndo
melanoma, mama, colo do Utero, célon e reto e glandula tireoide, para o sexo feminino (INCA,
2013).

O maior problema da quimioterapia € o desenvolvimento de resisténcia, sendo
necessario a compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na geracdo de fenétipos
resistentes (GONENC et al., 2013). As variagGes genéticas na populagdo humana, bem como
as mutagdes em tumores devem ser consideradas em estudos sobre o0 uso concomitante de
medicacdes, que representa fatores de risco para as respostas celulares da quimioterapia
(HANIGAN et al., 2013). Portanto, compreender o0 modo de ac¢do de farmacos antitumorais é
importante para o desenvolvimento de novas drogas, uma vez que a atividade antitumoral é
mediada pela capacidade de inducdo de danos ao DNA e desencadear a apoptose. Assim, a
selecdo de quimioterdpicos deve ser baseada na citotoxicidade para o tipo de célula tumoral,
com baixa toxicidade para células e tecidos normais (LEE et al., 2012).

Uma grande maioria de pacientes em quimioterapia faz suplementa¢do com vitaminas,
especialmente com o acido ascorbico (AA), o que pode ocasionar efeitos antagénicos aos
antineoplasicos (SUBRAMANI et al., 2014; GROBER, 2009), reduzindo a eficacia destes
farmacos, neutralizando radicais livres (WANG; WANG; YU, 2014; CHAMBIAL et al., 2013;
D’ANDREA, 2005), como também regulando enzimas de reparo de DNA e de fatores pés-
transcricionais (WEAKLEY et al., 2010; LEE et al., 2002).

O uso clinico de antioxidante, durante a quimioterapia ainda vem sendo bastante
discutido devido as controversias sobre o seu potencial de reduzir a eficacia citotoxica de
guimioterapicos tais como a ciclofosfamida e o 5-fluorouracil (SUBRAMANI et al., 2014;
D’ANDREA, 2005). Contudo, em altas doses, podem ter efeitos anticAncer incluindo inibi¢&o
de metastase, do crescimento do tumor e de metaloproteinases, angiogénese e indugdo de
apoptose (NIEDZWIECKI et al., 2010).

Biomarcadores para a avaliacdo de danos citogenéticos e oxidativos s&o comumente
usados em diversas pesquisas ndo clinicas, a exemplos dos modelos de células tumorais tais
como o Sarcoma 180, que sdo similarmente adaptaveis em relacdo a genética funcional de
estudos in vivo (TAYLOR et al., 2011; FRAPOLLI et al., 2010). O uso de leveduras também &
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muito utilizado em estudos farmacoldgicos de resisténcia a drogas, dentre elas as antitumorais
(PEREGO; JIMENEZ; GATTI, 2000; NITISS; WANG, 1988).

Neste sentido, o presente estudo tem o intuito de contribuir para o entendimento dos
danos citogenéticos e oxidantes dos antineoplésicos ciclofosfamida (CPA), doxorrubicina
(DOX) e de suas interagcdes no Esquema AC (Adriamicina® + Ciclofosfamida) em Sarcoma
180, linfocitos de sangue periférico de camundongos e em S. cerevisiae. Os efeitos do AA na
modulacéo de danos da CPA, DOX e AC foram analisados (Figura 1). Assim, esta dissertacao
apresenta uma revisdo de meta andlise sobre o0 papel antioxidante e oxidante do AA frente aos
antineoplasicos (Capitulo 1); os efeitos citogenéticos dos antineoplasicos em Sarcoma 180 e
em linfdcitos, bem como a modulacdo de danos pelo AA (Capitulo 11); e os danos oxidativos

dos antineoplasicos e a¢des antioxidantes do AA em S. cerevisiae (Capitulo I11).

Figura 1. Delineamento experimental do estudo citogenético e oxidativo dos antineoplasicos e

dos efeitos do AA.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o papel do &cido ascorbico (vitamina C) na modulagdo de danos citogenéticos
e oxidativo, induzidos pelos antineoplasicos ciclofosfamida (CPA), doxorrubicina
(DOX), bem como por suas interagdes, como ocorre no esquema quimioterapico AC,
em modelos de células tumorais de Sarcoma 180 e em Saccharomyces cerevisiae
proficiente e mutadas quanto as defesas antioxidantes enziméticas e avaliar os danos

citogenéticos dos quimioterapicos em linfocitos de sangue periférico de camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

Elaborar um artigo de meta-analise sobre as controvérsias cientificas em relacdo as
acbes farmacoldgicas do 4&cido ascérbico como antioxidante e/ou prd-oxidante,
enfatizando os modelos de estudo;

Evidenciar os possiveis danos citogenéticos (apoptose, necrose, micronucleos, pontes e
brotos), induzidos pela CPA, DOX e AC no modelo de Sarcoma 180;

Avaliar os efeitos modulatérios do acido ascérbico frente aos danos citogenéticos
induzidos pela CPA, DOX e AC, em modelos de células tumorais (Sarcoma 180);
Verificar os possiveis danos citogenéticos (apoptose, necrose, micronucleos, pontes e
brotos) induzidos pela CPA, DOX e AC, em linfdcitos de sangue periférico de
camundongos expostos ex vivo aos antineoplasicos;

Determinar os possiveis efeitos oxidativos dos quimioterapicos CPA, DOX e AC em
linhagens de Saccharomyces cerevisiae;

Avaliar os efeitos modulatorios do acido ascorbico frente aos danos oxidativos

induzidos pela CPA, DOX e AC em linhagens de Saccharomyces cerevisiae.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Genética do cancer

A carcinogénese é uma consequéncia de mdltiplas etapas que envolvem mutacdes
génicas, quebras e perdas cromossdmicas, amplificagfes génicas, instabilidade gendmica e
mecanismos epigenéticos, tendo como os principais grupos de genes envolvidos neste processo:
proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes relacionados ao reparo do DNA
(WEAKLEY etal., 2010; DANTAS et al., 2009).

O cancer representa a 2% maior causa de morte em todo o mundo constituindo um
importante problema de salde publica. Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) até 2030, serdo esperados cerca de 27 milhdes de casos novos de cancer, 17 milhdes de
mortes e 75 milhdes de pessoas vivas atingidas pela doenca (INCA, 2014; INCA 2013). E uma
patologia causada por uma série de mutacdes genéticas que conferem as células algumas
caracteristicas especiais, como: capacidade ilimitada de proliferacdo, perda de resposta a fatores
de inibicdo de crescimento, evasdo de apoptose (morte celular programada), capacidade de
invadir outros tecidos corporeos (metastases) e producdo de novos vasos sanguineos
(angiogénese) (ARAUJO; GALVAO, 2010).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo um dos fatores de risco para a carcinogénese,
podendo, assim, desempenhar um papel de iniciacdo e progressao tumoral. Os radicais livres
induzem danos oxidativos diretos e indiretos ao DNA contribuindo para a mutagénese, que é
essencial para a iniciagdo do processo tumoral (DIZDAROGLU; JARUGA, 2012; SASTRE-
SERRA et al., 2010). Além de danos ao DNA, os radicais livres podem induzir danos em
diferentes tipos de biomoléculas, incluindo as proteinas, lipidios, carboidratos e aminoacidos
(GONENC et al., 2013).

As possiveis maneiras como os fatores de riscos ao cancer influenciam no surgimento
de neoplasias estdo relacionadas ao desbalanceamento da producéo e eliminacdo de EROs
capazes de induzir danos oxidativos a0 DNA. EROs podem interagir com o DNA de forma a
produzir alteracdes em genes importantes, como 0s responsaveis por codificar enzimas de
reparo do DNA e/ou controle do ciclo celular, tendo como iminente resultado a modulagéo da
acéo dos mesmos (GARCIA-QUISPES et al., 2012).

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante. A geracdo de radicais livres e/ou
espécies reativas ndo radicais é resultante do metabolismo de oxigénio. A mitocondria, por meio

da cadeia transportadora de elétrons, € a principal fonte geradora. O sistema de defesa
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antioxidante tem a funcdo de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos
radicais livres e/ou espécies reativas nao radicais. Este sistema, usualmente, é dividido em
enzimatico (superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e ndo-enzimatico, a
exemplo das vitaminas e compostos antioxidantes (BARBOSA et al., 2010).

A genotoxicidade é um termo coletivo que se refere a qualquer processo que afeta a
integridade estrutural do DNA. Este campo multidisciplinar de pesquisa tem como objetivo
detectar compostos capazes de causar danos ao DNA, na expectativa de compreender as
consequéncias bioldgicas de agentes genotoxicos e seu envolvimento na alteracdo dos
mecanismos moleculares do material genético, onde estas consequéncias podem levar a
processos cancerigenos (MINO; CUMBAL; SANCHEZ, 2012).

Os efeitos genotdxicos sdo caracterizados pela capacidade de um agente promover
alterac6es no DNA de uma célula, sendo que estas alteracdes sdo ou nao passiveis de correcao
pelo sistema de reparo celular. Quando estas alteracdes ndo sédo devidamente reparadas pelo
sistema celular, podem levar a mutacdes, cujos efeitos podem ser desde a inviabilidade celular
até o desenvolvimento de processos carcinogénicos (DIZDAROGLU; JARUGA, 2012).

As alteracdes genotdxicas sdo as que mais causam prejuizos ao material genético como
a quebra de fita simples ou dupla, lesdo cromossomal e outras. Entretanto, em curto prazo e do
ponto de vista de um Unico organismo, a alteracdo genética é quase sempre prejudicial,
especialmente em organismos multicelulares (SWIFT; GOLSTEYN, 2014).

Estas alteracGes vao se acumulando com a idade nos tecidos, sugerindo que o elevado
nivel de danos ao DNA pode acelerar o declinio fisiolégico e proporcionar o aparecimento de
doencas ndo limitadas ao cancer. Altos niveis de danos ao DNA podem induzir caminhos de
sinalizacdo tais como a apoptose, que resulta em deplecdo do sistema celular (SWIFT;
GOLSTEYN, 2014; ROOS; KAINA, 2013; FREITAS; MAGALHAES, 2011).

A mutagenicidade é atribuida a inducdo permanente de alteracbes no DNA, que pode
ser resultado de mudancas hereditarias. As mutaces podem alterar um unico gene, bloquear os
genes e causar perda de cromossomos. MutacGes de ponto alteram a sequéncia do gene e sdo
as alteracGes mais frequentes ao DNA. Podem ser divididas em substitui¢cdes de pares de bases,
delecBes e insercdes (SLOCZYNSKA et al., 2014). Diferentes substancias quimicas podem ser
consideradas mutagénicas e esta mutagenicidade pode ser executada por diversos mecanismos
de acéo, tais como: a) reacédo direta com o DNA nuclear; b): incorporacdo ao DNA durante a
replicacdo celular; c): interferéncia na divisdo celular mit6tica ou mei6tica, decorrendo em
divisdo incorreta da célula (MATSUMOTO et al., 2006).

As mutacdes génicas envolvem substituicdo, delecdo ou adicdo de pares de base.

Enquanto isto, as mutagdes cromossomicas podem ser classificadas de acordo com o tipo de
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dano, sendo as estruturais, as que envolvem delecdo, duplicacdo, translocagéo, ou inversao de
partes de cromossomos (aneuploidia), e também os individuos ou espécies com numeros
cromossémicos (n) maltiplos do comum da espécie ou do género (euploidia) (BIANCOTTI et
al., 2010), que podem ser fatores de risco para as respostas celulares da quimioterapia
(HANIGAN et al., 2011).

Em células normais, a exposi¢do crénica aos ERO e/ou deficiéncia nos processos de
reparacao do DNA ou na maquinaria redox, podem resultar em lesdes persistentes ao DNA.
Estas lesGes acumuladas podem desenvolver mutagdes pontuais ou aberragdes cromossdmicas
via formacéo de quebras de fita dupla de DNA, que por fim originam doengas como o cancer
(SEDELNIKOVA et al., 2010) (Figura 2).

3.2 Terapia do cancer

Os principais tratamentos antineoplasicos tém por objetivo induzir a morte das células
cancerosas por apoptose, evitando processos inflamatorios indesejaveis advindos da necrose.
Os agentes antineoplasicos mais empregados no tratamento do cancer incluem os alquilantes
polifuncionais, os antimetabdlitos, os antibioticos antineoplasicos e os inibidores mitoticos
(FUCHS; ELLINGER, 2010; KUMAR et al., 2005). As drogas utilizadas no tratamento de
neoplasias, de maneira geral, apresentam atividade citotoxica (FREEDMAN; PATRIDGE,
2011). A carcinogenicidade de muitos agentes quimioterapicos também é parcialmente
dependente de sua capacidade de induzir danos mutagénicos e clastogénicos ao DNA, incluindo
adutos de DNA, erros de replicacio, quebras e ligacdes cruzadas (SANCHEZ-SUAREZ et al.,
2008).



22

Figura 2. Desenvolvimento de neoplasias, agente enddgenos e exdgenos, bem como danos
oxidativos que alteram a estrutura do material genético.

EXOGENOS

%

Reparo eficiente
e/ou Sistema redox
eficiente

.

ENDOGENOS |

’ DNA danificado

Reparo deficiente e/ou
Sistema redox deficiente

I
:

QOutras lesdes

Quebras de fitas
duplas

L MuTACOES
¥

\ PATOLOGIA

Fonte: Adaptado de Sedelnikova et al. (2010).

O tratamento da neoplasia pode ser realizado com aplicagdo de esquemas
quimioterapicos, os quais consistem em um grupo de aproximadamente 300 drogas que atuam
em nivel celular a fim de impedir o crescimento e a proliferacdo de células mutantes. A
ciclofosfamida (CPA), uma destas drogas, ¢ amplamente usada no tratamento de tumores,
atuando pela interacdo de seu metabdlito secundario, mostarda fosforamida com muitas

estruturas moleculares intracelulares, incluindo os acidos nucleicos. Sua acgdo citotoxica se
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deve, principalmente, ao entrecruzamento da cadeia de DNA e RNA, assim como a inibic¢éo da
sintese de proteinas (FARSHID; ESMAEL; RANJBAR, 2013; REZVANFAR et al., 2008).

Os quimioterapicos se constituem em substancias citotoxicas que atuam direta ou
indiretamente no processo de proliferacdo celular, tendo como objetivo a indugéo de apoptose.
De acordo com sua finalidade, a quimioterapia poderd ser classificada, como: adjuvante,
neoadjuvante, primaria, paliativa, monoquimioterapia e poliquimioterapia (FREEDMAN;
PARTRIDGE, 2011; SPENCE; JOHNSTON, 2003).

Os quimioterapicos apresentam diversos mecanismos de agdo e sdo classificados em:
agentes alquilantes (ciclofosfamida, clorambucila, melfalana, mecloretamina); nitrosureias
(carmustina, lomustina, semustina, estreptozocina); triazenos (procarbazina, dacarbazina);
derivados da platina (cisplatina, carboplatina, oxaliplatina); antimetabdlitos, como o0s
antagonistas do acido folico (metotrexato, permetrexato, raltitrexato), os anélogos da pirimidina
(citarabina, 5-fluorouracil, gencitabina, tegafur, 5-azatidina), os analogos da purina
(mercaptopurina, tioguanina, cladribina) e os antagonistas da adenosina (pentostatina,
fludarabina); os agentes inibidores dos microtubulos, como os alcaloides da vinca (vincristina,
vimblastina) e os taxanos (paclitaxel, diocetaxel); os antibidticos, como as antraciclinas
(dactinomicina, doxorrubicina, daunorrubicina, idarubicina) e os inibidores das topoisomerases
(irinotecano, topotecano, etoposideo, teniposideo) (DE FALCO; DE LUCA, 2010).

Os antineoplasicos sdo adotados de acordo com o tipo de tumor, agregando também as
caracteristicas individuais de cada paciente. Por isso, 0 conhecimento dos principais aspectos
da utilizacdo de antineoplésicos é muito importante, tanto para uma melhor eficacia terapéutica,
quanto para um procedimento mais seguro (BROWMAN et al., 2001). A quimioterapia é
comumente bem tolerada, entretanto resultados de tratamentos que induzem necroses Sao
preditivas para riscos de metastase, e esta informacdo pode ser Util para terapias sistémicas
(MACDERMED et al., 2010).

Um dos farmacos bastante utilizado no tratamento do cancer € a CPA, um antineoplasico
de acdo alquilante que tem seu uso consagrado também na nefrite Iupica. Como agente
alquilante, atua impedindo a separagéo dos dois filamentos do DNA na dupla hélice espiralada,
fendmeno este indispensavel para a replicacdo. Porém, os alquilantes também afetam as células
em todas as fases do ciclo celular de modo inespecifico (GOESSLER et al., 2011). Outro
farmaco de importante uso em terapias quimioterapicas € a doxorrubicina (DOX). A DOX é
uma droga antitumoral utilizada, principalmente, no tratamento de cancer de mama e linfomas.
Seu mecanismo de acgdo inclui interacdo com a enzima Topoisomerase I, parada do ciclo
celular em G2, além de geracéo de radicais livres dentro da célula (CHENNURU; SALEEM,
2013).
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3.3 Os antineoplasicos CPA, DOX e esquema AC

A CPA é um agente alquilante bifuncional, que faz parte da familia das mostardas
nitrogenadas, capaz de induzir varios tipos de danos ao DNA, dentre eles, mutacdes genéticas
e aberracbes cromossomicas (SANCHEZ-SUAREZ et al., 2008; FRIIS et al, 1997). Como
agente citotoxico de acdo imunossupressora, a CPA tem grande importancia na terapia contra
0 cancer uma vez que ¢ a peca fundamental para regimes de quimioterapia curativa em mais de
50% dos pacientes pediatricos de cancer recém-diagnosticados e tem seu uso consagrado na
nefrite lpica, especialmente na classe proliferativa difusa (JOY et al., 2012).

Metabolicamente ativada pela enzima microssomal CYP2B6, a CPA, por meio da
formacdo do metabolito ativo mostarda fosforamida, induz morte celular por formacdo de
adutos de DNA, Estes adutos sdo relevantes por conta da sua capacidade para bloquear a
replicacdo do DNA e a associacdo com a citotoxicidade (JOHNSON et al., 2012; KENNEDY
et al., 2010).

A CPA (Figura 3) é comumente utilizada no tratamento de tumores e doencas malignas
com ceélulas B, como linfoma e mieloma, e doencas ndo malignas como artrite reumatoide,
tendo como efeito colateral comum a cistite hemorragica, a qual pode vir a ocorrer devido a
acdo de espécies reativas de oxigénio (FARSHID; TAMADDONFARD, RANJBAR, 2013).

Figura 3. Estrutura quimica da CPA.

Fonte: Adaptado de Sanchez-Suérez et al. (2008).
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A DOX é um dos principais farmacos antitumorais em uso na clinica e possui amplo
espectro de atividade contra varios tumores solidos e hematoldgicos, estando portanto,
comumente presente em varios esquemas terapéuticos (KAN et al., 2014).

Na tentativa de reduzir os efeitos colaterais da DOX (Figura 4) e para melhorar a sua
eficdcia anticancerigena, varios nanocarreadores de doxorrubicina e daunorrubicina foram
desenvolvidos, incluindo micelas, dendrimeros, solido-lipidico e nanoparticulas de polimero.
Os lipossomas sdo, as mais estudadas nanoformulacGes de doxorrubicina e sdo 0s Unicos

produtos nanocarreadores que chegaram ao mercado (PERCHE; TORCHILIN, 2012).

Figura 4. Estrutura quimica da DOX.

Fonte: Adaptado de Kan et al. (2014).

A DOX é uma das mais eficientes drogas anticancer, mas seu uso clinico € limitado
pelos seus efeitos adversos, tais como a inducgédo de cardiotoxicidade por peroxidacao lipidica
(CHENNURU; SALEEM, 2013; JOHNKENNEDY; IFEOMA, 2012). Este quimioterapico
pode também gerar radicais livres e apresentar bases oxidadas e metiladas no DNA de linfécitos
humanos. Existem dois mecanismos diferentes de geracdo de EROs pela doxorrubicina:
ciclagem redox, atraves do qual produz quinona e os radicais de oxigénio e um tipo de reacao
de Haber-Weiss catalisada pelo complexo de Fe-doxorrubicina, por meio do qual sdo gerados
radicais OH" (KASAPOVIC et al., 2010).

O tratamento quimioterapico pode ser feito com aplicacdo dos protocolos FAC

(doxorrubicina + fluorouracil + ciclofosfamida) e/ou AC (doxorrubicina + ciclofosfamida). As
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doses destas medicacBes mais comuns sdo respectivamente 500/50/500 (mg/m?) e 60/600
(mg/m?), com cilco de 21 dias (GUIMARAES, 2012). O protocolo AC tem aplicacio
terapéutica no tratamento neoadjuvante no cancer de mama, no qual a paciente realiza a
quimioterapia antes da cirurgia, com o objetivo de reduzir o tamanho do tumor. Este esquema
mostrou ser tdo efetivo quanto a quimioterapia pos-operatoria, com relagdo a sobrevida de
pacientes com cancer de mama primario operavel (FISHER et al., 1990). A identificacdo da
variedade de respostas a terapia do cancer requer conhecimento de variaveis incluindo
medicagdes concomitantes, o que pode alterar o metabolismo e a farmacocinética da
quimioterapia (HANIGAN et al., 2011).

3.4 Estresse oxidativo e os antioxidantes

O peroxido de hidrogénio, o radical hidroxil ou o superéxido sdo constantemente
gerados e eliminados nos sistemas bioldgicos (DICKINSON; CHANG, 2011). O estresse
oxidativo é um fendmeno comum no corpo em condicdes fisiologicas normais. O elevado nivel
de espécies reativas de oxigénio € minimizado por varias enzimas que participam da
homeostase (RAHAL et al., 2014; HALLIWELL, 2006). Inimeras pesquisas revelam que as
EROs produzidas, primariamente nas mitocondrias, apresentam riscos para varios caminhos de
sinalizacdo celular. Muitos fatores de riscos estdo associados ao estresse oxidativo, tais como
as doencas cronicas, incluindo o cancer, infeccGes virais e bacterianas (ABDOLLAHI,;
SHETAB-BOUSHEHRI, 2012; GUPTA; HEVIA; PATCHVA, 2012).

Existem relatos de alteragdes entre os niveis de oxidacao e as defesas antioxidantes em
pacientes com sarcomas, nos quais ocorre o aumento de peroxidacao lipidica e decréscimo dos
niveis de catalase, superdéxido dismutase e tidis (NATHAN et al., 2011). A producdo excessiva
de radicais livres pode acarretar em danos oxidativos, alteracBes nas bases nitrogenadas ou,
ainda, modificagbes de desoxirribose, podendo gerar danos como apoptose e mutacOes
(MENDONCA; CARIOCA; MAIA, 2014; BARBOSA et al., 2010).

Os radicais livres ativam o citocromo C o qual ativa a familia Bcl-2 (Bid e Bax) e resulta
na liberacdo da proteina carreadora de elétrons citocromo C para o citoplasma e ativacdo da
caspase 9 e consequentemente das caspases 3, 6 e 7, promovendo, assim, a apoptose
(DELBRIDGE; VALENTE; STRASSER, 2012; DU et al., 2010).

Os radicais livres, principalmente o radical superoxido, sdo produzidos em maior
guantidade em células cancerosas do que em células normais. Este procedimento sugere um
mecanismo de defesa do organismo, pois as EROs, como o superdxido, séo fontes de peroxido

de hidrogénio, que, eventualmente, decompdem-se formando agua e oxigénio. O oxigénio, por
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sua vez, reduz a neovascularizagdo e a metéstase. Deste modo, o cncer é uma condicdo que é
acompanhada por reducdo de oxigénio intracelular. Portanto, seria eficaz no tratamento do
cancer drogas que proporcionem o aumento do peroxido de hidrogénio intracelular e facilitem
sua decomposicdo. Entretanto, o perdxido de hidrogénio pode ser convertido em radical
hidroxila por meio da reagdo de Fenton (Fe?* + H,0, = Fe** + OH" + "OH) (Figura 5). Logo,
para combater o cancer € necessario um composto que possa produzir “radicais livres que nao

combatam radicais livres” (ABDOLLAHI; SHETAB-BOUSHEHRI, 2012).
Figura 5. Geracdo de espécies reativas de oxigénio por meio da reacdo de Fenton.
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Fonte: Adaptado de Levine et al. (2011).

Como enfatizado, anteriormente, estresse oxidativo induz a acumulacdo de radicais
livres tais como o oxigénio singleto (102), H202 e o radical OH* que em leveduras ativam fatores
transcricionais aumentando a expressdo de genes que codificam as enzimas antioxidantes tais
como a catalase e a glutationa reduzida (GSH). Estes mecanismos degradam proteossomas e
atuam em caminhos citoprotetivos de autofagias, podendo também mediar a morte programada,
apoptose e necrose (Figura 6). As delegdes de enzimas antioxidantes tais como a superéxido
dismutase manganés (MnSOD) e cobre-zinco (CuZnSOD) causa aumento de proteinas oxidase

que favorecem o uso destas linhagens em estudos de danos oxidativos. Existem evidéncias de
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que as leveduras respondem aos estresses oxidativos usando diferentes estratégias, tais como a
detoxificacdo de ERO, autofagia, degradacéo e morte celular (FARRUGIA; BALSZAN, 2012).

Figura 6. Mecanismos moleculares em resposta as espécies reativas de oxigénio.
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Fonte: Adaptada de Farrugia; Balszan (2012).

Considerando que as EROs sdo importantes mecanismos de acdo dos antineoplasicos, a
suplementacdo de alimentos antioxidantes tem mostrado efeitos protetivos contra o cancer,
como relatados em diferentes estudos in vivo e in vitro. Os conhecimentos sobre espécies
reativas de oxigénio e cancer sao limitados (SAMOYLENKO et al., 2013).

Os alimentos antioxidantes, entre eles as vitaminas C (&cido ascérbico), carotenoides
(vitamina A) e vitamina E (tocoferol), sdo, segundo o Consenso Nacional de Nutricdo ao
paciente oncoldgico, recomendados seguindo doses preconizadas pelo “Dietary Reference
Intake”. Isso porque s&o capazes de atrasar ou inibir a oxidagdo, diminuindo a concentragéo de
radicais livres no organismo e, assim, atuando na prevencdo do cancer. Porém, estas substancias
também possuem a capacidade de se transformarem em pré-oxidantes, favorecendo o estresse

oxidativo e promovendo até mesmo a carcinogénese (INCA, 2014).
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Os antioxidantes bioldgicos sdo definidos como substancias que quando presentes em
baixas concentracdes, quando comparado com o substrato, previne a oxidacao do substrato. Os
efeitos dos antioxidantes, tais como vitamina C, tocoferol e carotenoides podem inibir os efeitos
de uma variedade de drogas citotoxicas (5-fluorouracil, doxorrubicina e vincristina) em
diversas culturas e linhagens celulares (MOSS, 2006; PRASAD; KUMAR, 1999), podendo
diminuir os efeitos toxicos em sistemas celulares (BLOCK; KOCH, 2007) por mecanismos
relacionados a ataque e captura de radicais livres, reducdo de quebra de cadeias de DNA, por
combinagdo com proteinas formando selenoproteinas, por quelar metais e reparo de aberraces
ao DNA (acdo da vitamina C) (CAMERON; PAULING, 1976).

Muitos pacientes em tratamento de cancer utilizam micronutrientes e suplementos de
acido ascorbico para minimizar os efeitos colaterais do tratamento. Além disso, existem muitas
concordancias sobre os efeitos dos antioxidantes em decrescer os efeitos oxidativos das
quimioterapias. No entanto, também aumentam as evidéncias dos beneficios dos antioxidantes
em altas concentracbes, como pré-oxidantes para os efeitos citotoxicos. Neste sentido, €
importante explorar o uso de antioxidantes e de outros micronutrientes suplementares, como
estratégia educativa sobre as potencialidades, efeitos benéficos e danos negativos, como 0s

efeitos antagbnicos aos antineoplasicos. Este aspecto sera discutido no préximo item.

3.5 O &cido ascdrbico e seu efeito na quimioterapia

O acido ascérbico (AA) (Figura 7) tem sido usado na prevencao e tratamento do cancer.
E as mitocondrias podem ter papel principal na progressdo tumoral. As mitocondrias geram
ATP, que tem importancia para a regulacdo de apoptose, producdo e regulacdo de espécies
reativas de oxigénio. Neste sentido, alto contetido de &cido ascdrbico pode aumentar a produgéo
de ATP induzindo apoptose em linhagens de células tumorais, por via pro-oxidante; por outro
lado, em baixas concentracdes, o acido ascOrbico apresenta papel antioxidante podendo
prevenir a oxidagdo, um dos fatores para indugio de apoptose (GONZALEZ et al., 2010).
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Figura 7. Estrutura quimica do &cido ascérbico.

Fonte: Adaptado de Chen et al. (2007).

O AA é requerido para humanos por ser um co-fator para as enzimas prolina hidroxilaze
e lisina hidroxilaze, que exercem papel para a formacéo do coldgeno, como também para o fator
transcricional que regula muitos genes envolvidos no crescimento de tumores e na apoptose.
Como antioxidante, protege contra o estresse oxidativo, por sequestro de espécies reativas de
oxigeénio, apresenta papel na sintase endotelial para o 6xido nitrico e na regulacdo da pressdo
sanguinea (TRABER; ETEVENS, 2011).

Efeitos farmacoldgicos do AA no decréscimo da progressdao tumoral em modelos
clinicos para terapia com gemcitabine foram evidenciados em bidpsias de pacientes com
adenocarcinomas (WELSH et al., 2013). Existem relatos dos efeitos do AA no decréscimo da
toxicidade neuroldgica, de medula Gssea, hepatica, pancreatica, renal, genitalia, bem como
adjuvante na quimioterapia (CARR; VISSERS, 2013; WELSH et al., 2013; ICHIM et al.,
2011).

O AA ¢é geralmente usado durante a quimioterapia por aumentar imunidade,
especialmente por suplementacdo durante o tratamento com tamoxifeno, que induz efeitos
citotoxicos, apoptose por ativacdo de pro-caspases, e citostatico em pacientes com cancer de
mama. Estudo in vitro, de células humanas de cancer de mama MCF-7 em exposi¢do ao AA,
relevaram atenuacdo do antineoplasico podendo afetar a resposta terapéutica (SUBRAMANI
etal., 2014).

Estudos anteriores em celulas tumorais oriundas de linfomas também apontam para a

hipdtese de que o AA antagoniza os efeitos das espécies reativas de oxigénio geradas pelas
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drogas antineoplasicas, por diminuir a apoptose induzida por estas drogas por mecanismos
associados a despolarizacdo de membranas mitocondriais (HEANEY et al., 2008).

Como discutido anteriormente, o AA, como antioxidante, em baixas concentracdes,
pode inibir os efeitos dos antineoplasicos. O AA é um nutriente essencial como um
antioxidante, mas também pode gerar peréxido de hidrogénio de forma dose dependente (< 4
mM) de citotoxicidade em uma variedade de células em estudos in vitro, sem causar danos em
células normais. Em camundongos, uma Unica dose de ascorbato produz perdéxido de
hidrogénio, podendo ser usado em tumores agressivos e de péssimo prognostico (CHEN et al.,
2008; CHEN et al., 2007).

Entretanto, estudos recentes apontam que em linhagens celulares de cancer de mama de
humanos, tratadas com mitoxantrone, indicam que o AA combinado com este antineoplasico
pode apresentar algum grau de atividade antineoplasica, influenciando na apoptose, ciclo
celular e na sinalizacéo celular, aumentando a citotoxicidade do antineoplasico (GUERREIRO
et al., 2014) pela formacdo de perdxido de hidrogénio, especialmente quando injetado por via
intravenosa (DU; CULLEN; BUETTNER, 2012; DU et al., 2010).

Estudos farmacocinéticos do acido ascorbico em altas doses por via intravenosa em
pacientes em monoterapia de tumores sélidos, com administracdo de 1g/L intravenosa de 4 em
4 horas durante 4 semanas, indicam agdo anticancer do AA (STEPHENSON et al., 2013;
HEAD, 1998). As altas doses do AA despolarizam o potencial de membrana das mitocéndrias
e libera o citocromo ¢ para o citosol e promove a apoptose (KIM et al., 2010; LEE et al., 2008).

Os efeitos pré-droga do AA foram discutidos em relacdo a sua distribui¢do do sangue
para o tumor, quando administrado por via intravenosa. O ascorbato é oxidado e libera o radical
A", catalisado por uma metaloproteina, que doa elétron para formar o radical superdxido e
perdxido de hidrogénio (Figura 8) (DU; CULLEN; BUETTNER, 2012; NIEDZWIECKI et al.,
2010; CHEN et al., 2008).
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Figura 8. Mecanismo de acdo do acido ascorbico, como uma pré-droga antineoplasica.

Fonte: Adaptado de Chen et al. (2008).

As concentracOes de AA no plasma e nos tecidos podem ser controladas por absorcao,
acumulacdo nos tecidos e reabsor¢éo renal. No plasma, ndo pode exceder a 100 mmol/L, pois
pode apresentar acdo pro-droga e formar peroxido de hidrogénio. Ha relatos de que altas doses
de AA (1 mM) aumenta a apoptose de células de Sarcoma 180 em camundongos, em co-
tratamento com paclitaxel, melhorando os efeitos do antineoplasico (PARK et al., 2012).

O AA exibe significantes atividades anticancer em doses elevadas, e pode ser usado
sozinho ou em combinagdo com outras drogas, com minimos efeitos em células normais. Nas
concentracdes de 0,5 a 5 mM causa completa perda de viabilidade celular em linhagens
celulares NSCLC de céncer de pulméo; e em tratamentos combinados, apresenta efeitos
sinergisticos para apoptose (VUYYURI et al., 2013), como também em melanomas B16FO e

cancer de mama 4T1 em camundongos (CHA et al., 2013).

3.6 Danos citogenéticos e seus biomarcadores

A acdo mutagénica é importante para avaliacdo de compostos, incluindo substancias e
candidatos a farmaco, pois mutagenos sdo capazes de provocar alteracdes no material genético
e as mutacGes sdo as bases para a carcinogénese. Os efeitos de alguns mutagenos podem ser

modulados por substancias antimutagénicas. Assim, as pesquisas em modelos animais séo
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necessérias para os estudos de mutagenicidade e de antimutagenicidade (SLOCZYNSKA et al.,
2014).

As maiores fontes e tipos de danos ao DNA como também o0s mecanismos de reparo
estdo associados com o envelhecimento, podendo levar a disfungdo celular. Danos ao DNA
(genotoxicidade) e mutacGes (mutagenicidade) vao se acumulando nos tecidos com a idade,
sugerindo que o elevado nivel de danos ao DNA pode acelerar o declinio fisiologico e
proporcionar o aparecimento de doencas no limitadas ao cancer (FREITAS; MAGALHAES,
2011).

O termo apoptose e morte celular foram empregados para explicar a morte celular
programada, os dois termos sao frequentemente utilizados como sindnimos. Apoptose é um
mecanismo que pode ser induzido por uma miriade de estimulos externos que ndo monitora 0s
processos de desenvolvimento. A divisdo e a morte celular sdo rigorosamente controladas para
conservar a homeostase dos tecidos multicelulares. Os corpos apoptoticos, eventualmente, sao
reconhecidos e eliminados por fagocitose, por macréfagos ou outras células vizinhas
(MORIWAKI; CHAN, 2013).

Bioguimicamente, a apoptose é acompanhada por acontecimentos tais como a
externalizacdo de fosfatidilserina no folheto exterior da membrana plasmatica, 0 aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial com subsequente libertacdo de proteinas que
residem normalmente no espaco intermembranar, e ativacdo de uma familia de proteases de
cisteina denominadas caspases (GUICCIARDI et al., 2013).

Defeitos para 0 mecanismo de apoptose imortalizam células epiteliais, aumentam a
tumorigénese e suscitam autofagia, que age como amortecedor do estresse metabdlico e
promove necrose in vivo e in vitro. A necrose € associada com inflamacéo e € um indicativo de
um fendtipo agressivo do tumor (HIRAOKA, 2010). Assim, a autofagia pode funcionar na
supressdo do tumor. A necrose resulta em lise celular e esta associada com prognosticos ruins.
A autofagia promove sobrevivéncia celular em tumores solidos e pode coordenar a inativagao
da apoptose e promover necrose (MOQUIN; CHAN, 2010; KURT et al., 2006).

Diferentes caminhos para morte celular tém sido observados (Figura 9), dentre eles, a
apoptose reconhecida pela fragmentacdo nuclear, com ativacdo das caspases e auséncia de
processo inflamatorio; a autofagia caracterizada pela presenca de grandes vacuolos que induz
uma resposta inflamatéria; e a necrose, que ndo é controlada, caracterizada por rupturas de
membranas e também induz uma resposta inflamatéria. A apoptose tem papel importante nos
processos bioldgicos, e muitas ainda sdo as controversias que suscitam pesquisas, mas existem
relatos de que as espécies reativas de oxigénio exercem papel central nos mecanismos redox

envolvidos na sinalizacdo e controle da apoptose no citosol e nas mitocondrias que liberam o
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citocromo ¢, que séo eventos iniciais da apoptose. As enzimas antioxidantes, a exemplo da S-
glutationa, exerce um papel no sitio catalitico das cisteinas que podem ativar e inativar as
caspases envolvidas na apoptose (SUZANNE; STELLER, 2013).

Figura 9. Mecanismos externos e internos para indugdo de apoptose.
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Fonte: Adaptado de Galluzzi et al. (2008).

Como relatado, a apoptose € um processo que serve como resposta a varios estresses
celulares, dentre eles danos ao DNA, que podem ou ndo estar relacionados a auséncia de reparo
(NOWSHEEN; YANG, 2012). Além da apoptose e necrose, outros danos citogenéticos
(micronucleos, pontes e brotos) também sdo de importdncia para o entendimento dos
mecanismos de a¢do de antineoplésicos. Os micronucleos (MN) se constituem de uma pequena
massa nuclear delimitada por uma membrana e separada do nucleo central, formado por
cromossomos ou fragmentos de cromossomos que ndo foram incluidos durante a mitose no
nacleo principal. A formagdo do MN ocorre devido a alteragfes estruturais cromossdmicas
espontaneas ou decorrentes de fatores ambientais ou de falhas no fuso mitético (FENECH,
2011; CARRARD et al., 2007; FENECH, 2000).

O teste de microndcleos é utilizado para detec¢do da mutagénese do tipo clastogénese,

aneugénese e danos no fuso mitético. As anormalidades cromossdmicas estruturais, tais como
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0 aumento da quebra de cromossomos ou perda cromossémica estdo associadas com um
aumento de risco de carcinogénese e na progressdo da transformacdo neoplasica. Deteccdo de
aberracBes cromossémicas tem sido amplamente utilizada como uma ferramenta para indicar
danos cancerigenos induzidos ao DNA (HWANG; KIM, 2013).

As estratégias para avaliacdo de mutagenos pela Unido Europeia sdo baseadas em testes
in vivo e in vitro, considerando as variedades de danos genéticos tais como mutacGes nos genes,
danos cromossémicos e aneuploidias (COMBES et al., 2007). Estes testes podem ser feitos em
culturas de bactérias e em células de mamiferos, em uma primeira etapa. Posteriormente, 0s
testes in vivo em células somaticas devem ser realizados; e depois em células germinativas,
guando os resultados forem positivos em etapas anteriores (EASTMOND et al. 2009;
VALDIGLESIAS et al. 2010).

Sung et al. (2013) evidenciaram que 0s micronucleos sdo sensiveis indicadores in vivo
e in vitro de dano genético exdgeno e enddgeno. Eles e outras anomalias nucleares sao
biomarcadores de eventos genotoxicos e manifestacfes de instabilidade cromossémica que
podem ser vistos em canceres. A frequéncia de micronucleos é muito utilizada em
epidemiologia molecular e citogenética para avaliar a presenca e a extensdo do dano
cromossémico em populacdes humanas expostas a agentes genotoxicos. As aberraces
cromossémicas podem ocorrer espontaneamente ou apds exposicdo a agentes genotdxicos, e
desempenham um papel importante na patogénese do cancer (CHAKRABORTY et al., 2012).

Outros danos citogenéticos, como as pontes nucleoplasmaticas, podem ser observadas
em células binucleadas, isso por causa dos cromossomos dicéntricos, em que os dois
centrdmeros sdo puxados para polos opostos durante a anafase, 0 que resulta em uma ponte
plasmatica. Assim, a formacdo de pontes nucleoplasmaticas fornece um parametro de analise
de dano cromossémico adicional. Micronucleos também podem ser formados através de
brotamento nuclear na intérfase, quando este processo é incompleto dara origem a brotos
nucleares, 0s quais permanecem presos ao nucleo por uma fina ponte nucleoplasmaticas
(FENECH et al., 2011) (Figura 10).
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Figura 10. Os varios destinos possiveis de células expostas a agentes citotoxicos/genotoxicos.
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Legenda: Por meio do ensaio de CBMN é possivel avaliar a frequéncia de apoptoses (A),
pontes nucleoplasmaticas (B), micronucleos (C), brotos nucleares (D) e necroses (E).
Fonte: Adaptado de Fenech; Crott (2002).

Por outro lado, brotos nucleares podem ser formados durante a fase S por DNA
amplificado localizado em sitios especificos na periferia do nacleo em células tumorais
humanas. Pontes nucleoplasméticas e brotos nucleares sdo indicadores promissores no
monitoramento do dano genético (FENECH, 2000; SAMPAIO et al., 2012).

3.7 Sarcoma 180 como modelo de estudos farmacologicos

Sarcoma 180 € um tumor originado de camundongos e uma das linhagens de células de
maior uso em investigacOes relacionadas com atividade antitumoral in vivo e in vitro
(FERREIRA et al., 2015; LIMA et al., 2014; XIE et al., 2014). O sarcoma 180, € uma neoplasia
pouco diferenciada, descoberta em 1914 no Godcer Laboratory (Universidade de Columbia,
Nova York). No inicio foi classificado como carcinoma mamario, a partir de uma massa solida

na regido axilar de um camundongo albino. No entanto, ap0s consecutivos transplantes
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subcutaneos, foi observado que suas caracteristicas morfoldgicas e seu comportamento eram
peculiares de um tumor sarcomatoso, sendo entdo chamado Sarcoma 180 (ITO et al., 1997).

Os sarcomas tém sido tradicionalmente classificados em duas grandes categorias. A
primeira sdo os sarcomas com cariétipo quase diploide e alteracdes genéticas simples, incluindo
translocacles; e a segunda sdo os tumores com cari6tipos complexos e desequilibrados
(TAYLOR etal., 2011). Os sarcomas sao neoplasias mesenquimais raras originarias em tecidos
de suporte, como o neural, cartilaginoso, vascular e tecido adiposo, incluindo também os
musculos e os 0ssos (WICKRAMASINGHE; CLEMENT; SINGH, 2014).

O sarcoma corresponde a cerca de 20% dos canceres pediatricos, com risco
desconhecido. Futuros estudos ainda sdo necessarios para o entendimento dos mecanismos
genéticos e influéncias ambientais (BURNINGHAM et al., 2012).

Modelos com sarcoma sdo fundamentais para o entendimento da biologia molecular do
cancer. Os sarcomas séo distinguidos por aberragcdes moleculares tais como mutagoes, delecdo
intergenes, amplificagdes de genes e translocagcbes (QUESADA; AMATON, 2012). Os
sarcomas sdo um grupo de tumores heterogéneos com diferentes bases genéticas e anomalias
citogenéticas e variam de rearranjos gendmicos distintos (CONYERS; YOUNG; THOMAS,
2011).

No entanto, um progresso significativo foi feito na classificagdo, estadiamento e
tratamento multimodal destas condi¢bes heterogéneas, incluindo: avancos cirdrgicos na
preservacdo funcional, o uso de radioterapia como complemento a outras modalidades, bem
como a identificacdo de terapias sistémicas ativas para certos subtipos de sarcoma (LIBERAL
etal., 2014; OLMOS et al.; 2011).

3.8 Saccharomyces cerevisiae como modelo para estudos farmacol6gicos

Perante o ponto de vista genético e metabdlico, € um dos organismos mais usados em
testes biologicos. Varias explicagfes tornam essa levedura um modelo de sistema eucaridtico
unicelular para estudos de estresse oxidativo. Seu metabolismo é similar ao dos eucariotos
superiores, com mecanismos apropriados de ativacdo metabolica (citocromo P450) e de
detoxificacdo, que ndo estdo presentes em bactérias (TEIXEIRA; GUARIENT, 2010). A
levedura S. cerevisiae € um organismo eucarioto abundantemente estudado e considerado igual
as células de mamiferos a medida que se refere as macromoléculas, organelas e proteinas com
correlagdo a proteinas humanas, tornando-se um método importante nas pesquisas sobre
mutagénese, antimutagénese e mecanismos que respondem ao estresse oxidativo (COSTA,;
MORADAS-FERREIRA, 2001).
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A avaliacdo da capacidade antioxidante empregando animais de laboratorio é, em geral,
de dificil execucdo e necessita de um numero elevado de animais para assegurar resultados
significativos. Os ensaios realizados com microrganismos sao faceis, rapidos e podem utilizar
um grande nimero de células com as mesmas caracteristicas genéticas. A avaliacdo da
capacidade antioxidante pode ser realizada pela medida da sobrevivéncia de células tratadas
com o antioxidante e agentes estressores (TEIXEIRA; GUARIENT, 2010).

Os estudos sobre radicais livres e o desenvolvimento de novos métodos para avaliacdo
de atividade antioxidante tém aumentado consideravelmente nos tltimos anos. Embora existam
ensaios quimicos relativamente simples para avaliacdo da capacidade antioxidante, estes nao
sdo representativos das condicdes celulares do homem. E, tendo em vista que antioxidantes
assumem papel importante na medicina preventiva, € necessario que as informacdes sejam
obtidas a partir de sistemas bioldgicos (VIDAL et al., 2010).

Diante do exposto, nos capitulos desta dissertacdo os danos citogenéticos e oxidativos
dos antineoplasicos CPA, DOX e AC em modelos de células tumorais de Sarcoma 180,
linfécitos de sangue periférico, bem como em S. cerevisiae serdo relatados, assim como 0s

efeitos do AA na modulacdo de danos importantes para a regressao tumoral.
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Sumario

Base do estudo

Ainda existem controvérsias sobre o papel do &cido ascorbico (Vitamina C) durante o
tratamento quimioterapico em ensaios clinicos, como também em ensaios ndo clinicos com
modelos tumorais de canceres humanos. Portanto, € importante entender o limiar do papel
oxidante/antioxidante do acido ascérbico frente as drogas antineoplésicas, como agente de

interferéncia na eficacia do tratamento quimioterapico, como também de sua acao antitumoral.

Objetivo
Avaliar o potencial oxidante do &cido ascérbico como agente antitumoral, bem como seus
efeitos antagdnicos aos antineoplasicos com base em suas diferentes vias de administracao e

concentragoes.

Métodos

Os artigos cientificos foram obtidos das bases de dados PubMed e Web of Knowledge, com os
descritores “cancer” combinado com, “vitamin C” ou “ascorbic acid. A selecdo foi realizada
no periodo de Janeiro a Fevereiro de 2015. Foram encontrados 305 artigos e destes, apenas 23
artigos foram selecionados devido concordancias com o0s objetivos do estudo, sendo (16)
revisoes sistematicas e (7) artigos de meta-analise, apresentando dados de 18 estudos clinicos
e 15 ndo clinicos. Apds plotagem dos dados nos programas estatisticos SPPS 21 e Graphpad
Prisma 6.0. Os artigos foram analisados conforme modelo de meta-analise, com intervalo de

confianca para 95%.
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Resultados

Foram avaliados um total de 33 artigos. Em estudos clinicos randomizados foram apontados
7.781 pacientes relatados em 18 artigos de revisdo, com intervalo de 1,20 — 0,44 para 0 risco
relativo, com 95% de confianga e significancia para 0 modelo de meta-analise (0,0154 —
0,0001), em relagdo as significancia para o &cido ascorbico, como pré-oxidantes, com efeitos
anti-tumorais, mas em altas concentracfes (1 mM — 10 mM) e por via intravenosa. Ndo foram
observadas significancias em relacdo as aces antioxidantes frente aos antineoplasicos. Os
estudos ndo clinicos em modelos tumorais (15 artigos) corroboraram com os clinicos. Apenas
04 artigos apontaram os efeitos antioxidantes do AA em baixas concentra¢6es (20 pmol — 2

mM) frente aos antineoplasicos.

Concluséo

Com base nas revisfes analisadas o &cido ascorbico é uma droga farmacéutica, em ensaios
clinicos, com acdo antitumoral, administrado em altas concentra¢Ges devido seus efeitos pro-
oxidantes, de importancia para a regressao tumoral. Estes dados foram também relatados em
estudos ndo clinicos. Entretanto, para o efeito antioxidante do acido ascérbico a producao
cientifica ainda ndo tem significancia, o que indica a necessidade de novos estudos ndo clinicos

e clinicos.

Summary

Study Base

There is still controversy about the role of ascorbic acid (Vitamin C) during chemotherapy in
clinical trials, but also in non-clinical trials with tumor models of human cancers. Therefore, it
is important to understand the threshold role of oxidant/antioxidant ascorbic acid in the face of
antineoplastic drugs, such interference agent in the effectiveness of chemotherapy, but also on

its antitumor action.

Aim
Evaluate the oxidizing potential of ascorbic acid as an antitumor agent, and their antagonistic
effects of antineoplastic agents based on their different routes of administration and

concentrations.
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Methods

The papers were obtained from the databases PubMed and Web of Knowledge, with the key
words “cancer" combined with "vitamin C" or "ascorbic acid. The selection was carried out
from January to February 2015. We found 305 articles and of these, only 23 articles were
selected because of agreements with the objectives of the study: (16) systematic reviews (7)
meta-analysis, with data from 18 clinical trials and 15 non-clinical. After plotting the data in
the statistical programs SPPS 21.0 and Graphpad Prism 6.0. The articles were analyzed

according to meta-analysis model, with a confidence interval to 95%.

Results

We evaluated a total of 33 articles. In randomized clinical trials were scored 7,781 patients
reported in 18 review articles, with range from 1.20 to 0.44 for the relative risk with 95%
confidence interval and significance to the meta-analysis model (0.0154 to 0,0001) in relation
to the significance for ascorbic acid, as pro-oxidants, anti-tumor effects, but at higher
concentrations (1 mM-10 mM) intravenously. There were no significance in relation to the
antioxidant action in the face antineoplastic. Non-clinical studies in tumor models (15 articles)
corroborated with clinical, only 04 articles showed the AA antioxidant effects at low

concentrations (20 pmol - 2 mM) compared to antineoplastic.

Conclusion

Based on the review analyzed ascorbic acid is a pharmaceutical drug in clinical trials with anti-
tumor action, administered in high concentrations because of their pro-oxidant effects of
importance for tumor regression. These data have also been reported in non-clinical studies.
However, for the antioxidant effect of ascorbic acid scientific production has no significance,

which indicates the need for new non-clinical and clinical studies.
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4.1 Introducgéo

O papel do &cido ascorbico (vitamina C) no tratamento do cancer ainda permanece
controverso e isto é de certa forma devido a falta de reprodutibilidade de estudos clinicos que
sugerem efeitos benéficos em pacientes em regime quimioterdpico associado a suplementagéo
por &cido ascorbico. Por outro lado, o 4cido ascérbico continua a ser utilizado na terapia do
cancer, embora, a influéncia deste na acdo de agentes quimioterapéuticos careca de maiores
esclarecimentos (DU; CULLEN; BUETTNER, 2012; GONZALEZ; RIBOLI, 2010;
PADAYATTY etal., 2010; HOHHER et al., 2008).

Alguns antineoplasicos, como por exemplo, ciclofosfamida e doxorrubicina podem
levar ao aumento intracelular de espécies reativas de oxigénio (ERO) (LUANPITPONG et al.,
2012; TSAI-TURTON et al., 2007), que podem ser eliminadas pelo acido ascorbico. Neste
sentido, os mecanismos de acdo do &cido ascdrbico em células cancerosas, tem sido mais
claramente definidos por meio de estudos in vitro e in vivo (TAKEMURA et al., 2010;
PERRONE et al., 2009).

Como potente antioxidante, o &cido ascorbico tem levantado questionamentos e
preocupacdo tedrica no tocante a modulacdo da atividade de drogas antineoplésica cujos
mecanismos envolvem o aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO) (HEANEY et al.,
2008). No entanto, alguns estudos apontam que o &cido ascorbico pode potencializar os efeitos
de alguns agentes antineoplasicos, tais como a carboplatina e paclitaxel. A citotoxicidade da
carboplatina e paclitaxel potencializada pelo acido ascérbico pode estar relacionada a producéo
extracelular de peroxido de hidrogénio (MA et al., 2014).

O écido ascorbico (AA) e acido desidroascorbico (DHA) sdo as principais formas
fisioldgicas de vitamina C. Enquanto que o AA esta presente em concentracdes muito mais
elevadas no soro, o transporte intracelular estd restrito a um ndmero limitado de tecidos
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Em contraste, 0 DHA, a forma oxidada da vitamina C,
entra nas células por meio de transporte facilitado através dos transportadores de glicose,
principalmente GLUT1, e tem uma distribuicdo substancialmente mais larga (CYR;
DOMANN, 2011).

Apbs o transporte, o DHA é reduzido para AA e é retido intracelularmente (DU;
CULLEN; BUETTNER, 2012). Este mecanismo conduz a acumulacao rapida e duravel de altas
concentragdes de acido ascorbico intracelular (KUIPER et al., 2010). Na célula, o AA e outros
antioxidantes intracelulares, tais como a Glutationa agirdo para atenuar os efeitos de EROs,
sendo os primeiros antioxidantes consumidos em condi¢fes de elevados niveis de EROs
(TRABER; STEVENS, 2011).
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Além disso, 0 AA é também um doador de elétrons para oito enzimas diferentes e assim
desempenha um papel importante numa grande variedade de processos bioquimicos, incluindo
a formacéo de colageno, biossintese da norepinefrina e de transportes mitocondriais (MANDL,;
SZARKA; BANHEGYI, 2009). As mitocondrias, em particular, geram EROs como
subprodutos da respiracao, tornando o DNA mitocondrial e as proteinas susceptiveis aos efeitos
dos danos oxidativos. Neste contexto, 0 AA pode, assim, desempenhar um papel importante na
protecao das mitocondrias e produtos de traducéo contra a acdo de EROs (RAHAL etal., 2014).

Evidéncias epidemioldgicas sugerem que alimentos ricos em vitamina C desempenham
um papel protetor contra o desenvolvimento do cancer (GROBER, 2009). As concentragdes
plasmaticas de AA parecem estar inversamente associadas ao risco de cancer (LEVINE;
PADAYATTY; ESPEY, 2011; TAKEMURA et al., 2010); No entanto, em ensaios
randomizados de larga escala, comparando a suplementacdo com antioxidantes (vitaminas A,
C, E e p-caroteno) isoladamente e combinados ndo demonstraram quaisquer efeitos protetores
(CARR; VISSERS; COOK, 2014).

O fato de que o acido ascérbico € necessario para manter a funcdo integral de uma
variedade de enzimas tem sugerido que o aumento da ingestdo de AA poderia otimizar o
metabolismo, bem como prevenir o surgimento de cancer e outras doencas degenerativas
relacionadas com geragdo de radicais livres (VERMA, 2012).

A dieta preventiva do cancer ainda necessita de provas cientificas. Varios estudos
observacionais tem avaliado as associa¢des entre nutrientes individuais e 0 risco para o cancer.
Entretanto, os resultados sdo inconsistentes (PARROW,; LESHIN; LEVINE, 2013). As
evidencias de quando o AA como suplementacdo € eficiente na diminui¢do da ocorréncia ou
recorréncia de cancer € ainda contraditorio (WANG; WANG,; YU, 2014).

Neste contexto, com o objetivo de obter uma visdo geral acerca do papel do &cido
ascorbico no tratamento quimioterapico, foi conduzido uma meta-analise avaliando os efeitos

do AA como antioxidante e pro-oxidante no tratamento do cancer com antineoplasicos.
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4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Estratégia da pesquisa

Os estudos foram identificados por meio de pesquisa bibliogréafica na base de dados
PubMed e Web of Knowledge, bem como pela busca na lista de referéncias dos artigos
selecionados no periodo de Janeiro a Fevereiro de 2015. Foram utilizados os seguintes termos
de pesquisa: “cancer” combinado com, “vitamin C” ou “ascorbic acid”. Os estudos que

continham no titulo ou nas palavras-chave os termos descritos acima foram apreciados.

4.2.2 Selecdo dos estudos

Como critérios de inclusdo, os estudos tiveram que obedecer as seguintes caracteristicas:
(1) ser de revisdo sistematica ou meta-analise (2) a ingestdo de vitamina C ou &cido ascorbico
como variavel de interesse; (3) o cancer também como variavel de interesse; (4) apresentar o
risco relativo (RR) ou odds ratio (OR) com um intervalo de confianga (IC), ou dados suficientes
para calculé-los.

Além disso, também foram utilizados os seguintes critérios de excluséo: (1) o RR ou
OR com IC de 95% néo serem apresentados ou mesmo os dados para calcula-los; (2) ser estudo

experimental, prospectivo ou caso controle; e (3) publicacdes repetidas.

4.2.3 Extragéo de dados

Os dados de cada estudo que preencheram os critérios de inclusdo foram extraidos
quanto ao: sobrenome do primeiro autor, ano de publicacdo, desenho do estudo, quantidade de
participantes do estudo, classificacdo e o estagio do cancer abordado no estudo, esquema de
tratamento do cancer, a dose do acido ascorbico ou vitamina C utilizado e 0 RR (IC 95%) para

cada tipo de estudo.
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4.2.4 Célculo do risco relativo com intervalo de confianca de 95%

O risco relativo também chamado de razdo de incidéncias ou razao de risco, expressa
uma comparagdo matematica da probabilidade do risco de um evento ocorrer entre grupos teste
e controles a um determinado fator em estudo. O célculo é feito a partir da divisdo do risco no

grupo de expostos pelo risco do grupo de nao expostos, utilizando a seguinte formula:

_a/(a+b)

RR_C/(c+d)

onde, “a” representa o nimero de casos no grupo teste com resultado positivo, “b” representa
o nimero de casos no grupo teste com resultado negativo, “c” representa o nimero de casos no
grupo controle com resultado positivo e “d” representa o numero de casos no grupo controle

com resultado negativo.
4.2.5 Anélise estatistica

A estatistica para associagdes entre o acido ascorbico e seus efeitos pro-oxidantes, como
também com os efeitos antioxidantes para a terapia do cancer foi realizada com base na
heterogeneidade de dados publicados em artigos de revisdo, com énfase para estudos clinicos e
ndo clinicos. A estimativa de significancia dos RR foi de 95 %. Para tanto os dados foram
agrupados nos Programas Statisticos SPSS 21.0 e GraphPad Prima 6.0. Os dados foram

agrupados em forest plot.
4.3 Resultados

A estratégia de pesquisa identificou 305 publicagdes, 121 provenientes da base de dados
Web of Knowledge e 142 provenientes do Pubmed. Duzentos e cinquenta e trés artigos foram
excluidos por analise do titulo e palavras-chave que ndo continham a combinacdo dos
descritores, bem como auséncia de dados quanto ao risco relativo e/ou odds ratio ou mesmo os
dados para calcula-los; Cinguenta e dois artigos foram avaliados por inteiro. Destes, 23 artigos
foram selecionados (16 revisfes sistematicas e 7 meta-analise), reportando 33 estudos (18

estudos clinicos e 15 ndo clinicos). 6 artigos foram selecionados por meio das listas de
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referéncias analisadas nos artigos de revisdo. Os passos detalhados da pesquisa estdo

apresentados na Figura 1.

Figura 1. Fluxograma da avaliacéo, excluséo e andlise das publicacGes sobre os efeitos do acido
ascorbico, como pro-oxidante e/ou antioxidante frente aos antineoplasicos.

Artigos encontrados:
121 — Web of Knowledge
142 - Pubmed

253 artigos excluidos

* Analise do titulo

» Palavras-chave

* Artigos duplicados

* RR ou OD néo disponivel

52 artigos avaliados
(adequagio ao tema do estudo)

29 artigos nio . .
adequados 23 artigos selecionados e

avaliados por inteiro:
* 16 revisdes sistematicas
* 7 meta-analises

33 artigos extraidos das revisdes
e meta-analises:

e 18 estudos clinicos

e 15 estudos n#o clinicos

Fonte: Pesquisa direta.

4.3.1 Anélise da associacdo do &cido ascdrbico como agente antitumoral

A meta analise foi realizada com base cientifica de 33 artigos. Dezoito estudos clinicos
foram avaliados nesta meta-anéalise para associacdo entre AA e atividade antitumoral. Em 11
estudos clinicos foram evidenciados associacgdo direta entre 0 uso do acido ascoérbico (1 — 15
g/L intravenosa), e os efeitos antitumorais em pacientes com diferentes tipos de canceres, em
diferentes estagios, com uso de AA, seguido dos fatores de riscos relativos (RR). Os anos de
estudo estdo no intervalo de tempo de 1985 — 2013, devido a exclusdo de artigos nédo
relacionados ao objeto do presente estudo. Os estudos clinicos estdo mais relacionados aos
canceres de pulméo e de mama, com uso de AA nas doses de 1 — 15 g/L. Cabe enfatizar que 0s
dados plotados na Tabela 1 apresentam fatores de riscos proximo de +1, indicando associagdo

significativa.



Tabela 1. Caracteristicas dos estudos abordando o acido ascorbico como agente antitumoral, administrado de forma concomitante
aos antineoplasicos.

Estudo, ano Pacientes Tipo de cancer Estagio Uso de AA RR (1C=95%)
Takata et al. (2013) 359 Pulmaéo Diferentes NR 0.84 (0.61-1.16)
estagios
Poole et al. (2013) 272 Mama -1V NR 0.81 (0.72-0.92)
Greenlee et al. (2012) 2264 Mama H-111 NR 0.73 (0.55-0.97)
Pathak et al. (2005) 136 Pulmao n-1v 6.19 0.90 (0.80-0.97)
Weijil et al. (2004) 48 Testicular, NR 1g 0.44 (0.28-0.68)
Osteosarcoma,
Melanoma
Voorips et al (2000) 939 Pulmao NR NR 0.77 (0.54-1.08)
Neuhouser et al. (2003) 742 Pulmao Diferentes NR 0.66 (0.47-0.94)
estagios
Gandini et al. (2000) 1638 Mama NR 159 0.80 (0.68-0.95)
Fontham et al. (1988) 1253 Pulmao NR NR 0.65 (0.50-0.87)
Goel et al. (1999) 30 Mama "n-1v 10¢ 0.60 (0.39-0.90)
Moertel et al. (1985) 100 Mama v 109 0.24 (0.14-0.39)

Legenda: NR: ndo relatado.
Fonte: Pesquisa direta.
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O forest plot (Figura 2) sumariza os estudos dos artigos de revisdo, no que se refere a
associacdo do papel pré-oxidante do acido ascorbico e os seus efeitos antitumorais em estudos
clinicos, em altas concentracGes. O acido ascérbico exibe significantes atividades antitumoral
em estudos clinicos em doses farmacoldgicas, e pode ser usado sozinho e em combinagdo com
outras drogas antineoplésicas, com minimos efeitos em células normais. Apenas 2 estudos
apontaram auséncia de associacdo (RR=1,20; IC 95%= 0,74-1,95), observados nos pontos que
estdo sobre a reta. Em 5 estudos clinicos, ndo houve dados significantes (pontos que estdo a
direita da reta), para os efeitos do &cido ascorbico e atividade antitumoral (RR= 0,77, IC 95%=
0,54-1,08). Entretanto, a meta-analise em foco indica que acido ascorbico apresenta significante
(RR=0.82, I1C95%= 0.66 — 1.31) associacdo com efeitos antitumorais, em alta concentracdo
plasmatica, para a maioria dos estudos clinicos analisados (11 artigos). Ndo foram observadas
significancia em estudos clinicos para a associacéo entre &cido ascorbico e efeitos antioxidantes
frente aos danos induzidos pelos antineoplésicos.

Figura 2. Forest plot da associacdo entre as doses do acido ascorbico e seu efeito antitumoral,
em estudos clinicos realizados entre 1985 — 2013.
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Legenda: *auséncia de associacao; **sem significancia de resultados; ***associagdo com
efeitos antitumorais.
Fonte: Pesquisa direta.
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Na Tabela 2 estdo sumarizados os principais antineoplasicos relacionados com a
administracao do acido ascorbico, como antioxidantes e como pro-oxidante, de estudos clinicos
e ndo clinicos. E importante ressaltar que para as atividades antioxidantes do AA os estudos
foram em sua maioria para ensaios nédo clinicos. A ciclofosfamida, o paclitaxel e irinotecano
foram os antineoplasicos com percentuais acima de 90% de concordancias para 0s autores

apresentados na Figura 2.

Tabela 2. Principais drogas antineoplasicas, citadas em 33 artigos de revisao de estudos clinicos
e ndo clinicos, que relataram sobre a importancia do AA, como modulador de antineoplasicos

(antioxidantes) e como agente antitumoral (pro-oxidantes).

Atividades Antineoplasico e interacoes Dose s .
Cumulativo
Antioxidante Cisplatina 75mg/m? 32,1
Paclitaxel 220 mg/m? 35.7
Vinorelbina 25 mg/m? 39,2
Busulfan 2 mg/m? 42,9
Ciclofosfamida 600 mg/m? 46,4
Doxorrubicina e 5-FU 2 mg/m?/2002 mg/m? 50,0
Adriamicina 2al2uM 53,6
Vincristina, Doxorrubicina, MTX 500 nM/L; 600 nM/L;100 71,4
e Cisplatina uM; 200 uM
Pré-oxidante Cisplatina 75 mg/m? 65,0
Ciclofosfamida 600 mg/m? 66,3
Doxorrubicina 75 mg/m? 67,6
Doxorrubicina, Taxol e 5-FU 0.2 uM; 10 uM 70,8
Cisplatina e 5-FU 1a50uM; 1a1000 uM 71,0
Irinotecano 7.5a60uM 95,0
Paclitaxel 0a89 uM 92,5
Ciclofosfamida 200 mg/Kg 95,0

Fonte: Pesquisa direta.

Em relacdo as doses do &cido ascorbico para os efeitos antitumorais observados e

plotados em forest plot (Figura 2), os dados estdo sumarizados na Tabela 3, indicando que
para a maioria dos estudos clinicos e ndo clinicos as doses sdo baixas e sdo administradas,
especialmente por via oral, para suas atividades antioxidantes frente aos antineoplasicos. Como
pro-oxidantes, as doses sdo altas, com administracfes intravenosas para a maioria dos relatos
dos autores citados na Figura 2 (estudos clinicos) e na Figura 3 (ndo clinicos). Enquanto, que
para a acdo antioxidante, os autores estdo mencionados na Figura 4.

Retornando aos dados da Tabela 3, concordancias com percentuais de 100% entre
autores foram observadas para o uso antioxidante entre 50 — 600 mg/dia e de 0,1 — 15 g, por
administragdo oral. Mas também foi observada concordancia em 100% para a dose de 0,1 — 100
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pmol. Estes dados sdo de estudos clinicos que nao apresentaram significancia, devido o
pequeno numero de artigos que relatavam efeitos antioxidantes do AA na modulagdo de drogas
antineoplasicas.

Tabela 3. Principais doses do acido ascérbico citadas em 33 artigos de revisao que relataram
sobre a importancia do AA, como modulador e como agente antitumoral.

Atividades Dose Administracao % Cumulativo

Antioxidante 0,1-100 pmol Oral 100
50-300 mg/dia Oral 70,0

7,5-15¢ Infuséo 100

01-10¢ Oral 36,0

600 mg/dia Oral 28,6

Pré-oxidante 0,1 mM Intravenosa 100
1g-15¢g Intravenosa 65,25

50-100g Infuséo 76,3

15-125¢g Infuséo 77,5

60 g Parental 37,5

40 mg/Kg Oral 51,3

Fonte: Pesquisa direta.

Na Tabela 4 estdo sumarizados os varios mecanismos de acdo antioxidante e proé-
oxidante do AA em estudos clinicos (18 artigos) e ndo clinicos (15 artigos). Os percentuais
para 0s mecanismos antioxidantes foram acima de 80% de relatos similares para ambos os tipos
de estudo. Dentre eles, a diminuicdo de radicais livres com consequente reducdo da
citotoxicidade dos antineoplasicos, com concordancias de até 100%.

Como apresentado na Figura 2, para a maioria dos artigos clinicos foi identificada fortes
correlagbes para a associacdo entre acido ascorbico e atividade tumoral, por diversos
mecanismos moleculares, com percentuais cumulativos de 100 %, especialmente para a geracéo
de citotoxicidade, por inducéo de radicais livres, com alteragdes mitocondriais, por inibigéo de
proteossoma, por geracdo de peroxido de hidrogénio (H202) e por aumentar sensibilidade
celular. Os mecanismos que envolvem alteracdo de membrana mitocondrial, maior producéo
de ERO, bem como para a produgdo de ATP, foram relatados nos artigos citados e discutidos
nas revisdes com 100% de percentual cumulativo como mecanismos de agéo pro-oxidante.

Outros mecanismos de agdo pro-oxidante do AA também podem ser relacionados, como
a producdo H202, com percentuais cumulativos acima de 60% em relacdo aos autores citados
nas revisdes em andlise. Dentre 0s principais mecanismos de agdo do AA, como antioxidante

com efeitos sobre os antineoplasicos, indicam suas a¢es na diminuigcdo dos radicais livres,
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reducdo de toxicidade e citotoxicidade, principalmente por programacdo da morte celular
(Tabela 4).

Tabela 4. Mecanismos moleculares propostos para as atividades antioxidantes/oxidantes do
acido ascorbico apontados em periddicos cientificos, citados em 33 artigos, que relataram sobre
a importancia do acido ascorbico, como modulador de drogas antineoplasicas e como agente
antitumoral em modelos clinicos e ndo clinicos.

Atividades Mecanismos moleculares v .
Cumulativo

Antioxidante Diminuig&o de radicais livres 100,0
Reducdo da toxicidade do antineoplésico 79,2
Diminuicdo da intensidade de neutropenia 83,3
Regeneracdo dos niveis de Glutationa 87,5
Capacidade antioxidante na mucosa e nervos 91,0
Diminuicao da citotoxicidade do antineoplasico 100

Pré-oxidante Citotoxicidade especifica, sobrevida do paciente. 15,3
Citotoxicidade por geracao de ERO 100
Citdlise e alteracdo mitocondrial das celulas neoplésicas 100
Citotoxicidade por gerar radicais e reducdo tumoral 37,0
Geracdo de H>O> extracelular que reagem com metais 100
Aumento de H20- e diminuicdo de niveis de thiol celular 61,1
Efeitos sinergisticos com antineoplasicos 54,8
Aumento de H20- e alteragdo de membrana mitocondrial 65,0
Reducdo de angiogénese inibindo o crescimento tumoral 66,7
Citotoxicidade e atividade inibidora do proteossoma 72,2
Estresse oxidativo independente da via GSH 77,7
Reducdo dos niveis de Glutationa e LDH 80,0
Citotoxicidade pelo aumento de H20- 100,0
Citotoxicidade por H20: e diminuicéo de IL-6 91,0
Mantém citotoxicidade de células NK 98,0
Induz apoptose via caspase-8 93,1
Inibicdo de mediador de apoptose FAZ 95,0
Aumenta sensibilidade celular 100,0

Fonte: Pesquisa direta.

Os estudos ndo clinicos que apontam acéo pro-oxidante para 0 AA, em sua maioria sao
feitos em Sarcoma 180, e em diversos modelos de tumores sélidos. Cabe enfatizar que neste
estudo foi utilizado AA em altas concentracGes a exemplo destes efeitos em estudos clinicos
(Figura 3). Em Sarcomas, foi observado varia¢do de doses com limite inferior de 1,6 mM a 30
mg/Kg. Os artigos cientificos relatam doses similares para modelos de estudos diferentes, a

exemplo dos estudos com glioblastoma, pancreas e mesotelioma, com doses intermediarias em
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relacéo aos estudos com Sarcoma 180. Pequenas doses com acdo antitumoral foram observadas

em diversos modelos de estudo (Sarcoma 180, Ovério, Prostata e Pulmao).

Figura 3. Modelos ndo clinicos que foram indicados por autores citados nas revisoes
analisadas, para atividades pré-oxidantes do AA.
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Legenda: os valores das concentragdes do AA estdo organizados pelos seguintes intervalos -
1-5:1a5mM; 6-10: 10 mM; 11 — 15: 20 mM; 16 — 20: 50 mM; 21 — 25: 500 mM. 26 —

30: 30 mg/kg.
Fonte: Pesquisa direta.

Na Figura 4 estdo apresentados em estudos ndo clinicos, os principais modelos de

tumores evidenciados em 33 artigos que apontam para a a¢do antioxidante do AA diante dos

danos oxidativos dos antineoplasicos (Tabela 2), quando em baixas concentra¢des. O numero

de artigos citados nas revisdes, base desta meta anélise, em relacéo a agdo antioxidante do AA,

diante dos danos induzidos pelos antineoplasicos também ainda sdo escassos. Cabe também

relatar confundimento de doses do AA. Em modelos para o cancer de mama, a dose do AA para

acdo antioxidante é similar a dose do AA em glioblastoma, para os efeitos do AA como

antitumoral.
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Figura 4. Modelos nédo clinicos que foram indicados por autores citados nas revisoes
analisadas, para atividades antioxidantes do AA.

Pulmao NSCLC Vuyyurietal. (2010)

Mama MCF-7 Karasavas et al. (2005)
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Legenda: os valores das concentragdes do AA estdo organizados pelos seguintes intervalos -
1-5:20 uM; 6 —10: 25 pM; 11 — 15: 50 pM; 16 — 20: 2 a 10 mM.
Fonte: Pesquisa direta.

4.4 Discussao

A identificacdo da variedade de respostas a terapia do cancer requer o conhecimento de
varidveis incluindo medicacGes concomitantes que podem alterar o metabolismo e a
farmacocinética da quimioterapia. Estudos clinicos apontam estas intera¢cbes medicamentosas
(HANIGAN et al., 2011). Estudos in vitro e em animais sugerem que 0s antioxidantes, a
exemplo das vitaminas A e C, em altas doses aumentam os efeitos dos antineoplasicos
(PATHAK et al., 2005). O AA administrado por via intravenosa apresenta reducéo significante
de efeitos colaterais induzidos por antineoplasicos (VOLLBRANCTH et al., 2011), mas a
suplementacdo de antioxidantes durante a quimioterapia diminui os efeitos do tratamento
(GREENLEE et al., 2012).

Como observado, na Figura 2, a maioria dos artigos selecionados para a meta-analise
apontam em estudos clinicos com mais de 7.000 pacientes associacdo significante entre 0 AA
com seus efeitos antitumorais, com riscos relativos proximos a 1 (RR= 0,77; 1C95%= 0,54-
1,08). Recentes dados farmacocinéticos também indicam que por via intravenosa o AA age
como pro-droga e produz elevado nivel no plasma de peréxido de hidrogénio (DU; CULLEN;
BUETTNER, 2012).
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Entretanto, o uso clinico de antioxidantes durante a quimioterapia ainda vem sendo
bastante discutido, devido as varias controvérsias sobre o seu potencial de reduzir a eficacia
citotoxica de quimioterapicos tais como a ciclofosfamida e o 5-fluorouracil (TOKARSKI et al.,
2013).

O 4cido ascorbico em dose-dependente aumenta a concentracdo de perdxido de
hidrogénio, e decresce a viabilidade de células pancreaticas cancerosas. Decresce sobrevivéncia
de clones, mas ndo apresenta efeitos na imortalizacdo de linhagens celulares ductais
pancredticas, pois 0 AA induz captura de perdxido de hidrogénio. Estudos in vivo apontam que
0 AA inibe crescimento e prolonga sobrevivéncia celular (DU et al., 2010). Também existem
relatos de que altas doses de acido ascérbico (1 mM) aumenta a apoptose em celulas
cancerigenas em camundongos, em co-tratamento com paclitaxel, melhorando os efeitos do
antineoplésico com e sem células de Sarcoma 180 (PARK et al., 2012).

Nas concentragdes de 0,5 — 5 mM, em estudos ndo clinicos, 0 AA também causa
completa perda de viabilidade de linhagens celulares de céancer de pulmé&o, e em tratamentos
combinados apresenta efeitos sinergistico aos antineoplasicos, induzindo mais apoptoses em
linhagens de céncer de mama (VUYYURI et al.,, 2013). Como observado na Figura 3,
atividades pro-oxidantes do AA foram estudadas em modelos néo clinicos para diversos tipos
de cancer, incluindo os canceres de pulmé&o e de mama.

Para Fromberg et al. (2011), a forma redox ativa do AA apresenta eficacia terapéutica
em células tumorais, por inducdo de apoptose, por inibi¢do de proliferacdo e parada do ciclo
celular, podendo trazer beneficios para certos quimioterapicos, pois 0 AA em altas doses
(Tabela 3), além dos mecanismos citados, pode aumentar citotoxicidade por geracdo de H>O>
e promover efeitos sinergisticos com os antineoplasicos (Tabela 2), aumentando assim a
sensibilidade celular ao tratamento do cancer, um dos mecanismos antitumorais apresentados
na Tabela 4, com percentual cumulativo de 100% entre os autores (Figura 2).

A mistura de micronutrientes apresenta efeitos sinergistico, exibe potentes atividades
anticancer in vivo e in vitro em linhagens celulares. Os efeitos anticancer incluem inibicdo de
metastase, do crescimento do tumor e da metaloproteina, angiogénese e inducéo de apoptose
(NIEDZWIECKI et al., 2010), como relatado na Tabela 4. O AA aumenta as espécies reativas
de oxigénio, agindo como pré-oxidante, inibe o crescimento celular, por estresse no reticulo
endoplasmatico, supressao da insulina e inibigdo da angiogénese (ASHINO et al., 2003). A acdo
pro-droga do AA pode ser relacionada aos mecanismos com dependéncia do ferro, com geracdo
do peroxido de hidrogénio, que induz citotoxicidade (PARROW,; LESHIN; LEVINE, 2013),
mecanismo antitumoral do AA com excelentes percentuais de indicacao nos artigos de revisao

da meta-anélise (Tabela 4).
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O AA ¢ consumido pela populagdo como prevencdo ao envelhecimento, devido a sua
capacidade antioxidante de sequestrar radicais livres evitando o aumento do estresse oxidativo.
No entanto, em altas concentracdes também pode ter acao pré-oxidante, por reduzir metais tipo
ferro e cobre por meio da reacdo de Fenton, o que ocasiona a formacdo do perdxido de
hidrogénio, com liberagdo do radical hidroxila (WONDRAK, 2009). Estudos clinicos indicam
que o AA em altas doses (1 — 5 g/Kg) (Tabela 3) atua na regressao de tumores em pacientes
com carcinoma renal, de rim e linfomas de células B, devido a sua acdo pré-oxidante, com
formacdo de espécies reativas de oxigénio (CHEN et al., 2008; CHEN et al., 2007).

Existem relatos de que o AA inibe a progressédo de tumores tais como melanomas,
tumores no cérebro, prostata e estbmago. As altas doses do AA decrescem o potencial de
membrana das mitocondrias e libera o citocromo ¢ para o citosol e promove a apoptose (KIM
et al., 2008; LEE et al., 2008). Além disso, estudos sobre o uso clinico do ascorbato, em altas
doses e por via intravenosa, durante a quimioterapia de pacientes em fase terminal aumenta a
sobrevida (HEAD, 1998).

Dados clinicos também apontam que 0 AA em altas doses e administrado de forma oral,
apresenta decréscimo na sua absorcdo e aumento de excrecdo pela urina, assim com pouca
biodisponibilidade, mas administrado por via intravenosa pode aumentar seu nivel no plasma e
induzir citotoxicidade, pela formacdo do peroxido de hidrogénio (CULLEN, 2010).
Recentemente, outros estudos em linhagens celulares de cancer de mama de humanos tratadas
com mitoxantrona indicam que o AA combinado com este antineoplasico pode apresentar
algum grau de atividade antineoplésica dose-dependente, influenciando na apoptose, ciclo
celular e sinalizagdo celular, aumentando a citotoxicidade do antineoplasico (GUERREIRO et
al., 2014).

Por outro lado, em linhagens tumorais de mama MCF-7, prostata DU-145 e bexiga T24,
0 uso concomitante de AA com etoposide, cisplatina, 5-fluorouracil, doxorrubicina e paclitaxel
nédo foram observados efeitos antitumorais do AA. Porém, por via oral ou intravenosa até a dose
de 10 g/dia, o AA foi efetivo para o tratamento de cancer. Estes dados coadunam diferencas de
biodisponibilidade por rota de administracdo (PARROW; LESHIN; LEVINE, 2013), que
podem confundir as acGes do AA. Estudos farmacocinéticos do acido ascorbico em altas doses
por via intravenosa (Tabela 3) em pacientes em monoterapia de tumores solidos, com
administracdo de 1 g/min de 4 em 4 horas durante 4 semanas, indicam acao anticancer do AA
(STEPHENSON et al., 2013), como também em modelos animais (PADAYATTY; LEVINE,
2000; BRAM et al., 1980). Porém, por via oral o aumento da concentragdo no sangue é
moderado (0,07 — 0,22 mM) (MURATA; MORISHIGE; YAMAGUCHI, 1982).
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Entretanto, estudos apontam que uma grande maioria de pacientes em quimioterapia faz
suplementacdo com vitaminas, especialmente com AA (vitamina C), o que pode ocasionar
efeitos antagonicos aos antineoplasicos (SUBRAMANI et al., 2014). O AA pode reduzir a
toxicidade dos antineoplésicos e evitar a formacdo de radicais livres, neutralizando alguns
carcinégenos (CHAMBIAL et al., 2013; CHEN, BOISSONNEAULT, GLAUERT, 1988).

Cabe enfatizar que no estudo ndo foi possivel encontrar associacdo entre AA e seus
efeitos antioxidantes na modulacdo dos antineoplasicos, pois os RR (riscos relativos) nao foram
significantes (P>0,05). Mas relatos epidemioldgicos sugerem associacao entre frutas e vegetais,
contendo vitaminas antioxidantes, a exemplo da vitamina C com menores riscos de cancer
(TAKATA et al., 2013).

A administracdo do AA em pré-tratamento da quimioterapia com os antineoplasicos
doxorrubicina, cisplatina, vincristina em modelos hematopoiéticos (linhagens celulares para
leucemia (K562) e linfomas (RL) de canceres antagoniza os efeitos dos quimioterapicos,
podendo afetar a terapéutica do cancer, pois preserva o potencial de membranas mitocondriais
(HEANEY et al., 2008). Diversos estudos em modelos de canceres em ensaios ndo clinicos
(Figura 4) apontam para a acdo do AA na modulacéo dos antineoplasicos (Tabela 2), quando
usados em baixas concentracdes (Tabela 3). Estudos in vitro, de células humanas MCF-7
(Figura 4) em exposi¢do ao AA indica que o composto causa atenuagdo do antineoplésico
podendo afetar a resposta terapéutica (SUBRAMANI et al., 2014; KARASAVAS et al., 2005).
Dados recentes apontam que o AA reduz o risco de cancer de mama, devido a sua acdo
antioxidante para protecdo de danos ao DNA, por neutralizar os radicais livres e bloquear a
carcinogénese (WANG; WANG; YU, 2014).

Existem relatos sobre os efeitos dos antioxidantes da vitamina C, tocoferol e
carotenoides, que podem inibir os efeitos de uma variedade de drogas citostaticas (5-
fluorouracil, doxorrubicina e vincristina) em diversas culturas e linhagens celulares (MOSS,
2006; PRASAD; KUMAR, 1999), podendo diminuir os efeitos toxicos em sistemas celulares
(BLOCK; KOCH, 2007), por mecanismos relacionados a ataque e captura de radicais livres,
reducdo de quebra de cadeias de DNA, por combinagdo com proteinas formando a
selenoproteinas, por quelar metais e por promover reparos de aberracbes do DNA
(CAMERON; PAULING, 1976).

Existem muitas concordancia de que os antioxidantes podem reduzir os radicais livres
formados pela radioterapia e pela quimioterapia, devido ao fato de que a geragéo de radicais
livres € um dos mecanismos de acdo dos quimioterapicos (D’ANDREA, 2005). Porém, as

variacdes geneéticas na populacdo humana, bem como as mutacGes em tumores devem ser
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consideradas em estudos sobre o uso concomitante de medicacgdes, pois podem ser fatores de

risco para as respostas celulares da quimioterapia (HANIGAN et al., 2011).

4.5 Conclusdo

Em sintese, cabe enfatizar que a quimioterapia € comumente complexa, com o0
agrupamento de diferentes antineoplasicos, que podem gerar diferentes respostas
farmacocinéticas. Adicionado a este aspecto, 0 uso de AA pode alterar mecanismos
indispensaveis para a regressdo tumoral, mas também pode atuar como adjuvante, com efeitos
sinergisticos e/ou aditivos as acdes dos antineoplasicos. Em nosso estudo de meta-anélise foi
constatado que os dados foram significantes em estudos clinicos para associacéo entre 0 AA e
seus efeitos antitumorais, especialmente em altas doses e por via intravenosa. Este aspecto
também foi observado em diversos estudos ndo clinicos e com diferentes modelos de canceres
humanos que coadunam com a acdo antitumoral do AA.

Né&o foram observadas associac@es significantes, em estudos clinicos, em relacdo a a¢éo
antioxidantes do AA, especialmente na modulacdo dos diversos mecanismos de acdo dos
antineoplasicos. Entretanto, alguns estudos ndo clinicos indicam essa associagdo do AA com
seus efeitos antioxidantes, quando em baixas concentragdes e administrado principalmente por
via oral.

Assim, as diferentes respostas em relacdo a dose do AA, bem como de suas vias de
administracdo ainda suscitam estudos para esclarecer melhor o limiar para suas acfes
antitumorais e antioxidantes, como também de suas intera¢fes farmacocinéticas. Por outro lado,
os estudos clinicos quanto a acdo antioxidante na modulacdo dos danos induzidos pelos
antineoplasicos sao insipientes e reduzidos. Este aspecto € de importancia cientifica e
principalmente clinica, pois € unénime o fato de que os pacientes em quimioterapia usem
micronutrientes e suplementos de vitaminas para minimizar os efeitos colaterais dos
antineoplasicos, sem informac6es sobre os riscos de suas interferéncias positivas e negativas

no tratamento do cancer.
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Resumo

A Organizagdo Mundial de Salde estima 27 milhdes de casos novos de cancer até 2030. A
ciclofosfamida e a doxorrubicina sdo usadas na quimioterapia, especialmente por gerarem espécies
reativas de oxigénio. O uso clinico do acido ascérbico ainda suscita varias controvérsias devido
aos seus efeitos antagdnicos aos antineoplasicos. O estudo avaliou os efeitos do acido ascorbico
na modulacdo de danos citogenéticos induzidos pela ciclofosfamida e doxorrubicina, e esquema
AC em células tumorais de Sarcoma 180, bem como as concordancias desses danos em
linfécitos de camundongos pelo teste de micronicleos com bloqueio de citocinese. A
ciclofosfamida (20 mg/mL) e a doxorrubicina (2 mg/mL) induzem significantes aumentos de
apoptose>necrose>micronicleos nos tipos celulares testados. Os danos citogenéticos em
Sarcoma 180 foram modulados pelo &cido ascérbico (2 u M), com significantes percentuais de
modulacdo de danos da ciclofosfamida em mais de 70% em relacdo a apoptose, 70 % para
micronucleos e 32% para necrose. Os danos da doxorrubicina foram modulados em70% para
apoptose, 40% para necrose e 21% para micronucleos. No esquema AC também foram
observadas modulagdes de 60% para apoptose, 42% para necrose e micronucleos. Nao foram
observadas significancias em relagéo aos brotos e pontes nucleoplasmaticas, exceto para pontes
induzidas pela ciclofosfamida, mas o acido ascérbico ndo teve efeito. Esses resultados
coadunam com outros estudos que indicam riscos para a eficacia da quimioterapia, devido aos
efeitos antioxidantes do acido ascorbico na modulacdo de danos citogenéticos de importancia
para a regressdo tumoral. Dessa forma, podem existir riscos para as propriedades

farmacoldgicas dos antineoplasicos, que podem interferir na eficacia do tratamento do cancer.

Palavras-chave: Antineoplasicos; Acido ascorbico; Apoptose; Necrose; Microndcleos.
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Abstract

Cancer is a public health problem worldwide and in Brazil. The World Health Organization
estimates that by 2030 will be 27 million new cases. Cyclophosphamide and doxorubicin are
used in chemotherapy, especially by generating reactive oxygen species. The clinical use of
ascorbic acid also raises several controversies due to its antagonistic effects of antineoplastic
agents. In this sense, the study evaluated the effects of ascorbic acid on modulation cytogenetic
damage induced by cyclophosphamide and doxorubicin, and their interactions in tumor cell
Sarcoma 180 and the concordance of this damage in mouse lymphocytes. Cytogenetic damage
type apoptosis, necrosis, micronuclei, buds and bridges were identified with the application of
micronucleus test with cytokinesis block. The cyclophosphamide and doxorubicin induces
significant increases in apoptosis, necrosis and micronuclei in the cell types tested. The damage
on Sarcoma 180 were modulated by ascorbic acid with percentage modulation in more than
70% to cyclophosphamide relative to apoptosis and micronuclei and 32% to necrosis. The
damage of doxorubicin have been modulated by 70% for apoptosis, 40% to necrosis and 21%
to micronuclei. In AC protocol, were also observed modulations of 60% to apoptosis and 42%
to necrosis and micronuclei. There were no significance in relation to the buds and
nucleoplasmic bridges, except for bridges induced by cyclophosphamide, but ascorbic acid had
no effect. These results are in line with other studies that indicate hazards for the effectiveness
of chemotherapy due to the antioxidant effects of ascorbic acid in the modulation of major

cytogenetic damage important to tumor regression.

Keywords: Antineoplastic; Ascorbic acid; Apoptosis; Necrosis; Micronuclei.
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5.1 Introducéo

O cancer é uma patologia complexa e multifatorial. Sua etiologia presume mutacées
genéticas que conferem capacidade ilimitada de proliferacao celular, perda de resposta a fatores
de inibicdo de crescimento, evasdo de apoptose (morte celular programada), possibilidades de
invadir outros tecidos corporeos (metéstases) e producdo de novos vasos sanguineos
(angiogénese) (INCA, 2014; HERCOS et al., 2014; ARAUJO; GALVAO, 2010). Avancos de
biologia molecular e genética tém favorecido a identificacdo de tipos de sarcoma e técnicas para
0 diagndstico e trajetos da terapia (FORSCHER, MITA, FIGLIN, 2014). O sarcoma
corresponde a 20% dos canceres pediatricos, com risco desconhecido. Estudos ainda sdo
necessarios para o entendimento dos seus mecanismos genéticos e influéncias ambientais
(BURNINGHAM et al., 2012).

A modalidade terapéutica do cancer € a terapia farmacoldgica com a utilizacdo de
medicamentos antineoplasicos visando a destrui¢do de células tumorais, com diversos efeitos
adversos aos pacientes e danos em células normais (BECKER; NARDIN, 2011). A
identificacdo da variedade de respostas a terapia do cancer requer conhecimento de variaveis
incluindo medicagdes concomitantes, o que pode alterar o metabolismo e a farmacocinética da
quimioterapia, devido a interagcdes medicamentosas (HANIGAN et al., 2011).

Existem diversas modalidades terapéuticas para o cancer, incluindo a aplicacdo dos
esquemas FAC (doxorrubicina + fluorouracil + ciclofosfamida) e/ou AC (doxorrubicina +
ciclofosfamida). As doses destas medicagdes mais comuns sdo respectivamente 500/50/500
(mg/m?) e 60/600 (mg/m?), a cada 21 dias (GUIMARAES, 2004). A ciclofosfamida (CPA) é
um agente citotoxico de acdo imunossupressora (JOY et al., 2012; McCUNE et al.,2009) e
alquilante para o material genético, que induz apoptose por acdo dos radicais livres
(GOESSLER et al., 2011).

Alguns estudos ja determinaram diversos fatores que influenciam a toxicidade celular
por acdo da doxorrubicina, mais notavelmente a expresséo dos transportadores de membrana
glicoproteina-P/MDR1 (Gp-P) e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e radicais
livres por meio do ciclo redox da doxorrubicina, como também inibicdo da topoisomerase 1l
(KIEVIT etal., 2012; FINN; FINDLEY; KEMP, 2011).

O estresse oxidativo consiste no aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio
devido ao desequilibrio intracelular de reducdo e oxidacdo, estando envolvido em varias
doencgas, incluindo o cancer. AlteracGes entre 0s niveis de oxidacao e as defesas antioxidantes
em pacientes com sarcomas geram aumento de peroxidacao lipidica e decréscimo dos niveis de

catalase, superdxido dismutase e tidis (NATHAN et al., 2011). A suplementacdo de alimentos
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antioxidantes tem mostrado efeitos protetores contra o cancer, como relatados em diferentes
estudos in vivo e in vitro (SAMOYLENKO et al., 2013).

Os antioxidantes sdo substancias que, em baixas concentra¢des quando comparado com
o0 substrato, previnem oxidagédo do substrato. Os antioxidantes tais como as vitaminas C e E sdo
constituintes da dieta humana (PANDEL et al., 2013), que sequestram, quelam os radicais
livres, como também regulam enzimas de reparo de DNA e de fatores pds-transcricionais. A
vitamina C é um co-fator para a alfa-cetoglutarato dioxigenase, importante para a formacéao do
colageno e do fator transcricional que regula genes envolvidos no crescimento de tumores e na
apoptose (GODIC et al., 2014; TRABER; STEVENS, 2011).

Grande parte dos pacientes em quimioterapia faz suplementacdo com vitaminas,
especialmente com vitamina C, o que pode ocasionar efeitos antagdnicos aos antineoplasicos e
neutralizar alguns carcindgenos (SUBRAMANI et al., 2014; CHAMBIAL et al., 2013).
Estudos in vitro de células humanas MCF-7 em exposicdo ao acido ascérbico causam atenuagdo
do antineoplasico podendo afetar a resposta terapéutica (SUBRAMANI et al., 2014). Também
existem relatos de que altas doses de AA aumentam a apoptose em células de Sarcoma 180 em
camundongos, em co-tratamento com paclitaxel, melhorando os efeitos do antineoplasico
(PARK et al., 2012).

Varias linhagens celulares e outros tipos de modelos tém sido bem utilizados e sdo
similarmente adaptaveis em relacdo a genética funcional de estudos in vivo (TAYLOR et al.,
2011; FRAPOLLI et al., 2010). Muitos métodos tém sido utilizados em estudos, dentre eles, o
teste de micronlcleos com blogueio de citocinese (CBMN), que ndo mede apenas danos
cromossémicos (microndcleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos celulares), mas também
outros eventos celulares como a apoptose e a necrose (PRADEEP, 2014; MCHUGH et al.,
2013; FENECH, 2002).

Existem inimeras controvérsias sobre o papel antioxidante/pro-oxidante do AA, e sobre
0 uso de antioxidantes durante a quimioterapia, no periodo da meia-vida dos antineoplasicos.
Assim, o presente estudo busca contribuir para o entendimento da associacao de antineoplasicos
com o acido ascorbico frente aos danos citogenéticos em modelo de Sarcoma 180, como
também a anéalise destes danos em linfocitos de camundongos com aplicacdo de teste de

micronucleos com blogueio de citocinese.
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5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Preparo das substancias

Os antineoplésicos CPA e DOX foram preparados por meio de diluicdo com solugéo
salina 0.9% estéril até a concentracdo final de 20 mg/mL e 2 mg/mL, respectivamente. Estas
concentracdes para ambos os antineoplasicos foram escolhidas conforme Feredman e Partridge
(2011). A associacdo de ambos os antineoplasicos foram preparadas da mesma maneira,
mantendo-se as mesmas concentragdes da forma isolada, como no esquema AC. O AA foi
solubilizado em tampdo fosfato 50 mM até a concentracdo final de 2 umol. Esta concentracao
foi previamente determinada devido ao fato de que concentrac6es acima de 40-80 umol podem
ter efeito pro-oxidantes, considerando que o0s antioxidantes devem agir em baixas

concentragOes, como relatado por Halliwell (2006).

5.2.2 Cultivo in vivo de Sarcoma 180

Os experimentos de manutencao do tumor sarcoma 180 em camundongos Mus musculus
foram previamente aprovados pelo comité de ética em experimentacdo animal da UFPI, sobre
0 numero 081/14. As células tumorais do Sarcoma 180 foram mantidas em camundongos
através de passagens intraperitoneais semanais. O liquido ascitico, com células de Sarcoma 180
germinadas por 7 a 9 dias, foi aspirado da cavidade intraperitoneal em condicGes asépticas e
centrifugado (500 g, 5 min, 4° C) para obtencdo do pellet celular. A concentracdo celular para
a cultura em RPMI foi ajustada a 0.5 x 10° células/mL (FERREIRA et al., 2011).

5.2.3 Viabilidade celular por meio do teste de excluséo por azul de Tripan

A viabilidade celular foi analisada com a aplicacdo do teste de excluséo por azul de
Tripan de acordo com Renzi et al. (1993). Ap0s 72 horas de tratamento com 0s antineoplasico,
bem como as células sem tratamento foram usadas para a aplicacéo da técnica, onde 90 pL da
suspensdo de células foram retirados das culturas e acrescidos de 10 pL do azul de Tripan aos
diferentes grupos de tratamento: CPA, DOX e AC. As células ndo viaveis foram contadas por
sua coloracdo azulada, sendo consideradas como células mortas. Em oposicdo, as células
viaveis ndo apresentam esta coloracdo devido as suas capacidades de expulsarem o azul de
Tripan. As diferenciagOes celulares foram observadas em microscopia optica com o aumento

de 40X, com o auxilio da camara de Neubauer.
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5.2.4 Célculos da modulacdo do AA frente aos danos citogenéticos dos antineoplasicos em

Sarcoma 180

Os valores do percentual de modulagdo do AA nos danos citogenéticos induzidos pelos
antineoplésicos ciclofosfamida e doxorrubicina, bem como associados no protocolo AC foram

calculados de acordo com a seguinte formula:

A—B+AA

%M = A

onde, “A” representa os valores dos danos citogenéticos induzidos pelos antineoplésicos, e
“B+AA” representa os valores dos danos citogenéticos induzidos pelos antineoplasicos

associados ao acido ascorbico.

5.2.5 Avaliacdo de danos citogenéticos induzidos pelos antineoplasicos CPA, DOX e AC em

sangue periférico de camundongos em exposi¢do ex vivo

Foram utilizados para os experimentos 40 Camundongos (Mus musculus) da linhagem
Swiss, albinos, machos e fémeas, pesando entre 25 a 30 g, com aproximadamente 2 meses de
idade, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias - CCA da Universidade
Federal do Piaui (UFPI). Os animais foram mantidos sob condi¢cGes monitoradas de temperatura
equivalente a 22 £ 1 °C, com livre acesso a racéo tipo pellets (Purina®) e dgua, mantidos em
ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de 6h as 18h. Todos os experimentos propostos
foram previamente submetidos & avaliacio do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Piaui (081/14).

Os animais foram divididos em 4 grupos (n=10/grupo, igual proporc¢éo de géneros): um
grupo controle negativo, onde o sangue periférico ndo teve exposi¢do “eX VIVv0” aos
antineoplasicos (ndo recebeu tratamento); um grupo tratado com sangue periférico exposto “ex
vivo” a ciclofosfamida (20 mg/kg); um grupo tratado, onde o sangue periférico foi exposto “ex
vivo” a doxorrubicina (2 mg/kg); e um quarto grupo tratado, onde o sangue periférico foi
exposto “ex vivo” ao AC (CPA e DOX 20/2 mg/kg). ApOs os testes, os animais foram

eutanasiados pela administracdo de Pentobarbital Sodico (150 mg/kg).
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5.2.6 Teste de micronucleos com bloqueio de citocinese

O CBMN foi realizado de acordo com Fenech (2007), com adaptagdes. Em frascos de
cultura contendo 2 mL de meio RPMI suplementados com soro bovino fetal (20%), antibioticos
(Sigma, St. Louis, MO) e fitohemaglutinina A (Gibco, Grand Island, NY) foram adicionados
20 pL de suspensdo celular de Sarcoma 180 (0.5 x 10%/mL). Em cada frasco de cultura foram
adicionados 10 pL das solugdes contendo antineoplasicos ciclofosfamida na concentracéo final
de 20 mg/mL (CPA) e doxorrubicina na concentracao final de 2 mg/mL (DOX) separadamente,
bem como a associacdo de ambos (AC) mantendo-se as mesmas concentragdes. Além disso,
foram adicionados 10 uL de &cido ascorbico na concentracao final de 2 umol (AA) para o co-
tratamento. As células foram incubadas por 44h a 37° £ 1°C. Em seguida, foram adicionados
as culturas 6 pg/mL de Citocalasina B (Sigma, St. Louis, MO), retornando os frascos a
incubagdo por mais 28h. Ao final de 72h, as culturas foram transferidas para tubos falcon e
centrifugadas a 800 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e o pellet
celular foi levemente agitado, sendo centrifugados novamente apos a adi¢ao de 5 mL de fixador
(metanol:acido acético 5:1) e 3 gotas de formaldeido aos tubos. O procedimento foi repetido
por 2 vezes utilizando fixador 3:1 e sem o formaldeido. Ao final, o sobrenadante foi descartado
e 2 a 4 gotas da suspensdo celular foram gotejados sobre 1aminas, as quais foram coradas com
solucdo de Giemsa 5% por 7 minutos. As laminas previamente codificadas foram analisadas
em teste cego, por meio de microscépio 6ptico, com aumento de 1000X, considerando os danos

citogenéticos presentes em 1000 células por 1dmina em duplicata.

5.2.7 Par@metros que foram considerados na analise

a) Numero de células binucleadas analisadas;

b) Distribui¢do de células binucleadas com 0, 1, 2, 3 ou mais MNs em pelo menos 1000
celulas binucleadas;

c) Numero total de microndcleos em binucleadas;

d) Frequéncia de MN/1000 células binucleadas;

e) Frequéncia de células binucleadas micronucleadas/1000 células binucleadas.

Durante a analise do material foram avaliadas as células que apresentavam as seguintes
caracteristicas:
a) Nducleos intactos, com tamanhos aproximadamente iguais, mesmo padrdo de

coloracdo e dentro do limite citoplasmatico;
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b) Membrana celular intacta e célula claramente distinguivel das células adjacentes.

Para a andlise da frequéncia de micronucleos, ndo foram incluidas na amostra células
com um ou mais nucleos, as células necroticas e aquelas em apoptose, segundo Fenech et al.
(2011).

5.2.8 Caracteristicas das células apoptdticas e necroticas

As células apoptoticas foram avaliadas pela cromatina condensada com preservagdo dos
contornos nucleares e citoplasmaticos (células em inicio de apoptose) ou pequenos fragmentos
nucleares dentro de um citoplasma intacto (células em apoptose avancadas). Para ambas, a
intensidade de coloragdo do nucleo, fragmentos nucleares e citoplasma é maior que em células
viaveis. As células necréticas foram avaliadas pelo citoplasma descorado (opaco) e com
inimeros vacuolos, membrana celular danificada e nucleo razoavelmente intacto (células em
inicio de processo necrético) ou perda de citoplasma, membrana nuclear danificada e irregular
com o nucleo parcialmente intacto (células em necrose avancada). A intensidade de coloracao
de ambas as células € menor que a das células viaveis (FENECH, 2000).

O IDNC (indice de divisdo nuclear considerando a citotoxicidade) reflete a sensibilidade
celular ao tratamento com os agentes testados, visto que inclui as células necroticas e
apoptoticas no numero total de células analisadas. Sendo assim, calculo do IDNC foi realizado

por meio da seguinte formula:

[Apop+Necr+M1+2 (M2)+3 (M3)+4 (M4)]
NT

IDNC =

onde, “Apop” representa o nimero de células apoptoticas; “Necr” representa o nimero de
células necroéticas; “M1” a “M4” representa 0 numero de celulas viaveis com 1 a 4 nucleos; e
“NT” representa o nimero total de células analisadas (incluindo viaveis e ndo viaveis).

A apoptose € considerada como um processo dependente de energia cuidadosamente
regulado, caracterizado por caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas especificas em que a

ativacdo de caspases desempenham papel central (ELMORE, 2007). A necrose difere da
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apoptose por representar um fenémeno degenerativo irreversivel, causado por um agressao

intensa, resultando em degradacéo progressiva das estruturas celulares (KRYSKO et al., 2008).

5.2.9 Caractetristicas dos micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos nucleares

Os micronucleos (MN) sdo originados, principalmente, a partir de fragmentos de
cromossomos acéntricos, fragmentos de cromatides acéntricas ou mesmo cromossomaos inteiros
que ndo conseguem ser incluidos nos nucleos das células filhas na conclusao da tel6fase durante
a mitose (FENECH et al.,, 2011). Os MN foram analisados considerando 0s seguintes
parametros: (1) morfologia idéntica a dos nucleos principais; (2) diametro entre 1/16 até, no
méaximo, 1/3 dos ndcleos principais; (3) mesma coloracdo dos nucleos, embora possam
apresentar coloragdo mais intensa; (4) ndo apresentar refringéncias; (5) ndo estar ligado ou
conectado a um dos ndcleos principais; (6) ndo pode estar sobreposto a um dos nucleos
principais.

As pontes sdo ligagdes continuas entre os nucleos, cuja largura, embora variavel, ndo
ultrapassa ¥4 do diametro dos nucleos e possui mesma coloragdo dos nucleos. Raramente é
observada mais de uma ponte por células binucleadas. Células binucleadas com PNP (pontes
nucleoplasmaticas) frequentemente apresentam um ou mais MN (FENECH, 2000). Pontes s&o
biomarcadores de instabilidade gendmica que se expressam como liga¢fes continuas entre 0s
nucleos das células binucleadas, podendo ser ainda considerado como rearranjo cromossémico
envolvendo mais de um centromero (FENECH et al., 2011).

Os brotos podem representar DNA amplificado eliminado do nucleo por um processo
ativo, durante a fase S do ciclo celular (COLUZZI et al., 2014). Os brotos foram considerados
por meio das seguintes caracteristicas: (1) mesma coloracdo do ndcleo principal; (2) ndo pode
ser do mesmo diametro do nucleo principal; (3) ndo apresentar refringéncia; (4) pode ser

observado em células que contenham micronucleos.

5.2.10 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por Analise de Variancia (ANOVA) e pelo teste de
Newman-Keuls como post hoc teste por meio do programa GraphPad Prism versdo 6.00 para
Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, Copyright ©. O mesmo programa
(GraphPad Prism®©) foi utilizado para confeccdo dos graficos dos resultados obtidos neste

estudo.
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5.3 Resultados

5.3.1 Estudo da viabilidade celular em linhagens de células tumorais de Sarcoma 180 por

meio do teste de excluséo por azul de Tripan

A viabilidade celular de Sarcoma 180 foi analisada apds 72 horas de exposi¢do ex vivo
aos antineoplasicos CPA, DOX e AC. Para tanto, foi aplicada a técnica de excluséo por azul de
Tripan. O tratamento de células de Sarcoma 180 com a ciclofosfamida reduz significativamente
(P<0.0001) a viabilidade celular em relagéo ao dano basal (controle negativo).

Entretanto, este evento foi significativamente (P<0.0001) modulado com o co-
tratamento com o AA (Figura 1). Similarmente, a DOX também reduz (P<0.0001) a
viabilidade celular, mas o0 AA ndo modulou estes efeitos (Figura 1). Em relagdo ao tratamento
AC, os resultados foram concordantes com os da CPA, onde o AC também inibiu (P<0.0001)
a viabilidade celular em relagdo ao nivel basal, mas o0 AA também modulou (P<0.0001) estes

efeitos (Figura 1). Os dados para células ndo viaveis ndo foram significantes (P>0.05).

Figura 1. Efeitos dos antineoplasicos CPA, DOX e AC na viabilidade de células de Sarcoma
180 avaliada por meio do teste de exclusdo por azul de Tripan.
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Legenda: Os dados correspondem a Média + Desvio padrdo de experimentos independentes
(n=2). CN: controle negativo; CPA: ciclofosfamida (20 mg/mL); DOX: doxorrubicina (2
mg/mL); AC: doxorrubicina (2 mg/mL) + ciclofosfamida (20 mg/mL); AA: acido ascorbico
(2 umol). " P<0.0001 em relago ao controle negativo; ~® P<0.0001 em relagdo a CPA; ¢
P<0.0001 em relagéo ao AC.
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5.3.2 Avaliacdo de danos citogenéticos da CPA, DOX e AC em culturas de células tumorais

(Sarcoma 180), e dos efeitos do AA em co-tratamento com os antineoplasicos

A CPA induziu, significativamente (P<0.0001), apoptose em culturas de células de
Sarcoma 180, em relacdo ao nivel basal (controle negativo). No entanto, o AA em co-
tratamento CPA + AA reduziu, significativamente (P<0.001), a apoptose induzida pelo
tratamento das células com CPA (Tabela 1).

De forma similar, a CPA induz significantes (P<0.0001) aumentos de necrose em
células de Sarcoma 180, em relagdo ao dano basal. Entretanto, o AA (2 umol) apresenta efeitos
modulatorios na necrose induzida pela CPA. Em relacdo a outros danos citogenéticos, tais como
micronucleos, brotos e pontes, a CPA induz significativamente (P<0.05) a formacdo de
micronucleos e de pontes, em Sarcoma 180, mas a associa¢do com &cido ascorbico modula de
forma significativa (P<0.001) os efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos da CPA, mas nédo

modula a inducdo de pontes. A CPA nao induz a formacéo de brotos (Tabela 1).

Tabela 1. Danos citogenéticos induzidos pelos antineoplasicos ciclofosfamida, doxorrubicina
e de sua associacdo, bem como a modulacdo do AA em células tumorais de Sarcoma 180 por
meio do teste de micronucleos com blogueio de citocinese.

Alterac0es citogenéticas

Tratamentos® Apoptose Necrose  Micronudcleos Brotos Pontes
Dano basal 47577 395+35  050+0.7 55+3.3 25+0.7
CPA 2945+ 17.6* 1150+2.8° 85+2.1% 215+77  10.5+0.7%
CPA + AA 76.0+84> 775+35°  25+0.7° 260+ 1.4 5.00 +2.8
DOX 2795+28.9% 935+35° 185+49%  155+35 8.5+35
DOX + AA 80.0+2.8° 56.0+42° 14521 135+ 4.9 10.5+0.7
AC 568.5+34.6" 85.0+7.0° 200+1.4*  21.0+4.2 6.5+2.1
AC + AA 297.0+137.29 58.0+4.2¢ 125+22%  175+75 6.00 + 4.2

£ Os dados correspondem a Média = D.P de duas laminas, sendo avaliadas 1000 células por laminas. CPA:
ciclofosfamida (20 mg/mL); DOX: doxorrubicina (2 mg/mL); AC: doxorrubicina (2 mg/mL) + ciclofosfamida (20
mg/mL); AA: &cido ascorbico (2 pmol). ANOVA-one-way e pos-teste de Newman-keuls. # P<0.0001 comparado
ao Dano basal (controle negativo). ** P<0.05 comparado ao Dano basal (Sem tratamento). ® P<0.001 comparado a
CPA. ¢ P<0.001 comparado & DOX; ¢ P<0.001 comparado ao AC; #*@ P<0.05 comparado ao AC.

A DOX, aexemplo da CPA, também induz, significativamente (P<0.0001), os niveis de
apoptose e de necrose, mas estes danos citogenéticos foram modulados pelo AA. Este
antineoplasico também néo induz brotos e nem pontes (P>0.05), mas induz mutagenicidade

pelo significante (P<0.05) aumento da frequéncia de micronucleos. Cabe enfatizar que os dados
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para o co-tratemento com DOX + AA apontam que o AA modula os efeitos clastogénicos e/ou
aneugénicos da DOX (Tabela 1).

A associacdo da CPA com a DOX, como ocorre no esquema AC, induz,
significantemente (P<0.05 e P<0.0001), apoptoses e necroses em células de Sarcoma 180. No
entanto, estes efeitos séo significantemente (P<0.05) modulados pelo AA. Em relacdo aos
significantes efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos da associacdo AC, os dados foram
significantes para a formacéo de microndcleos, que foram modulados pelo co-tratamento com
AA. De forma similar aos dados da DOX relativos aos danos citogenéticos, 0 AC néo induziu
pontes e brotos (dados ndo significantes) (Tabela 1).

5.3.3 Modulacéo (%) de danos citogenéticos da CPA, DOX e do AC pelo &cido ascérbico, em
culturas de células tumorais (Sarcoma 180)

Os dados apresentados, na Tabela 1, sobre os efeitos modulatérios do AA frente aos
danos citogenéticos dos antineoplasicos CPA, DOX e AC foram plotados em percentuais de
modulacdo (%M) para as alteracdes citogenéticas do tipo apoptose, necrose, micronucleos e

pontes. O calculo do % de modulacéo foi realizado pela formula:

y x100

%M =

onde, %M (percentual de modulacdo do AA); A (Alteracbes citogenéticas induzidas pelo
antineoplasico); B (Alteracdes citogenéticas do co-tratamento com AA).

O é&cido ascdrbico modula, significantemente, as apoptoses induzidas pela CPA, com
médias de 74% (74,13 + 0.85) de modulacdo (Figura 2A); entretanto, ocorre cerca de 32% (32
+ 0.81) de modulagéo para necroses (Figura 2B), indicando uma melhor performance para a
modulagéo de apoptoses.

De forma similar, o AA modula, significantemente, os efeitos aneugénicos e
clastogénicos induzidos pela CPA, em células tumorais de Sarcoma 180, com 70% (70,25 +
4,71) de inibigdo dos microndcleos (Figura 2C). Cabe relatar que as pontes induzidas pela CPA

ndo foram moduladas pelo AA.
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Figura 2. Percentuais dos efeitos do acido ascérbico na modulacdo dos danos citogenéticos
induzidos pela ciclofosfamida em culturas de células tumorais de Sarcoma 180.
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Legenda: CPA: Ciclofosfamida (20 mg/mL); AA: Acido Ascorbico (2 pmol).

As apoptoses, induzidas pela DOX, foram significantemente moduladas pelo AA, com
mais de 70% (70,25 + 1,25), de forma similar a CPA (Figura 3A). Assim como o observado
para CPA, o percentual de modulacdo do AA em relacdo as necroses foi menor (40%, 39,75 +
1,25) (Figura 3B). A mutagenicidade (aumento de micronucleos induzidos pela DOX) foi
significantemente modulada pelo AA (21%, 21,13 + 4.2) (Figura 3C).
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Figura 3. Percentuais dos efeitos do &cido ascérbico na modulacdo dos danos citogenéticos
induzidos pela doxorrubicina em culturas de células tumorais de Sarcoma 180.
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Legenda: DOX: doxorrubicina (2 mg/mL); AA: &cido ascorbico (2 umol).

Como observado na Tabela 1, os percentuais de modulacdo dos efeitos citogenéticos
induzidos pelo AC foram menores em relacdo aos observados para CPA e DOX. Entretanto, o
AA modulou cerca de 60% (52,2 +7,54) para os danos apoptoticos (Figura 4A), e de 31% (31,9
+ 1.25) para as necroses (Figura 4B). Os microntcleos foram modulados pelo AA em 42%
(39,2 £ 4.27) (Figura 4C). Apesar das pontes induzidas pela CPA, em todos os tratamentos nao
foram observados efeitos do AA sobre as alteragdes citogenéticas do tipo brotos e pontes
(Tabela 1).
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Figura 4. Percentuais dos efeitos do acido ascérbico na modulacdo dos danos citogenéticos
induzidos pelo AC, em culturas de células tumorais de Sarcoma 180.
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Legenda: AC: doxorrubicina (2 mg/mL) + ciclofosfamida (20 mg/mL); AA: acido ascérbico
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A avaliacdo da toxicidade geral dos antineoplasicos CPA, DOX e AC, bem como 0s
efeitos do AA neste parametro, foi avaliada por meio do calculo do IDMC (indice de divisio
nuclear considerando a citotoxicidade). A proporcao de apoptoses e de necroses reflete a
sensibilidade celular ao tratamento dos antineoplésicos testados. A CPA, DOX e AC
apresentaram toxicidade, com significancia em relagdo aos danos basais (Sarcoma sem
tratamento) (Figura 5). Entretanto, o co-tratamento com o AA modulou a

toxicidade/citotoxicidade induzidas pelos antineoplasicos.

Figura 5. Analise da toxicidade dos antineoplasicos CPA, DOX e AC em Sarcoma 180.
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Legenda: Os dados correspondem a Média + D.P de duas Iaminas, sendo avaliadas 1000
células por lamina. CPA: ciclofosfamida (20 mg/mL); DOX: doxorrubicina (2 mg/mL); AC:
doxorrubicina (2 mg/mL) + ciclofosfamida (20 mg/mL); AA: &cido ascorbico (2 pmol).
ANOVA-one-way e pos-teste de Newman-keuls.  P<0.0001 comparado ao Dano basal
(controle negativo). ® P<0.001 comparado aos antineoplésicos.

Por meio do teste de microndcleos com bloqueio de citocinese (CBMN) foi detectado a
presenca de células em apoptose, necrose, também alteracdes nucleares, como brotos e pontes
nucleoplasmaticas. Foram seguidos todos os critérios de identificacdo estabelecidos por Fenech
et al. (2011). O teste de micronucleos descrito por este &€ muito utilizado na monitoracdo de
compostos genotdxicos e se revelou bastante eficaz como marcador de danos cromossémicos.
Como observado no perfil fotomicrografico, a CPA, DOX e AC induziram danos citogenéticos
do tipo apoptose, necrose, brotos e micronudcleos (indicados pelas siglas e setas). O perfil
fotomicrografico do co-tratamento dos antineoplasicos com AA mostrou alteragdes nas

frequéncias desses danos citogenéticos (Figura 6).
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5.3.4 Avaliagdo de danos citogenéticos da CPA, DOX e AC em células ndo tumorais de sangue

periférico expostas ex vivo aos antineoplasicos

A avaliacdo dos niveis de apoptose em células ndo tumorais foi realizada com a
aplicacdo do teste de micronucleos com bloqueio de citocinese ex vivo em células de sangue
periférico de camundongos. Ambos antineoplasicos, ciclofosfamida e doxorrubicina, induziram
apoptoses de forma significante, tanto de forma isolada, como associados (Figura 7A). Os
dados apontam que estes antineoplasicos também induzem danos em culturas de células ndo
tumorais.

De forma similar ao observado em relacdo a apoptose, o0s antineoplasicos em estudo
induziram necrose em linfécitos de sangue periférico de forma significante (P<0.001) (Figura
7B). Em relacéo a indugdo de pontes, como observado em células tumorais de Sarcoma 180,
durante a exposicao ex vivo de sangue periférico de camundongos, também foram observados
danos significativos (P<0.05) para pontes em AC.

A ciclofosfamida e a doxorrubicina, bem como o esquema AC usados na quimioterapia
do cancer induzem aberracdes cromossdmicas do tipo pontes, observadas em células ndo
neoplésicas (Figura 7C), mas ndo observadas em culturas de células tumorais do tipo Sarcoma
180, exceto para a CPA, que induziu pontes de forma significativa (Tabela 1). Ndo foram

observados brotos em linfocitos induzidos pelos antineoplasicos (P>0.05).
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Figura 6. Perfil fotomicrogréfico das células de Sarcoma 180 expostas aos antineoplasicos e ao acido ascorbico. Nos dois primeiros quadrantes CN, seguido de CPA,
DOX, e por AC.
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Legenda: CN: controle negativo; CPA: ciclofosfamida 20 mg/mL; DOX: doxorrubicina 2 mg/mL; AC: ciclofosfamida + doxorrubicina (20:2 mg/mL); AA: acido
ascorbico 2 umol; AP: apoptose; NC: necrose; MN: micronucleo; BT: broto; PT: Ponte. Coloracdo por Giemsa 5%, aumento de 1000X.




95

Figura 7. Danos citogenéticos induzidos pela CPA, DOX e AC em linfocitos de sangue
periférico de camundongos expostos ex vivo aos antineoplasicos.
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Legenda: CN: controle negativo; CPA: Ciclofosfamida (20 mg/kg); DOX: Doxorrubicina (2
mg/kg); AC: Doxorrubicina (2 mg/kg) + Ciclofosfamida (20 mg/kg). ANOVA-one-way e
pos-teste de Newman-keuls. *P<0,05, **P<0.001, ***P<0.0001 em relacéo ao controle

negativo.
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5.4 Discussao

Embora os beneficios dos antioxidantes, a exemplo da vitamina C (&cido ascorbico), ja
sejam bem descritos na prevencgdo do cancer, ainda existem duvidas sobre suas interferéncias
na quimioterapia, pois eles captam o radical superoxido, e, consequentemente, esgotam o
fornecimento de peroxido de hidrogénio intracelular, o que agrava o cancer. Mas, por outro
lado, eliminam os radicais hidroxilas. Assim, o uso de antioxidantes podem diminuir os efeitos
da quimioterapia ou radioterapia, devido a eliminacéo dos radicais livres, ja que a radiacdo e a
maioria das drogas antineoplésicas atuam justamente na producdo de radicais livres para
combater as células cancerosas (ABDOLLAHI; SHETAB-BOUSHEHRI, 2012).

O modo de acdo de drogas antitumorais € essencial para o desenvolvimento de novas
drogas. Acredita-se que a atividade antitumoral é mediada pela capacidade de certas drogas
induzirem danos ao DNA e desencadearem a apoptose. A selecdo de quimioterapicos é baseada
na citotoxicidade especifica para o tipo de célula tumoral e relativamente baixa toxicidade para
células e tecidos normais. Entretanto, a toxicidade para células normais possui uma maior
alteracdo clinica, principalmente quando células malignas adquirem resisténcia a quimioterapia,
a qual resulta de fatores como variacdo individual, heterogeneidade genética no tumor e
evolugéo tumoral (LEE; RAFFAGHELLO; LONGO, 2012).

A apoptose é um processo de respostas a varios estresses celulares, dentre eles danos ao
DNA, sendo considerada como uma das bases para a resposta terapéutica (NOWSHEEN;
YANG, 2012). Em nossos estudos, a CPA induz apoptose em Sarcoma 180 (Tabela 1, Figura
2) e em linfdcitos de sangue periférico de camundongos (Figura 7). Estes dados apontam acéo
da CPA em células neoplasicas e em células ndo neoplasicas. As espécies reativas de oxigénio
exercem papel central nos mecanismos redox envolvidos na sinalizacao e controle da apoptose
no citosol e nas mitocondrias que liberam o citocromo ¢, que séo eventos iniciais da apoptose.
As enzimas antioxidantes, a exemplo da S-Glutationa, exercem papel no sitio catalitico das
cisteinas que podem ativar e inativar as caspases no controle da apoptose (CIRCU; AW, 2010).

Um dos principais objetivos das terapias para o cancer € matar as células cancerosas. As
varias formas de morte celular, incluindo apoptose e necrose podem levar a morte destes tipos
de células. Mesmo com a grande variabilidade do céncer, estudos apontam que a resisténcia a
apoptose é uma das caracteristicas mais marcantes de boa parte dos tumores malignos. Os
medicamentos utilizados na quimioterapia resultam em danos ao DNA e resposta ao estresse,
podendo acarretar a morte apoptotica, em algumas células cancerosas. A CPA é um importante

antineoplasico utilizado no tratamento do cancer, pois induz elevado nimero de apoptoses (DAI



97

et al., 2013; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007), que pode ser relacionado a acéo de
espeécies reativas de oxigénio (FARSHID, TAMADDONFARD, RANJBAR, 2013).

Entretanto, os antioxidantes protegem a pele contra o cancer pois sequestram e quelam
os radicais livres, como também regulam enzimas de reparo de DNA e de fatores pos-
transcricionais (GODIC et al.,, 2014). Altos niveis de dietas com antioxidantes e/ou
suplementacdo pode interferir na acdo dos agentes quimioterapicos pro-oxidantes (BICHSEL
et al., 2013). A associacdo de co-tratamento do acido ascérbico, na concentracdo de 2 pumol,
com a CPA, bem como no esquema AC ocasionou a modulagéo de apoptoses induzidas pelos
antineoplasicos em cerca de 74% e 47 %, respectivamente (Tabela 1, Figuras 2 e 4).

Heaney et al. (2008) indicaram que a vitamina C atenua os efeitos citotdxicos de agentes
antineoplasicos. O pré-tratamento de duas linhagens celulares derivadas de um paciente com
linfoma folicular e outro com leucemia mielobléstica com a vitamina C levou a uma diminui¢ao
na apoptose dependente da dose com todos os agentes testados. A apoptose foi reduzida entre
37-82%. Esse fato também foi observado no presente estudo, onde a quantidade de apoptose
foi reduzida no co-tratamento da ciclofosfamida com a vitamina C, quando comparadas com o
tratamento apenas com a ciclofosfamida (BICHSEL et al., 2013).

Os resultados encontrados no estudo realizado por Shatzer et al. (2013) também
demonstraram que, em concentracdes farmacoldgicas, o acido ascérbico foi altamente
antagbnico em relacdo ao bortezomibe in vitro para células B positivas para Virus de Epstein-
Barr. O bortezomib é um inibidor do proteossoma 26S e, assim como a ciclofosfamida, ele
mostra atividade antitumoral em uma variedade de doencas malignas (ZHANG et al., 2014).

Estudos in vitro, de células humanas MCF-7 em exposi¢do ao AA, causa atenuacdo do
antineoplasico podendo afetar a resposta terapéutica (SUBRAMANI et al., 2014). Mas, também
existem relatos indicando que a vitamina C pode aumentar a efetividade de quimioterapicos,
que pode reduzir a toxicidade dos antineoplasicos, mas também pode prevenir radicais livres e
neutralizar alguns carcindégenos (CHAMBIAL et al., 2013; LEE et al., 2002). A identificacdo
da variedade de respostas a terapia do cancer requer conhecimento de variaveis incluindo
medicagcdes concomitantes, o que pode alterar 0 metabolismo e a farmacocinética da
quimioterapia. Estudos clinicos apontaram interacbes medicamentosas (HANIGAN et al.,
2011).

Diversos estudos epidemioldgicos que investigaram os efeitos da vitamina C contra o
cancer de mama apontam muitos resultados inconsistentes, mas ha relatos de que a vitamina C
reduz o risco de cancer de mama, devido a sua ac¢do antioxidante para protecdo de danos ao
DNA, por neutralizar os radicais livres e bloquear a iniciacdo da carcinogénese (WANG,
WANG,; YU, 2014).
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A DOX é uma das mais eficientes drogas anticancer, mas seu uso clinico € limitado
pelos seus efeitos adversos, tais como a inducdo de cardiotoxicidade por peroxidacéo lipidica
(JOHNKENNEDY e IFEOMA, 2012). Estes efeitos sdo ocasionados por estresse oxidativo e
minimizados pelo uso de antioxidantes (CHENNURU; SALEEM, 2013). Cabe também relatar
que a DOX induziu significante aumento de apoptose em células de Sarcoma 180 (Tabela 1),
bem como em linfocitos de camundongos (Figura 7). Entretanto, este dano citogenético foi
também modulado pelo acido ascorbico em 40 % (Figura 3).

Existem relatos sobre os efeitos dos antioxidantes tais como vitamina C, tocoferol e
carotenoides que podem inibir os efeitos de uma variedade de drogas citostaticas (5-
fluorouracil, doxorrubicina e vincristina) em diversas culturas e linhagens celulares (MOSS,
2006; PRASAD; KUMAR, 1999), podendo diminuir os efeitos tdxicos em sistemas celulares
(BLOCK, KOCH, 2007).

Como relatado anteriormente, o &cido ascorbico modula a indugdo de apoptose pelos
antineoplasicos CPA, DOX, e AC. Entretanto, além de apoptose, os dados apontam que a CPA,
DOX e AC também induzem necrose, que também foram moduladas pelo AA em cerca de 30
a 42% (Tabela 1, Figuras 2, 3 e 4). A quimioterapia é comumente bem tolerada, entretanto
resultados de tratamentos que induzem necrose sdo preditivas para riscos de metastase, e esta
informac&o pode ser Gtil para terapias sistémicas (MACDERMED et al., 2010).

A apoptose induzida pela quimioterapia envolve a ativacdo da via de morte
mitocondrial, que esta firmemente regulada pelo balango entre as proteinas da familia pro e
antiapoptdticas Bcl-2. A ativacdo de proteinas Bcl-2 pré-apoptoticas leva a permeabilizacdo da
mitocondria, e a libertacdo para o citosol de fatores apoptogénicos tais como citocromo c. O
citocromo ¢, em seguida, participa na ativacdo de pro-caspase-9 em caspase-9, a qual, por sua
vez, ativa caspases executoras (BARROS et al., 2013; BROWN; BORUTAITE, 2007).

Diferentes caminhos para morte celular tém sido observados, dentre eles a apoptose
reconhecida pela fragmentacdo nuclear, com ativacdo das caspases e auséncia de processo
inflamatorio, a autofagia caracterizada pela presenca de grandes vacuolos que induz uma
resposta inflamatdria, e a necrose que ndo é controlada, caracterizada por rupturas de
membranas e inducdo de resposta inflamatoria (SUZANNE; STELLER, 2013).

Além dos danos citogenéticos por apoptose e necrose, como observado no perfil
fotomicrogréafico na Figura 6, a CPA, DOX e AC também induzem microndcleos. Entretanto,
0 &cido ascorbico modula apenas em CPA (70 %) e AC (42%). Os micronucleos sdo formados
a partir de todo o cromossomo ou de um fragmento dele e sdo induzidos pelo estresse
genotoxico (SUNG et al., 2013). Também foram observadas outras alteracGes citogenéticas do

tipo ponte, mas que ndao foram moduladas pelo AA (Tabela 1).
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Muitos pacientes em tratamento de cancer usam micronutrientes, suplementos para
minimizar os efeitos colaterais do tratamento. Existem muitas concordancias sobre os efeitos
dos antioxidantes que podem decrescer os efeitos da quimioterapia, mas também aumentam as
evidéncias dos beneficios dos antioxidantes em altas concentragdes, como pro-oxidantes para
os efeitos citotoxicos. Neste contexto, é importante explorar 0 uso de antioxidantes e de outros
micronutrientes suplementares, como estratégia educativa sobre as potencialidades, efeitos
benéficos e negativos (GROBER, 2009).

5.5 Conclusao

Os dados do presente estudo indicam que os antineoplasicos CPA, DOX e AC induzem
apoptose, necrose e outras alteragdes citogenéticas do tipo micronucleos e pontes, em Sarcoma
180 e em linfocitos de sangue periférico de camundongos (exposicdo ex vivo). No entanto,
considerando o periodo de meia-vida dos antineoplésicos, 0 AA (2 umol) modula os danos
citogenéticos observados. Além disso, atua na inibicdo de danos oxidativos, que sdo
importantes para o desenvolvimento de apoptoses e de alteracBes genéticas. Assim, as
interacdes com AA podem interferir nos mecanismos de inducdo de apoptose e alteracdes
genéticas, aspectos que também sdo clinicamente apontados para a eficacia da terapia do cancer.
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Resumo

O uso clinico de antioxidantes durante a quimioterapia ainda vem sendo bastante discutido,
devido a varias controversias do seu potencial de reduzir a eficacia citotoxica de
quimioterapicos tais como a ciclofosfamida e a doxorrubicina, bem como de suas interacdes
farmacocinéticas. O &cido ascArbico possui uma potente atividade de limpeza de radicais livres
no plasma, protegendo as células contra os danos oxidativos causados pelas espécies reativas
de oxigénio. O presente estudo avaliou as atividades oxidantes dos antineoplasicos
ciclofosfamida, doxorrubicina e de suas interacdes no esquema AC, em linhagens de S.
cerevisiae proficiente e mutadas em defesas antioxidantes para as enzimas superdxido
dismutase e catalase, bem como os efeitos do acido ascérbico na modulacao destes danos. Os
antineoplasicos ciclofosfamida, doxorrubicina e suas interagdes, como no esquema AC
induziram significantemente danos oxidativos em todas as linhagens de S. cerevisiae testadas,
guando comparadas com as linhagens sem tratamento. Cabe enfatizar que a ciclofosfamida (20
mg/mL) induziu oxidacdo com significancia em relacdo ao perdxido de hidrogénio, enquanto
para doxorrubicina (2 mg/mL) os efeitos foram contrarios, em todas as linhagens testadas.
Entretanto, o acido ascorbico (2 pmol) em co-tratamento com os antineoplasicos modulou,
significativamente, os danos oxidativos, com percentuais para a maioria das linhagens testadas
acima de 50%, especialmente para a superoxido dismutase selvagem (70% pela ciclofosfamida)
e para o duplo mutante sodlcatlA (62% para doxorrubicina). No entanto, para o duplo mutante
sod1sod2A, os percentuais foram 45% no co-tratemento com a AC. Os resultados apontam que
os danos oxidativos induzidos pelos antineoplasicos em estudo foram modulados pelo acido
ascorbico, interferindo no potencial oxidativo dos antineoplasicos em S. cerevisiae. Assim, 0

acido ascorbico pode minimizar a apoptose necessaria para a acao antitumoral.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; Antineoplasicos; Acido ascérbico; Antioxidante.
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Abstract

The clinical use of antioxidants during chemotherapy is still being widely discussed, due to
various controversies of its potential to reduce the cytotoxic efficacy of chemotherapy and
pharmacokinetic interactions; cyclophosphamide and doxorubicin are two such
chemotherpeutic drugs in this context. Ascorbic acid has potent free radical cleaning activity in
plasma, protective ability of cells against oxidative damage caused by reactive oxygen species.
This study evaluated the oxidizing activity of cyclophosphamide, doxorubicin and their
interactions in Saccharomyces cerevisiae strains to determine the antioxidant defenses by
assaying the enzymes superoxide dismutase and catalase as well as the effects of ascorbic acid
in the modulation of such damages. Antineoplastic agents cyclophosphamide, doxorubicin and
their interactions, and in CA protocol significantly induced oxidative damage in all S. cerevisiae
strains tested, as compared with the vehicle (saline solution). It should be emphasized that
cyclophosphamide (20 mg/mL) induced significant oxidations compared with hydrogen
peroxide, whereas for doxorubicin (2 mg/mL) the effects were contrary, in all strains tested.
However, ascorbic acid (2 pumol) in co-treatment with antineoplastic significantly modulated
oxidative damage to the most strains with percentages above 50%, especially for wild
superoxide dismutase (70% by cyclophosphamide) and double mutant sodlcatlA (62% to
doxorubicin). However, for the double mutant sod1sod2A the percentages were 45% in co-
tratement with AC. The results indicate that oxidative damage induced by antineoplastic in the
study were modulated by ascorbic acid, interfering with the oxidative potential of antineoplastic

in S. cerevisiae. Thus, ascorbic acid can minimize apoptosis required for antitumor activity.

Keywords: Antineoplastic; Antioxidant; Ascorbic acid; Oxidative stress.
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6.1 Introducao

O céancer pode ser definido como uma doenca crénica degenerativa, onde o crescimento
descontrolado de celulas anormais se propaga por tecidos e 6rgaos (MELO et al., 2011; HERR
et al., 2013). A quimioterapia faz parte da maioria dos tratamentos antineoplasicos. Com ela é
possivel curar alguns tumores, também sendo possivel o tratamento precoce de metastases que
ndo foram detectadas. Porém, este tratamento causa varios efeitos colaterais (COLLING;
DUVAL,; SILVEIRA, 2012; RODRIGUES; POLIDORI, 2012).

Muitas classes de agentes antineoplasicos sdo conhecidas por gerar altos niveis de
estresse oxidativo em sistemas bioldgicos, levando a lesdes dos tecidos. Varios estudos ja
relataram estas lesGes provocadas por antineoplasicos em orgdos vitais (PUJARI, 2010). A
ciclofosfamida (CPA) é uma droga amplamente distribuida pelo corpo, inclusive com passagem
pela barreira hematoencefalica. Apresenta biodisponibilidade oral de 75%, com picos
plasméaticos em uma hora e meia-vida de duas a dez horas. Como agente alquilante, age
atravessando a membrana nuclear, ligando-se ao DNA e inibindo a sintese de guanina, citosina
e adenina, ultrapassando a capacidade de reparo, com consequente apoptose (BRESSAN et al.,
2010).

A CPA atua exercendo um efeito citotdxico sobre as células de proliferacdo rapida, por
alquilar grupos nucleofilicos em bases de DNA, especificamente na posi¢do 7 do nitrogénio da
guanina. Este fato leva a ligacdo cruzada de bases de DNA, pareamento de base anormal, ou
quebra de fita de DNA, fazendo com que as células se danifiquem quando submetidas a mitose
(PUJARI, 2010; CHOI et al., 2013). A doxorrubicina (DOX) € um das mais eficientes drogas
anticancer, mas seu uso clinico é limitado pelos seus efeitos adversos, tais como a inducao de
cardiotoxicidade por peroxidacao lipidica (JOHNKENNEDY; IFEOMA, 2012). Esses efeitos
sdo ocasionados por estresse oxidativo e sdo minimizados pelo uso de antioxidantes
(CHENNURU; SALEEM, 2013).

O estresse oxidativo pode ser descrito como um desequilibrio existente entre eliminacao
e geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Estas espécies reativas foram
consideradas exclusivamente prejudiciais para as células. A regulacdo da reducdo-oxidacao
envolvendo espécies reativas de oxigénio é de extrema importancia para a modulacdo de
inimeras funcgdes celulares (AGUIAR et al., 2012). Os radicais livres sdo especies quimicas
gue tém pelo menos um elétron descompartilhado na camada de valéncia, ou seja, sdo atomos
gue possuem reatividade elevada, com um numero impar de elétrons na sua Gltima camada

eletronica. E justamente essa caracteristica do ndo emparelhamento de elétrons que leva a alta
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reatividade destes atomos ou moléculas (OLIVEIRA; SHOFEN, 2010; BOLISETTY; JAIMES,
2013).

A peroxidacao lipidica da membrana é um dos efeitos prejudiciais das espécies reativas
de oxigénio. Para prevenir efeitos danosos as células, 0s organismos aerobicos possuem
mecanismos de defesa antioxidante; estes, incluem sistemas enzimaticos e também n&o
enzimaticos. A atividade das enzimas inclui a superdéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), a
glutationa peroxidase (GPX) e glutationa (GSH), a adi¢éo de acido ascérbico (vitamina C), alfa-
tocoferol (vitamina E), beta-caroteno, a vitamina A, flavonoides e polifendis, auxiliando, assim,
na protecao do organismo contra o estresse oxidativo (ARANGIIZ et al., 2009).

Os antioxidantes sdo conhecidos como um grupo de substancias que em ideais
concentracdes podem atrasar ou inibir os processos oxidativos (VICENTINO; MENEZES,
2007; BOLISETTY; JAIMES, 2013). A vitamina C (&cido ascorbico) € um antioxidante nao
enzimatico, que € encontrado em altas concentracfes no soro e no interior das células. Ela é um
antioxidante necessario para uma variedade de funcGes bioldgicas (FRANKE et al, 2013;
TRABER; STEVENS, 2012). E um micronutriente essencial solivel em agua em seres
humanos e € obtido através da dieta, principalmente a partir de frutos e vegetais. A principal
propriedade que a torna um antioxidante tdo eficiente é o seu baixo potencial de reducéo de
ponto médio que permite a doacdo imediata de um elétron para espécies reativas de oxigénio
(CAR; VISSERS, 2013).

A Saccharomyces cerevisiae, perante o ponto de vista genético e metabolico, € um dos
organismos eucariotos mais utilizados em testes bioldgicos. Varias explicagdes tornam a
levedura S. cerevisiae um modelo de sistema eucariético unicelular para estudos de estresse
oxidativo. Seu metabolismo € similar ao dos eucariotos superiores, com mecanismos
apropriados de ativacdo metabdlica (citocromo P450) e de detoxificacdo, que ndo estdo
presentes em bactérias (GUARIENT; BERTOLIN; COSTA, 2010; COSTA; MORADAS-
FERREIRA, 2001).

Neste contexto, este estudo tem por objetivo avaliar os efeitos oxidantes dos
antineoplasicos CPA, DOX e AC e os efeitos antioxidantes do &cido ascorbico na modulagao
da genotoxicidade da ciclofosfamida, doxorrubicina e de suas interacbes (AC), durante o

periodo de sua meia-vida, por meio do teste do disco central em S. cerevisiae.
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6.2 Materiais e Métodos

6.2.1 Preparo das substancias

Os antineoplésicos ciclofosfamida e doxorrubicina foram preparados por meio de
diluicdo com solucdo salina 0.9% estéril até a concentracdo final de 20 mg/mL e 2 mg/mL,
respectivamente. Estas concentracdes para ambos os antineoplasicos foram escolhidas
conforme Freedman e Partridge (2011). A associa¢do dos antineoplasicos foi preparada da
mesma maneira, mantendo-se as mesmas concentracdes da forma isolada. O Acido Ascorbico
(AA) foi solubilizado em tampdo fosfato 50 mM até a concentracdo final de 2 pumol. Esta
concentracdo foi determinada em virtude do limiar plasmaético para efeitos pré-oxidantes do
AA (aproximadamente 40-80 pmol) e pelo fato de que substancias antioxidantes devem agir
em baixas concentragdes (HALLIWELL, 2006).

6.2.2 Linhagens utilizadas

As linhagens de S. cerevisiae utilizadas no ensaio de atividade oxidante com seus
genotipos relevantes estdo apresentadas no Tabela 1. A linhagem EG118 é defectiva no sistema
enzimatico gue envolve a enzima superdéxido dismutase citoplasmatica (CuZnSOD - produto
do gene SOD1), enquanto a EG110 apresenta mutacdo na SOD mitocondrial (MnSOD - produto
do gene SOD2); EG133 é o duplo mutante, defectivo para SOD1 e SOD2; e EG103 corresponde

a linhagem selvagem, portanto proficiente nestas enzimas.

Tabela 1. Descri¢do das linhagens de S. cerevisiae usadas no estudo.

Descricao Gendtipo Origem
EG103 (SODWT) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+ Edith Gralla, L Angeles
EG118 (Sod1A) sod1::URA3 all other markers as EG103 Edith Gralla, L Angeles
EG110 (Sod2A) s0d2::TRP1 all other markers as EG103 Edith Gralla, L Angeles
EG133 (Sod1ASod24) sod1::URA3 sod2::TRP1 double mutant all other Edith Gralla, L Angeles
markers as EG103
EG223 (CatlA) EG103, except catl:: TRP1 Edith Gralla, L Angeles
EG (Sod1ACatlA) EG103, except sod1:: URA3 and catl:: TRP1 Edith Gralla, L Angeles

Adaptado de Oliveira et al., 2014.
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6.2.3 Teste do disco central em S. cerevisiae

As linhagens foram cultivadas em meio YEL (extrato de levedura 0,5%, 2% de Bacto-
peptona, 2% de glucose) a 28°C em um agitador orbital até atingirem a fase de crescimento
estacionéria, de acordo com Oliveira et al. (2014).

Células em suspensdo foram semeadas a partir do centro para a margem de uma placa
de Petri em um ciclo continuo (Figura 1) para ambos os lados da placa contendo no centro um
disco de papel de filtro estéril, no qual foi adicionado 100uL das concentracfes dos
antineoplasicos, bem como 10 pL de AA 2 umol para o co-tratamento.

Figura 1. Posicionamento das linhagens utilizadas no ensaio com S. cerevisiae.

SODWT
Sod1A
Sod2A
Sod1ASod2A
CatlA
Sod1ACatl1A

=)
KO

(=)
OO WN

Fonte: Autoria propria.

O periodo de exposicdo aos antineoplasicos foi definido com base no periodo de meia
vida dos farmacos no plasma que corresponde a ~7h para ciclofosfamida e ~48h para
Doxorrubicina. Apds 48h de incubacdo em estufa a 30°C, os halos de inibi¢do de crescimento
das linhagens foram mensurados, sendo estes resultados tabelados e submetidos a tratamento
estatistico. A inibicdo do crescimento leveduriforme foi medida em milimetros desde a margem
do disco de papel-filtro para o inicio do crescimento celular. Os valores podem variar de 0 mm
(crescimento completo) a 40 mm (auséncia de crescimento), para o tamanho da placa de Petri).

Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

6.2.4 Avaliacdo do AA na modulacdo de danos oxidativos induzidos pelos antineoplésicos

Os valores do percentual de modulacdo do AA nos danos oxidativos pelos

antineoplasicos, ciclofosfamida e doxorrubicina, bem como associados no esquema AC foram

A-B+AA

calculados de acordo com a seguinte formula: %M = x 100
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onde, “A” representa os valores das inibi¢des de crescimento induzidos pelos antineoplésicos,
e “B+AA” representa os valores das inibi¢cdes de crescimento induzidos pelos antineoplasicos

associados ao AA.

6.2.5 Anélise estatistica

Os resultados foram avaliados por Analise de Variancia (ANOVA) e pelo teste de
Newman-Keuls como post hoc teste por meio do programa GraphPad Prism (versdo 6.00 para
Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, Copyright ©).

6.3 Resultados

6.3.1 Avaliacdo de danos oxidativos induzidos pelos antineoplasicos CPA, DOX e AC e pelo

co-tratamento com AA em Saccharomyces cerevisiae

Na Tabela 2, estdo apresentados os valores de inibicdo dos antineoplasicos
ciclofosfamida e doxorrubicina, de forma isolada e associados ao AA, avaliados pelas medidas
de halos de inibicdo de crescimento (0-40 mm). A CPA e 0 seu co-tratamento com AA
induziram significantes danos oxidativos em todas as linhagens testadas, quando comparados
com a solucdo salina. Entretanto, o AA modulou, significativamente, os danos oxidativos
induzidos pelo antineoplasico. Além disso, os danos oxidativos induzidos pela CPA foram
similares aos induzidos pelo peréxido de hidrogénio. A DOX, em relacdo a salina, induziu
danos oxidativos em todas as linhagens testadas, similarmente ao observado para a CPA, tanto
de forma isolada, como associado ao AA (Tabela 2).

Os dados apresentados na Tabela 2 também apontam que a associacdo da CPA com a
DOX, como é usado no esquema AC, induz significantes danos oxidativos. Cabe enfatizar que
em concordancia com os dados para o tratamento dos antineoplasicos, 0 AA também modula a

oxidacgéo induzida pelo AC, em todas as linhagens testadas.



Tabela 2. Inibicdo de crescimento induzidos por ciclofosfamida, doxorrubicina e AC, e co-tratamento com o &cido ascorbico, em
linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Dados obtidos pela inibi¢do de crescimento em placas (0-40 mm).

Linhagens*
Tratamentos SODWT SodIA Sod2A SodlSod2A CatA SodlCatA
Salina 0.75 £ 0.50 3.00+£0.81 1.00+£0.81 150+1.29 1.25+0.50 250+£1.91
H-0: 20.2 +0.50"" 15.7 +2.877" 17.0+2.70"" 25.2 +3.507" 16.2 +2.217" 15.5+0.57""
AA 1.00+£0.81 250+1.29 1.25+0.50 1.75+£0.95 2.50+1.29 2.75+£0.95
CPA 25.7 +3.30"" 34.7£250™" 37.2+0.95™ 37.0+ 1417 33.2+4,03™ 37.2+0.95™"
CPA+AA 7.50 +1.29""ab 11,5 +2.38"" 15.7 £ 1,707 17.7 £3.30""% 13.2 £ 1,707 16.2 +£ 0.95""a
DOX 8.75+0.95™" 10.7 £ 0.95"" 10.1 +1.417 11.2+2.217" 10.2 +1.25"" 11.5+3.007"
DOX+AA 450 £ 1,29 5.00 +0.817"a¢ 5.10 + 1.80™"¢ 4,00 £1.817% 5.00 + 1.417" 4,25+ 125"
AC 10.1 +0.817" 10.5+1.29"" 11.0+0.81"" 10.5+1.73" 10.1+1.817" 9.25+0.50™"
AC+AA 5.75 + 0.95™"ad 6.25 + 0.95™"ad 7.50 + 1.29™"ad 6.00 + 1.15™"ad 6.75 + 1.25™"ad 5.50 + 1.29""ad

#Os valores correspondem a Média + Desvio padrdo das medidas dos halos de inibico de crescimento das linhagens. AA: Acido Ascorbico (2 mM). CPA:
Ciclofosfamida (20 mg/mL). DOX: Doxorrubicina (2 mg/mL). AC (20 mg:2mg/mL): ciclofosfamida + doxorrubicina. ANOVA-one-way e pds-teste de
Newman-keuls. Valores de significancia para 2 P<0.001 comparado & salina; ? P<0.001 comparado & CPA; ¢ P<0.001 comparado a DOX; ¢ P<0.001

comparado ao AC.
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6.3.2 Percentuais de inibicdo de crescimento de S. cerevisiae pela CPA, DOX e AC em

comparagdo com os danos oxidativos induzidos pelo AA e H20-

Os percentuais de inibicdo de crescimento de S. cerevisiae usados no teste estdo
apresentados na Figura 2. A CPA, em todas as linhagens testadas, induziu danos oxidativos
significantes em relacdo ao AA, como também em relacdo ao peroxido de hidrogénio (Figura
2A). De forma contraria, os danos oxidativos induzidos pela DOX foram menores do que 0s
induzidos pelo peroxido de H>O,. Entretanto seus danos oxidativos foram significantes em
relacdo ao AA, e DOX associada ao AA (Figura 2B). Em relagdo a CPA associada com a DOX
e AA os dados foram similares ao observado com a DOX (Figura 2C), sugerindo que CPA

induz mais danos oxidativos do que a DOX (Figura 3).

6.3.3 Efeitos modulatorios do AA frente aos danos oxidativos induzidos pela CPA, DOX e
AC, em Saccharomyces cerevisiae

A atividade modulatéria do acido ascérbico foi evidenciada por meio de ensaios
bioldgicos semiquantitativos a partir da inibicdo de crescimento de linhagens de S. cerevisiae
proficiente e deficientes no sistema de defesa antioxidante da enzima superdxido dismutase e
catalase (Sodwt, SodIA, Sod2A, SodIA/sod2A, CatA, SodIA/CatA).

O AA modula os efeitos oxidativos dos antineoplasicos CPA, DOX e AC em todas as
linhagens testadas, proficiente e mutadas em defesas antioxidantes para as enzimas superéxido
dismutase e catalase. Para melhor compreender os efeitos modulatérios do AA, os dados
apresentados na Tabela 2 foram plotados em percentuais de modulacdo (%M) do AA diante

dos danos oxidativos induzidos pelos antineoplasicos. O calculo foi feito segundo a
formula: %M =¥x 100 onde, %M (% de modulacdo); A (inibicdo de crescimento

induzidas pelo antineoplasico); B (inibi¢do de crescimento induzidos pelo co-tratamento do

antineoplasico + AA), como descrito nos materiais e métodos.
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Figura 2. Estudo comparativo entre os percentuais de inibicdo de crescimento de linhagens de
S. cerevisiae expostas aos antineoplésicos em relacdo aos danos induzidos pelo perdxido de
hidrogénio e &cido ascorbico.
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Figura 3. Danos oxidativos induzidos pela ciclofosfamida e doxorrubicina em linhagens de

Saccharomyces cerevisiae.
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Legenda: CPA: Ciclofosfamida 20 mg/mL. DOX: Doxorrubicina 2mg/mL. ANOVA-one-
way e pds-teste de Newman-keuls.  P<0.0001 em relacdo a DOX.

O AA modulou os danos oxidativos induzidos pela CPA com percentuais acima de 50%

para a maioria das linhagens testadas, com percentuais de modulacdo acima de 70% (71,0 =
4,32), especialmente para a SODWT ¢ sodlA (66%, 66,7 £ 6,39) (superoxido dismutase

citoplasmatica) (Figura 4).

Figura 4. O &cido ascdrbico na modulacdo dos danos oxidativos induzidos pela ciclofosfamida
em linhagens de Saccharomyces cerevisiae proficiente e mutadas em enzimas superdxido

dismutase e catalase.
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Legenda: CPA: ciclofosfamida 20 mg/mL; AA: &cido ascorbico 2 pumol.
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Em relacdo aos danos oxidativos induzidos pela DOX, o AA modulou estes danos com
percentuais em cerca de 50% (52,7 £ 9,14) para a maioria das linhagens testadas, com valor
acima de 60% (62,5 + 14,83) para o duplo mutante sod1Asod2A, indicando também acéo para

a superoxido dismutase mitocondrial (Figura 5).

Figura 5. O &cido ascérbico na modulagdo dos danos oxidativos induzidos pela doxorrubicina
em linhagens de Saccharomyces cerevisiae proficiente e mutadas em enzimas superéxido
dismutase e catalase.
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Legenda: DOX: doxorrubicina 2 mg/mL; AA: &cido ascérbico 2 pmol.

Os efeitos do AA sobre os danos oxidativos induzidos pelo esquema AC estdo em cerca
de 40% (41,7 + 12,10) para a maioria das linhagens testadas, chegando a 45% (45,5 * 15,8)
para o duplo mutante sod1Asod2A (Figura 6), a exemplo do que foi observado para a DOX.
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Figura 6. O &cido ascorbico na modulacdo dos danos oxidativos induzidos pelo esquema AC
em linhagens de Saccharomyces cerevisiae proficiente e mutadas em enzimas superdxido
dismutase e catalase.
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Legenda: AC: ciclofosfamida 20 mg/mL + doxorrubicina 2 mg/mL; AA: &cido ascorbico 2
pmol.

6.4 Discussao

A S. cerevisiae € um organismo eucarioto amplamente estudado e notavelmente
semelhante as células de mamiferos no que se referem as macromoléculas, organelas e proteinas
com homologia a proteinas humanas, tornando-a uma ferramenta importante nas pesquisas
sobre mutagénese, reparo do DNA e mecanismos que respondem ao estresse oxidativo
(COSTA; FERREIRA, 2001). A avaliacdo da capacidade antioxidante pode ser feita pela
medida da sobrevivéncia de células tratadas com os antioxidantes em presenca e auséncia de
agentes estressores (SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2005), ou mesmo células
defectivas em suas enzimas de defesa antioxidante (sodld, sod24, sodlsod24, catld e
sodlcatl4). Sod14 foi a primeira enzima Sod a ser caracterizada. E um homodimero de cobre
e zinco que se encontra quase que exclusivamente no citoplasma intracelular.

Sod24 é um tetramero que contém manganés em seu sitio ativo, podendo ser encontrada
nas mitocondrias da maioria dos tecidos de animais e leveduras. Ja a enzima catl4 é um
tetrdmero formado por monémeros contendo grupos prostéticos heme no centro catalitico
(ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002; FRIDOVICH, 1998).
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A CPA, DOX e o AC inibem significantemente o crescimento de todas as linhagens de
S. cerevisiae testadas, quando comparados os halos das placas de 0-40 mm (Tabela 2) com
percentuais de inibicdo de crescimento significante em relacdo ao peroxido de hidrogénio, para
a CPA (Figura 2A). Entretanto, esta a¢do foi diferenciada em relacdo a DOX, pois ao contrario,
o0s danos oxidativos do peroxido de hidrogénio foram significantes em relacdo a DOX (Figura
2B), como também em relacdo ao AC (Figura C). Assim, a CPA induziu mais danos oxidativos
em todas as linhagens testadas (Figura 3).

Estudos comprovaram que a ciclofosfamida pode gerar danos ao DNA, proteinas e
lipidios, tendo grande potencial para causar lesdo por estresse oxidativo, pela formacdo de
radicais livres (TRIPATHI; JENA, 2010; LIU et al., 2012). Os ensaios realizados com micro-
organismos sao faceis, rapidos e podem utilizar um grande nimero de células com as mesmas
caracteristicas genéticas. Varias razdes tornaram a levedura S. cerevisiae um dos melhores
modelos de sistema eucaridtico unicelular para estudos de estresse oxidativo (SOARES;
ANDREAZZA; SALVADOR, 2005).

Para determinar os mecanismos que medeiam a citoprotecdo da DOX, as S. cerevisiae
apresentam 71 dele¢des nas linhagens que demonstraram diferentes graus de hipersensibilidade
para a doxorrubicina a uma concentracdo que ndo reduz significativamente a viabilidade das
células de tipo selvagem. Concluindo, assim, que a sensibilidade de linhagens para a
doxorrubicina é devido a delecdo de genes (XIA et al., 2007).

A toxicidade da DOX envolve a geracdo de espécies reativas de oxigénio que causam
danos as mitocéndrias e geralmente leva a apoptose. Esta droga confere susceptibilidade a
formacao de radicais livres, além de promover diminuicdo nos antioxidantes intracelulares, 0s
quais sdo responsaveis pela prevencdo de danos por radicais livres, aumentando, desta forma,
os efeitos toxicos (MINOTT et al., 2004).

A S. cerevisiae também tem sido utilizada para a investigacdo da toxicidade da
cisplatina, incluindo o transporte da droga, o reparo de DNA e 0s genes envolvidos na
resisténcia e sensibilidade as drogas. E sua citotoxicidade em S. cerevisiae foi estabelecida pelo
crescimento e curvas de sobrevivéncia, assim como por marcadores apoptoticos
(HOSTETTER, OSBORN, DEROSE, 2012).

A administracdo do AA em pré-tratamento na quimioterapia com o0s antineoplasicos
doxorrubicina, cisplatina, vincristina em modelos hematopoiéticos de linhagens celulares K562
(leucemia) e RL (linfomas) antagoniza os efeitos dos quimioterapicos, podendo afetar a
terapéutica do cancer, pois a vitamina preserva o potencial de membranas mitocondriais
(HEANEY et al., 2008).
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O AA modulou os danos oxidativos induzidos pela CPA, DOX e AC em todas as
linhagens testadas com significancias para a maioria das linhagens em torno de 50%, chegando
em até mais de 70% para a linhagem proficiente em defesas antioxidantes (Figuras 4, 5 e 6).
Estudos in vitro de células humanas MCF-7 em exposicao ao acido ascérbico causam atenuagdo
do antineoplésico podendo afetar a resposta terapéutica (SUBRAMANI et al., 2014).

Diversos estudos epidemiologicos, que investigaram os efeitos do AA contra o cancer
de mama, apontam muitos resultados inconsistentes, mas os relatos indicam que o AA reduz o
risco de cancer de mama, devido a sua agdo antioxidante para protecdo de danos ao DNA, por
neutralizar os radicais livres e bloquear a iniciacdo da carcinogénese (WANG, WANG e YU,
2014). Os estudos sobre radicais livres e 0 desenvolvimento de novos métodos para avaliacao
de atividade antioxidante tém aumentado consideravelmente nos Gltimos anos (VIDAL et al.,
2010).

O teste com S. cerevisiae foi importante para apontar que os antineopléasicos do esquema
AC e em estudos isolados da CPA e da DOX coadunam sobre as suas inducfes de danos
oxidativos em linhagens proficiente e mutadas em defesas antioxidantes. Cabe enfatizar que a
CPA induz mais danos oxidativos do que o peroxido de hidrogénio, mas com suas interacdes

com a DOX estes danos foram minimizados.

6.5 Conclusao

O é&cido ascorbico modulou os danos oxidativos induzidos pelos antineoplasicos CPA,
DOX e AC com percentuais de modulacdo significativos, indicando o seu potencial
antioxidante frente aos antineoplasicos, podendo interferir em mecanismos de inducéo de danos
oxidativos. Este aspecto deve ser considerado para a acdo dos quimioterapicos, considerando
gue o uso concomitante de AA, em baixas concentragcdes durante a quimioterapia, implica
prognosticos ruins para regressao tumoral, especialmente relacionados a apoptose, que presume

danos oxidativos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando que os antineoplasicos podem induzir danos citogenéticos e oxidativos ao

material genético, por mecanismos de bloqueio de replicacdo, inibicdo de Topoisomerase e

geracdo de espécies reativas de oxigénio, dentre outros que podem ocasionar morte celular

(apoptoses); e que os modelos de Sarcoma 180 e linfdcitos de sangue periférico sdo importantes

para a caracterizacdo de danos citogenéticos e de que linhagens celulares de S. cerevisiae podem

ser usadas para avaliacdo de danos oxidativos, bem como de potenciais antioxidantes, o

presente estudo contribuiu para a identificacdo de danos citogenéticos e oxidativos induzidos

pela CPA, DOX e AC, bem como para a acdo modulatéria do AA, em concentracfes

antioxidantes, apontando os seguintes conhecimentos:

>

Os antineopléasicos CPA, DOX e AC induzem similares danos citogenéticos do
tipo apoptoses, necroses, micronlcleos e pontes, em Sarcoma 180 e em
exposicdo ex vivo em linfécitos de sangue periférico de camundongos,
evidenciados pelo teste de micronucleos com bloqueio de citocinese.

O AA (2 uM) apresenta efeitos modulatorios com significantes percentuais de
inibicdo dos danos citogenéticos da CPA, DOX e AC em Sarcoma 180,
relacionados aos principais mecanismos de regressdo tumoral, a exemplo das
apoptoses, necroses e formacao de microndcleos.

A CPA, DOX e AC induziram danos oxidativos em linhagens de S. cerevisiae
proficientes e mutadas em defesas antioxidantes para as enzimas superoxido
dismutase citoplasmatica, mitocondrial e para o duplo mutante, bem como para
catalase e duplo mutante superéxido dismutase/catalase.

O AA (2 uM) apresenta efeitos antioxidantes, com significantes percentuais de
modulacdo dos danos oxidativos da CPA, DOX e AC em S. cerevisiae,
relacionados as espécies reativas de oxigénios por provaveis mecanismos de
bloqueio, sequestro de radicais livres e/ou de inibigdo de peroxidacdo lipidica.
Os danos citogenéticos foram fortemente (coeficiente de correlagdo = 1) e
significantemente (P<0,001) correlacionados positivamente com o0s danos

oxidativos, em relagdo a apoptose, necrose e micronucleos.

Diante do exposto, a identificacdo da variedade de respostas a terapia do cancer requer

conhecimento de variaveis, incluindo medica¢Ges concomitantes, o que pode alterar o

metabolismo

e a farmacocinética da quimioterapia. Os dados apontaram interacdes

medicamentosas entre 0s quimioterapicos CPA, DOX e AC com a ac¢do antioxidante do AA,
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que reduziu a eficacia dos antineoplasicos, em mecanismos de importancia, especialmente para

a geracdo de radicais livres e apoptose de celulas tumorais.
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