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RESUMO 

 

O Câncer é uma doença caracterizada pela proliferação anormal de células, devido a uma 

série de mutações, com estimativa para 2030 de 21,4 milhões de novos casos e 13,2 milhões 

de mortes. Seu tratamento envolve cirurgia, radioterapia, quimioterapia citotóxica, 

endocrinoterapia dentre outros. O Ácido Ascórbico (AA) tem sido utilizado no tratamento, 

demonstrando que sua suplementação vitamínica na dieta de pacientes oncológicos tem 

apresentado efeitos preventivos quanto ao acometimento de múltiplos tumores. O presente 

estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do Ácido Ascórbico na modulação dos mecanismos 

antitumorais de antineoplásicos em Saccharomyces cerevisiae e Sarcoma 180. Esta 

dissertação foi estruturada em três capítulos. O Capítulo I trata de uma revisão sistemática 

sobre o AA, na prevenção e/ou tratamento do câncer, como antioxidante e/ou pró-oxidante em 

estudos clínicos e não clínicos, entre o período de 2011 a 2015, para o entendimento das 

variações de dose-reposta, bem como dos seus mecanismos de ação como agente antioxidante 

e antitumoral. Foram identificados 78 artigos dos quais apenas 30 artigos apontavam o AA na 

prevenção e/ou tratamento do câncer. Contudo, há controvérsias sobre as doses utilizadas, 

como também necessidade de estudos clínicos caracterizando melhor o seu mecanismo de 

ação. O Capítulo II analisou os efeitos do Ácido Ascórbico no potencial oxidativo e 

genotóxico dos antineoplásicos em estudo em linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Os 

resultados obtidos apontam que o 5-Fluorouracil, Docetaxel, Tamoxifeno e suas associações, 

induziram danos oxidativos significantes (p<0,001), em todas linhagens de S. cerevisiae, 

entretanto, quando associados ao AA, apresentaram modulação significante (p<0,05) nas 

diferentes linhagens, tanto para co- quanto para pós-tratamento. Os antineoplásicos 5-FU, 

DOCE e TAMOX induziram danos genotóxicos (p<0,05) na linhagem SODWT quando 

comparado com o grupo sem tratamento, observado pelo aumento do Índice (ID) e Frequência 

de danos (FD) nessa linhagem. De forma similar, ocorreu nas interações 5-FU+DOCE e 5-

FU+TAMOX. Entretanto, os danos genotóxicos induzidos pelos antineoplásicos e associações 

foram modulados pelo AA (p<0,05) em DOCE, TAMOX, 5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX. 

Esses dados apontam que o AA teve ações antioxidantes e antigenotóxicas frente aos danos 

induzidos pelos antineoplásicos isolados e em associações. E o Capítulo III avaliou os efeitos 

anticitotóxicos, antigenotóxicos e antimutagênicos do ácido ascórbico na modulação de 

efeitos em drogas antineoplásicas em Sarcoma 180. Os dados apontaram que o AA na 

concentração de 50 µM tem efeitos anticitotóxicos, antigenotóxicos e antimutagênicos.  

 

Palavras-chave: Antineoplásicos. Ácido Ascórbico. Saccharomyces cerevisiae. Sarcoma 180. 
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ABSTRACT 

 

Cancer is a disease characterized by abnormal cell proliferation due to a number of mutations, 

it is estimated to 2030 21.4 million new cases and 13.2 million deaths. Its treatment involves 

surgery, radiotherapy, cytotoxic chemotherapy, endocrine therapy among others. Ascorbic 

Acid (AA) has been used in treatment, demonstrating that its vitamin supplementation in diet 

of cancer patients has shown preventive effects regarding the involvement of multiple tumors. 

The present study aimed to evaluate effects of Ascorbic Acid in modulation of antitumor 

mechanisms of antineoplastic agents in Saccharomyces cerevisiae and Sarcoma 180. This 

study was structured in three chapters. Chapter I deals with a systematic review of AA in the 

prevention and/or treatment of cancer as an antioxidant and/or pro-oxidant in clinical and non-

clinical studies between the period 2011 to 2015 for understanding of variations in dose 

response, as well as its mechanisms of action as an antioxidant and antitumor agent. We 

identified 78 articles of which only 30 articles pointed to AA in cancer prevention and / or 

treatment. However, there are controversies about the doses used, as well as the need for 

clinical studies to better characterize its mechanism of action. Chapter II analyzed the effects 

of Ascorbic Acid on the oxidative and genotoxic potential of antineoplastics under study in 

Saccharomyces cerevisiae strains. The results obtained indicate that 5-Fluorouracil, 

Docetaxel, Tamoxifen and its associations induced significant oxidative damage (p<0.001) in 

all S. cerevisiae strains, however, when associated with AA, they presented significant 

modulation (p<0, 05) in the different strains, both for co-treatment and post-treatment. The 5-

FU, DOCE and TAMOX antineoplastic agents induced genotoxic damage (p<0.05) in the 

SODWT line when compared to the untreated group, as observed by the increase Index (ID) 

and Frequency of Damages (FD) in this lineage. Similarly, 5-FU+DOCE and 5-FU+TAMOX 

interactions occurred. However, genotoxic damage induced by antineoplastics and 

associations were modulated by AA (p <0.05) in DOCE, TAMOX, 5-FU + DOCE and 5-FU 

+ TAMOX. These data indicate that AA had antioxidative and antigenotoxic actions against 

damage induced by isolated antineoplastic agents and in associations. And Chapter III 

evaluated the anticytotoxic, antigenotoxic and antimutagenic effects of ascorbic acid on 

modulation of effects of antineoplastic drugs in Sarcoma 180. The data indicated that AA at 

50 μM concentration has anticytotoxic, antigenotoxic and antimutagenic effects.  

 

Key-words: Antineoplastics. Ascorbic Acid. Saccharomyces cerevisiae. Sarcoma 180. 
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 1. INTRODUÇÃO 

 

Os antioxidantes são substâncias, de origem natural ou sintética, que em baixas 

concentrações tem papel de neutralizar efeitos oxidativos e prevenir doenças, classificados em 

três categorias: defesas de primeira linha (superóxido dismutase, catalase, glutaiona redutase e 

minerais como cobre e zinco); segunda linha (glutationa, albumina e vitaminas como C, E, A 

e D); e terceira linha (lipases, proteases, transferases). O estresse oxidativo corresponde ao 

desequilíbrio entre as defesas antioxidantes do organismo e a produção de radicais livres 

(dentre eles espécies reativas de oxigênio - EROs), o qual induz danos ao DNA, promove a 

instabilidade genômica e a proliferação celular, aumentando consequentemente as mutações 

somáticas e transformações neoplásicas, correlacionando-o diretamente com o 

desenvolvimento do câncer (CA) (REUTER et al., 2010; SINDHI et. al., 2013). 

O CA é uma doença caracterizada pela proliferação anormal de células, devido a uma 

série de mutações, as quais afetam oncogenes e genes supressores de tumores (PELTOMAKI, 

2012). De acordo com o Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA, 

2014) em 2012 ocorreram 14,1 milhões de casos de câncer no mundo, com um total de 8,2 

milhões de mortes por esta doença, sendo estimado para 2030 de 21,4 milhões de novos casos 

e 13,2 milhões de mortes. 

O Câncer de Mama (CM) é a segunda neoplasia maligna mais comum, e a quinta 

maior causadora de mortes por câncer no mundo, correspondendo a 10% de todos os tipos 

entre as mulheres. É uma patologia heterogênea que consiste em cerca de 20 subtipos 

morfológicos distintos e até o momento de 4 subtipos baseados na expressão gênica, onde 

cada subtipo está correlacionado com fatores de risco, com impacto no prognóstico da doença. 

Dentre estes fatores se incluem a idade, histórico pessoal e familiar e a alta densidade da 

mama (JANSEN; BACKSTEIN; BROWN, 2014; KAWALEC; LOPUCH; MIKRUT, 2015). 

Outro tipo de CA é o Sarcoma, neoplasia mesenquimal originada de ossos, tecidos 

conjuntivos (músculos, gorduras, nervos, fibras) ou tecidos relacionados, que acomete cerca 

de 200.000 pessoas no mundo por ano e é caracterizado pelo seu alto poder de invasão e 

metástase (TAYLOR et al., 2012). Representado por um grupo de neoplasias múltiplas ao 

invés de um único câncer, apresentando mais de 50 subtipos histológicos distintos, que podem 

ocorrer em qualquer idade ou qualquer parte do corpo (BURNINGHAM et. al. 2012). 

Com relação ao tratamento do CM, vários os tipos de terapias empregadas, dentre elas 

a quimioterapia, em que é comum a associação de fármacos, visando a utilização de menores 

doses e buscando o sinergismo entre esses fármacos, favorecendo um melhor resultado 
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terapêutico (MICHAELS et al., 2016). O Docetaxel é um taxano semi-sintético, que apresenta 

atividade sobre tumores sólidos metastáticos que são resistentes ao tratamento com Paclitaxel, 

e possui como mecanismo de ação antineoplásica a interferência da dinâmica dos 

microtúbulos (MONTERO et al., 2005; QU et al., 2014). 

O 5-Fluorouracil é um quimioterápico anti-metabólico que quando associado 

apresenta boa eficácia no tratamento do câncer de mama e que atua pela inibição de processos 

biossitéticos essenciais, dificultando o crescimento celular (ULUER et al., 2012; ZHANG et 

al., 2012; LI et al., 2015). Por sua vez, o Tamoxifeno é utilizado na endocrinoterapia, como 

quimioprevenção e tratamento do câncer de mama, com boa eficácia em pacientes com 

tumores receptor de estrogênio positivo e também com doença recorrente, tendo como 

principal mecanismo de ação a inibição competitiva do receptor de estrogênio, levando à 

inibição de genes reguladores de estrogênio, os quais estimulam o crescimento celular de 

células neoplásicas, além de induzir a apoptose (SINGH; PRUDENCE; MICHAEL, 2011; 

SIEUWERTS, 2014). 

Durante a quimioterapia, alguns pacientes oncológicos utilizam antioxidantes na dieta, 

para suprir déficits nutricionais decorrentes do tratamento. Dentre os antioxidantes 

consumidos, encontram-se as vitaminas, em especial, o ácido ascórbico (AA), conhecido 

popularmente por vitamina C, composto hidrofílico, com propriedades antioxidantes capazes 

de quelar radicais livres, protegendo a estrutura celular e mantendo a homeostase celular 

frente a agentes tóxicos (TORRES et al, 2008; AL-ASMARI et al., 2015). O AA também tem 

sido utilizado na prevenção CA, devido à estas propriedades antioxidantes que podem 

prevenir a oxidação que induz a apoptose. Entretanto, estudos apontam que doses altas de AA 

podem aumentar a produção de ATP (gerado pelas mitocôndrias) induzindo apoptose em 

linhagens de células tumorais, por via pró-oxidante (GONZÁLEZ et al., 2010; GUERRIERO 

et al., 2014). 

Desta forma, verifica-se que o limiar entre o efeito benéfico ou prejudicial das 

vitaminas, em especial do AA, ainda não está bem esclarecido na literatura, tornando assim, 

necessária a realização de estudos que demonstrem a sua atuação em pacientes oncológicos 

em uso de antineoplásicos, verificando o seu mecanismo oxidativo e a importância do 

constante monitoramento nutricional neste paciente. Isto nos levou a desenhar o presente 

estudo com o objetivo de avaliar os efeitos do Ácido Ascórbico na modulação dos 

mecanismos antitumorais de antineoplásicos em Saccharomyces cerevisiae e Sarcoma 180. 

Esta dissertação foi estruturada em capítulos originados que foram submetidos a 

revistas nacionais e internacionais com ampla divulgação na comunidade científica (Figura 
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1). O primeiro capítulo trata de uma revisão sistemática sobre ácido ascórbico, na prevenção 

e/ou tratamento do câncer, como antioxidante e/ou pró-oxidante em estudos clínicos e não 

clínicos, entre o período de 2011 a 2015, para o entendimento das variações de dose-reposta, 

bem como dos seus mecanismos de ação como agente antioxidante e antitumoral. O segundo 

capítulo analisou os efeitos do Ácido Ascórbico no potencial oxidativo e genotóxico dos 

antineoplásicos em estudo em linhagens de Saccharomyces cerevisiae. E o terceiro capítulo 

avaliou os efeitos anticitotóxicos, antigenotóxicos e antimutagênicos do ácido ascórbico na 

modulação de efeitos em drogas antineoplásicas em Sarcoma 180. 

 

Figura 1 – Representação estrutural da dissertação 

 

 

 

 

  

Efeitos do ácido ascórbico na modulação dos mecanismos antitumorais de 
antineoplásicos em Saccharomyces cerevisiae e Sarcoma 180  

CAPÍTULO I - Ácido ascórbico na prevenção e tratamento do câncer 

CAPÍTULO II – Efeitos do ácido ascórbico no potencial oxidativo e genotóxico 
de drogas antineoplásicas em linhagens de Saccharomyces cerevisiae 

CAPÍTULO III – Efeitos anticitotóxicos, antigenotóxicos e antimutagênicos do ácido 
ascórbico na modulação de efeitos m de drogas antineoplásicas em Sarcoma 180 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

- Avaliar os efeitos antigenotóxicos/antimutagênicos e anticitotóxicos do ácido 

ascórbico na modulação dos mecanismos antitumorais de antineoplásicos Docetaxel, 5-

Fluorouracil e Tamoxifeno isolados e em associação, em Saccharomyces cerevisiae e em 

Sarcoma 180.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

- Realizar uma revisão sistemática sobre ácido ascórbico, na prevenção e/ou 

tratamento do câncer, como antioxidante e/ou pró-oxidante em estudos clínicos e não clínicos. 

- Analisar os efeitos do AA no potencial oxidativo e genotóxico de antineoplásicos em 

estudos em linhagens de Saccharomyces cerevisiae. 

- Avaliar a ação anticitotóxica, antigenotóxica e antimutagênica do AA na modulação 

dos danos ao material genético induzidas pelos antineoplásicos em S180 por meio do teste 

CBMN e Cometa.  
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Defesas antioxidantes versus estresse oxidativo 

 

A homeostase do organismo é caracterizada pelo equilíbrio entre radicais livres e 

metabólitos reativos, originados através de metabólitos oriundos da quimioterapia, danos da 

radiação, fatores de crescimento, citocinas e hipóxia, e sua eliminação pelas defesas 

antioxidantes, as quais tem a função de inibir e/ou reduzir os danos causados pela ação 

deletéria dos radicais livres e/ou espécies reativas não radicais. O sistema de defesas 

antioxidantes divide-se em enzimático (enzimas como a superóxido dismutase (SOD), 

glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase, catalase (CAT)) e não-enzimático (como a 

glutationa (GSH), vitaminas A, C e D e compostos antioxidantes (BARBOSA et al., 2010; 

REUTER et. al., 2010). 

Os radicais livres são átomos, moléculas ou íons com elétrons desemparelhados, 

altamente instáveis e ativos em reações químicas, derivados de elemento como o oxigênio, 

que produz espécies reativas de oxigênio (EROs; Reactive Oxygen Species (ROS)) como o 

ânion superóxido (O2
-
˙), o radical hidroxil (˙OH) e o radical hidroperoxil (˙HO2); o nitrogênio, 

que origina espécies reativas de nitrogênio (ERNs; Reactive Nitrogen Species (RNS)) como o 

óxido nítrico (NO); e o enxofre, que forma espécies reativas de enxofre (EREs; Reactive 

Sulfur Species (RSS)); por meio de peroxidação lipídica, reações de Haber Weiss e Fenton 

(Figura 2) (CAROCHO; FERREIRA, 2013).  

A produção excessiva de radicais livres pode acarretar em danos oxidativos, alterações 

nas bases nitrogenadas ou, ainda, modificações de desoxirribose, podendo gerar danos como 

apoptose e mutações (MENDONÇA; CARIOCA; MAIA, 2014; BARBOSA et al., 2010). Os 

radicais livres também ativam o citocromo C o qual ativa a família Bcl-2 (Bid e Bax) que 

resulta na liberação da proteína carreadora de elétrons para o citoplasma e ativação da caspase 

3, 6, 7 e 9, promovendo, assim, a apoptose (DU et al., 2010; DELBRIDGE; VALENTE; 

STRASSER, 2012).  
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Figura 2 – Reações que levam a formação de Espécies Reativas de Oxigênio. Peroxidação 

lipídica (setas verdes); Reações de Haber-Weiss (setas azuis); Reações de Fenton (setas 

vermelhas); Radicais livres ou moléculas com o mesmo comportamento (H2O2) (negrito); 

Superóxido Dismutase (SOD); Catalase (CAT). 

 

Fonte: CAROCHO; FERREIRA, 2013. 

 

O primeiro conceito de estresse oxidativo foi descrito por Sies (1991) que o descreveu 

como ―desequilíbrio entre pró-oxidantes e antioxidantes em favor de espécies oxidantes, 

levando a um dano potencial‖. O desequilíbrio entre a produção de radicais livres e sua 

eliminação pelas defesas antioxidantes do organismo é denominado estresse oxidativo, 

caracterizado pela redução da capacidade do sistema endógeno de ―lutar‖ contra o ataque 

oxidativo de biomoléculas, e está relacionado com o desenvolvimento de diversas patologias. 

Dentre elas, desordens no sistema nervoso central (Parkinson e Alzheimer), que é 

extremamente sensível à danos por radicais livres, os quais promovem lesões aos tecidos e 

macromoléculas como lipídios, ácidos nucléicos e proteínas. Tais radicais, participam do 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares, disfunções imunes e endócrinas, danos renais e 

hepáticos, inflamações crônicas e até mesmo câncer (RAHAL et. al., 2014; PISOSCHI; POP, 

2015).  

O desenvolvimento do câncer está diretamente relacionado ao estresse oxidativo, 

através de três estágios: 1) iniciação – EROs produzem danos ao DNA, promovendo 

mutações; 2) promoção – EROs contribuem para expressão anormal de genes, modificando a 

comunicação entre células, e assim, aumentando a proliferação e diminuindo a apoptose; 3) 

progressão – EROs adicionam alterações no DNA para iniciar uma população celular. Isto 

ocorre através de diversos mecanismos. A exposição excessiva à carcinógenos endógenos ou 
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exógenos aumenta a produção de EROs e diminui as defesas antioxidantes, gerando estresse 

oxidativo, o qual promove: 1) danos ao DNA com alterações de bases e conformação do 

DNA, causando mutações e instabilidade genética; 2) danos às proteínas, diminuição da 

eficiência enzimas de reparo de DNA, e assim, o desequilíbrio do reparo; 3) danos aos 

lipídios, gerando aumento da peroxidação lipídica e perda da integridade celular, além da 

formação de proteínas mutadas e aductos de DNA (Figura 3) (REUTER et al., 2010; 

CHOUDHARI et al., 2014). 

 

Figura 3 – Mecanismos de ação do estresse oxidativo na carcinogênese 

 

Fonte: Adaptado de REUTER et al., 2010; CHOUDHARI et al., 2014. 
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3.2 Câncer 

 

O câncer (CA) é uma coleção de mecanismos patológicos complexos, caracterizado 

pela proliferação anormal de células, devido ao acúmulo de alterações somáticas ou 

epigenéticas, as quais afetam oncogenes e genes supressores de tumores, levando a uma 

transformação maligna (PELTOMAKI, 2012; WATSON et al., 2013). É um problema de 

saúde pública, onde a estimativa realizada em 2012, apontou 14 milhões de casos no mundo, 

com 8 milhões de óbitos. A Organização Mundial da Saúde estima para 2025 mais de 20 

milhões de novos casos, sendo os mais comuns os cânceres de pulmão, mama, intestino e 

próstata. A estimativa para o Brasil, no biênio 2016-2017, é de 600 mil novos casos, exceto 

melanoma, apresentado na distribuição proporcional (Figura 4) o câncer de próstata como o 

mais incidente para homens (61.200 novos casos) e o de mama para as mulheres (57.960 

novos casos) (INCA, 2015). 

 

Figura 4 – Distribuição proporcional de 10 tipos de câncer mais incidentes estimados para o 

biênio 2016-2017 por sexo, exceto melanoma 

 

Fonte: INCA, 2015 

 

 As células do câncer possuem características diferentes das células normais, tais como, 

resistência à morte celular, proliferação celular crônica, evasão de supressores de crescimento, 

ativação de invasão e metástase, potencial limitado de replicação e indução de angiogênese 

(HANAHAN; WEINBERG, 2011). De acordo com Reuter e colaboradores (2010), células 

normais quando não possuem os mecanismos de defesas antioxidantes adequados apresentam 

hipersensibilidade a EROs, o que pode desencadear o surgimento de uma neoplasia. Enquanto 
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as células cancerígenas, por outro lado, desenvolvem uma super-regulação de mecanismos 

antioxidantes, o que as protegem das EROs, como ocorre nos casos de radio e 

quimioresistência. 

 As células cancerígenas tem por etiologia alterações genéticas e epigenéticas. Pelo 

ponto de vista das alterações genéticas, as alterações são caracterizadas como um conjunto de 

proliferações clonais que ocorrem devido a mutações de genes, em sua maioria somáticas, que 

ocorrem no genoma durante a divisão celular e que resultam de infidelidade durante a 

replicação do DNA, modificações enzimáticas ou defeito no reparo de DNA, decorrentes da 

exposição à agentes mutagênicos endógenos ou exógenos (GREENMAN et al., 2007; 

LUDMIL et al., 2013).  

As mutações podem ser divididas em: 1) Gênicas - que alteraram um único gene ou os 

bloqueiam, e envolvem substituição, deleção ou adição de pares de base; 2) Cromossômicas – 

que podem causar perda de cromossomos, sendo classificadas de acordo com o tipo de dano: 

as estruturais que envolvem deleção, duplicação, translocação, ou inversão de partes de 

cromossomos (aneuploidia) e também os indivíduos ou espécies com números 

cromossômicos (n) múltiplos do comum da espécie ou do gênero (euploidia) (BIANCOTTI et 

al., 2010; HANIGAN et al., 2011; SŁOCZYŃSKA et al., 2014). 

Por outro lado, alterações epigenéticas correspondem a modificações que podem 

ocorrer no genoma, mas que não mudem a sequência de bases, e sim, a conformação 

estrutural da molécula de DNA, que consequentemente altera a expressão gênica, através de 

modificação de proteínas (histonas e metiltransferases), metilação do DNA e remodelamento 

de nucleossomos (COSTA, 2010; HEMMATZADEH et al., 2016). Peltomaki (2012) 

corrobora ilustrando a diferença entre uma célula normal e uma célula epimutada, onde a 

segunda apresenta inativação de gene supressor de tumor devido a uma hipermetilação, e a 

ativação de um oncogene promovida por uma hipometilação; regulação da transcrição por 

modificações na histonas alterando a cromatina; inativação de um gene supressor de tumor 

pelo aumento da expressão do oncogene miRNA e a ativação do oncogene pela redução da 

expressão do supressor de tumor miRNA (Figura 5). 
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Figura 5 – Exemplos de alterações epigenéticas características de células neoplásicas. (A) 

modificação de histonas - inativação de gene supressor de tumor devido a uma hipermetilação 

(seta – ativação da transcrição), e a ativação de um oncogene promovida por uma 

hipometilação (seta branca – perda de expressão / seta preta – aumento de expressão); (B) 

regulação da transcrição por modificações na histonas alterando a cromatina; (C) inativação 

de um gene supressor de tumor pelo aumento da expressão do oncogene miRNA, e a ativação 

do oncogene pela redução da expressão do supressor de tumor miRNA. 

 

Fonte: PELTOMAKI, 2012. 
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3.2.1 Câncer de Mama 

 

Dentre os tipos de CA, o câncer de mama (CM) é o segundo mais comum, com 

aproximadamente 1,67 milhões de casos em todo o mundo em 2012, representando 

aproximadamente 25% de todos os tipos de CA diagnosticados nas mulheres. Para o Brasil, 

em 2016, são esperados 57.960 casos novos, com maior frequência nas mulheres das Regiões 

Sul (74,30/100 mil), Sudeste (68,08/100 mil), Centro-Oeste (55,87/100 mil) e Nordeste 

(38,74/100 mil) (Figura 6) (INCA, 2015). 

 

Figura 6 – Representação espacial das taxas brutas de incidência de neoplasias malignas da 

mama feminina, por 100 mil mulheres, estimadas para o biênio 2016-2017 no Brasil  

 

Fonte: INCA, 2015 

 

O CM é caracterizado por ser uma doença multifatorial, que envolve um desequilíbrio 

entre fatores dietéticos, hormonais reprodutivos e genéticos e por ser uma patologia 
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heterogênea que consiste em cerca de 20 subtipos morfológicos distintos e 4 subtipos 

baseados na expressão gênica, onde cada subtipo é caracterizado por fatores de risco 

particulares, responsáveis pelo tratamento e risco de progressão da doença. (SILVA et al., 

2012; JANSEN; BACKSTEIN; BROWN, 2014). Os 4 subtipos baseados na expressão gênica 

são representados por 2 luminais (Luminal-A e Luminal-B) que predominantemente possuem 

receptor de hormônio positivo (ER+); um subtipo super-expressa HER2; e um do tipo basal, 

sem expressão de HER2 e com receptores hormonais negativos (ER-) (triplo negativo) 

(DAWOOD; GONZALES-ANGULO, 2013; AZIM JR; PARTRIDGE, 2014). 

O diagnóstico do câncer de mama, na maioria dos casos, ocorre na idade média de 60 

anos, em mulheres pós-menopausa. Em mulheres jovens pré-menopáusicas, antes dos 40 

anos, seu diagnóstico está associado ao alto risco de recorrência, agressividade e morte na 

maioria dos casos, representando apenas 5 a 7% dos diagnósticos (AZIM JR; PARTRIDGE, 

2014; NG et al. 2015). Estudos apontam que metástases cerebrais em mulheres com CM 

ocorrem em cerca de 10-16% dos casos, e tendem a ocorrer em mulheres jovens, com tumores 

agressivos e subtipos triplo negativos e HER2 positivo, com incidência anual de 

aproximadamente 170.000 casos por ano nos Estados Unidos da América (EUA). A metástase 

é descrita como a migração de células tumorais de um tecido primário, seguida de invasão, 

sobrevivência e extravasamento do sistema circulatório, e progressiva colonização em um 

sitio distante; ou como um célula tumoral geneticamente instável, que promove seleção das 

características que proporcionarão a invasão e colonização em órgãos à distância, dentre eles 

a medula, pulmão e cérebro (DAWOOD; GONZALES-ANGULO, 2013; MARINO et al., 

2013). 

Dentre os fatores de risco para o CM, existem fatores gênicos, os quais podem estar 

relacionados ao histórico familiar, principalmente mutações nos genes BRCA1 e BRCA2, e 

instabilidade genéticas; e fatores não gênicos, que incluem: fatores reprodutivos como 

menarca precoce, primeira filho com idade avançada, menopausa tardia; obesidade; consumo 

de álcool; exposição à radiação; hormônio terapia, como o uso associado de estrogênio e 

progesterona na pós-menopausa, e uso de contraceptivos; sedentarismo; e densidade da mama 

(YANG et al. 2010; COLDITZ; BOHLKE; BERKEY, 2014) (Figura 7). Variações na 

densidade da mama, como alteração no colágeno e números de células epiteliais e não 

epiteliais, estão associadas ao risco de invasão e lesões proliferativas que podem ser 

precursoras do CM (BOYD et al., 2010). 
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Figura 7 – Fatores de risco para o Câncer de Mama 

 

Fonte: Adaptado de YANG et al., 2010; COLDIT; BOHLKE; BERKEY, 2014. 

 

Estima-se aproximadamente 2,5 milhões de mulheres sobrevivam ao CM nos EUA, 

isso se deve à detecção precoce, aumento da conscientização dos pacientes e tratamentos 

efetivos, dentre eles cirurgia, quimioterapia e radioterapia, e suas associações com o objetivo 

de melhor efetividade. Entretanto, estudos apontam que os agentes quimioterápicos 

apresentam potencial de causar danos cardiovasculares, agudos ou crônicos, dentre eles, 

isquemia do miocárdio, hipertensão, arritmias, bradicardia, insuficiência cardíaca congestiva 

dentre outros, assim como o uso da radioterapia, a qual promove danos diretos ao miocárdio e 

as artérias coronarianas (DAWOOD; GONZALES-ANGULO, 2013; BODAI; TUSO, 2015). 

 

3.2.1.1 Tratamento do Câncer de Mama 

 

O tratamento do CM envolve, cirurgia, radioterapia, quimioterapia citotóxica e 

endocrinoterapia. A endocrinoterapia interage com os receptores de estrógeno em mulheres 
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com câncer de mama hormônio sensível principalmente pelo uso do tamoxifeno ou, por outro 

lado, inibindo a síntese de estrogênios por meio do Anastrazole, Exemestase,e Fulvestran 

(VISOVSKY, 2014). O Tamoxifeno (TAMOX) (Figura 8) geralmente é empregado como 

terapia após o tratamento quimioterápico, por ser antagonistas dos receptores de estrógeno na 

mama, fazendo o mesmo competir com este hormônio, impedindo que ocorra a ligação nesses 

sítios que poderiam levar a uma proliferação celular. No entanto, alguns estudos revelam que 

ele também pode inibir a proliferação e induzir a apoptose em câncer de mama receptor de 

estrógeno negativo, por meio de outro mecanismo de ação, tais como o aumento do status 

oxidativo celular, inibição de proteína C quinase, dentre outros (PKC) (LIU et al., 2014; 

RADIN; PATEL, 2016).  

 

Figura 8 – Estrutura química do Tamoxifeno 

 

Fonte: ChemBioDraw, 2016. 

 

Estudos apontam que o tamoxifeno causa danos oxidativos ao DNA, induzindo 

quebras na estrutura da molécula e a oxidação de purinas e pirimidinas. Todavia, em tumores 

resistente ou sensíveis à esta droga, a expressão de enzimas antioxidantes (SOD, catalase, 

GST) aumenta, ao mesmo tempo que a peroxidação lipídica reduz (MELO et al., 2011; NASS 

et al., 2015). Contudo, apesar de sua eficácia no tratamento do CM, pesquisas relatam que o 

uso de TAMOX está associado a efeitos colaterais indesejáveis como aumento do risco de 

tromboembolismo, câncer uterino tipo Müllerian, polipos, hiperplasia endometrial e até 
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mesmo carcinoma endometrial (VASCONCELOS et al., 2013; HU; HILAKIVI-CLARKE; 

CLARKE, 2015). Todavia, o TAMOX tem sido a endocrinoterapia mais empregada no CM e 

que vem sendo paulatinamente substituída pelos inibidores da aromatase, como o anastrazol, 

os quais tem demonstrado resultados superiores, com maior atividade e melhor tolerabilidade, 

em comparação a terapia com TAMOX em mulheres pós-menopáusicas (GOBBI et al., 2014). 

A quimioterapia tem por base o uso de drogas antineoplásicas. No Brasil, mulheres 

diagnosticadas com CM foram tratadas pelo SUS por diversos protocolos ao longo dos anos, 

dentre eles CMF (ciclofosfamida, metrotrexato e 5-fluorouracil), FAC (5-fluorouracil, 

adriamicina e ciclofosfamida), FEC (5-fluorouracil, epirubicina e ciclofosfamida) e AC 

(adriamicina e ciclofosfamida), após o ano 2003, o SUS implantou o protocolo paclitaxel e 

doxorubicina, e em 2012, o trastuzumab (CECILIO et al., 2015) (Figura 9). Contudo, a maior 

lacuna da quimioterapia convencional são seus efeitos adversos e a quimioresistência, 

induzida pela super-regulação de sinalizadores de sobrevivência e a resistência gênica à 

drogas. Para ―driblar‖ isso, atualmente, o tratamento sistêmico é ser realizado através de 

combinações entre drogas, de forma adjuvante ou neoadjuvante. A terapia adjuvante é padrão 

ouro no tratamento, pois reduz a recorrência local e sistêmica, e a neoadjuvante é utilizada 

para a redução tumoral com o intuito de facilitar a conservação da mama durante a cirurgia, e 

seguida pela quimioterapia pós-cirurgia (VINOD et al., 2013; MICHAELS et al., 2016). 

 

Figura 9 – Linha do tempo representando os protocolos de quimioterapias implantados no 

Brasil pelo SUS 

 

Fonte: CECILIO et al., 2015. 

 

O 5-Fluorouracil é um quimioterápico de primeira linha no tratamento do CM, que 

atua pela inibição de processos biossintéticos essenciais, dificultando o crescimento celular 
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pela inibição da timidilato sintetase, impedindo desta forma, a transcrição de DNA e 

translação de RNA, além de se incorporar nestas macromoléculas, inibindo suas funções 

normais, levando, assim, a apoptose e a citotoxicidade (ZHANG et al., 2012; ASARA et al, 

2013; LI et al., 2015) (Figura 10). García e colaboradores (2011) demonstraram que o 5-FU 

promoveu a ativação de uma proteína quinase (PKR) por meio de uma via p53- independente, 

induzindo apoptose em células de câncer de cólon e de mama. Entretanto, seu uso está 

relacionado a alguns efeitos adversos, estudos correlacionam o estresse oxidativo induzido 

pelo 5-fluorouracil com a mielosupressão e cardiotoxicidade em ratos (NUMAZAWA et al., 

2010; LAMBERTI et al., 2012). Polk e colaboradores (2014) afirmam que o tratamento com 

5-fluorouracil pode causar isquemia miocardial, assim como arritmias, hiper e hipotensão e 

disfunção ventricular. Vinod e colaboradores (2013) relatam que o 5-fluorouracil, além dos 

efeitos adversos como leucopenia, diarreia, anorexia e vômito, desenvolve quimioresistência 

pela super-regulação de sinalizadores de sobrevivência, através da translocação nuclear e 

ativação de NF-kB e ativação de Akt, cuja maior função é sobrevivência e proliferação 

celular. 

 

Figura 10 – Estrutura química do 5-Fluorouracil 

 

Fonte: ChemBioDraw, 2016. 

 

O Docetaxel (Figura 11) é um taxano semi-sintético, que apresenta atividade sobre 

tumores sólidos metastáticos que são resistentes ao tratamento com Paclitaxel, e possui como 

mecanismo de ação antineoplásica a interferência da dinâmica dos microtúbulos 

(polimerização e despolimerização), interrompendo, desta forma, o ciclo celular, causando 
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senescência e apoptose, além de alterar a expressão e fosforilação de proteínas da família Bcl-

12, induzindo apoptose (MONTERO et al., 2005; ALKEN; KELLY, 2013; QU et al., 2014). 

A quimioterapia com Docetaxel é efetiva devido ao fato dele superar a resistência cruzada 

com outras drogas antineoplásicas, porém seu uso está associado a efeitos adversos como 

hematotoxicidade, mialgias, artralgias e neuropatias (CHEN et al., 2013; PEREL-WINKLER 

et al., 2015). Frederiks e colaboradores (2015) relatam que polimorfismo no gene codificante 

da Glutationa-s-transferase, enzima envolvida na resposta ao estresse oxidativo, pode estar 

relacionado às toxicidades neurológicas induzidas pelo docetaxel. E estudos apontam que o 

docetaxel induz estresse oxidativo, podendo provocar disfunções endoteliais, através da 

modulação da proteina C quinase (TABACZAR et al., 2012; HUNG et al., 2015).  

 

Figura 11 – Estrutura química do Docetaxel 

 

Fonte: ChemBioDraw, 2016. 

 

3.3 Ácido Ascórbico 

 

O Ácido Ascórbico (AA) (Figura 12) (AscH2, vitamina C) é uma cetolactona solúvel 

em água, com dois grupos hidroxil ionizáveis, caracterizado por ser um excelente agente 

redutor, que sofre duas oxidações para formar os radicais ascorbato (Asc•-) e ácido 

desidroascórbico (DHA) (DU; CULLEN; BUETTNER, 2012). É essencial para a vida de 

diversos organismos, sendo sintetizado no fígado dos mamíferos, através da formação do 

ácido D-glucoronico e de L-gulono-γ-lactona, exceto nos primatas superiores, como os seres 

humanos, devido ao fatos destes não possuírem a enzima L-gulono-γ-lactona oxidase, 
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incapacitando a sintese o AA, tornando-os assim, dependentes de fontes exógenas, como 

frutas e legumes, para a manutenção dos níveis fisiológicos e participação de processos de 

detoxificação, enzimáticos e modulatórios do metabolismo neuronal (COVARRUBIAS-

PINTO, et al. 2015; MILES, et al., 2015). A ingestão diária de AA recomendada é 75-125 mg 

por dia. A concentração típica de AA no plasma de seres humanos saudáveis é cerca de 40-80 

µM. A dose necessária para saturar o plasma e os tecidos de um adulto é de 500 mg. A dose 

recomendada para prevenir doenças degenerativas e câncer é de 60 mg (DU; CULLEN; 

BUETTNER, 2012; COVARRUBIAS-PINTO, et al. 2015). 

 

Figura 12 – Estrutura química do Ácido Ascórbico 

 

Fonte: ChemBioDraw, 2016. 

 

O AA é um antioxidante altamente eficaz, pois participa da neutralização de EROs, na 

ativação de genes envolvidos no reparo de DNA, modulação de danos ao DNA em células 

expostas a EROS in vitro e in vivo, demonstrando que a suplementação com AA pode ajudar a 

prevenir doenças resultantes de danos causados por radicais livres. Porém seu efeito 

farmacológico ainda é controverso, pois em doses elevadas, este composto inibe o 

crescimento de células neoplásicas, devido a sua ação pró-oxidante, a qual pode estar 

relacionada a regulação negativa de EROs dependente de fatores de transcrição SP, sendo 

comparável a observada em outras drogas antineoplásicas como o trióxido de arsênico 

(PATHI et al., 2011; KONTEK; KONTEK, GRZEGORCZYK, 2013).  

González e Ribolo (2010) relatam que a atividade pró-oxidante do AA pode estar 

relacionada com mitocôndrias, as quais podem ter papel principal na progressão tumoral, pois 
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geram ATP, que tem importância para a regulação de apoptose, produção e regulação de 

espécies reativas de oxigênio. Neste sentido, o alto conteúdo de AA pode aumentar a 

produção de ATP, induzindo apoptose em linhagens de células tumorais, por via pró-

oxidante. Por outro lado, em baixas concentrações, o ácido ascórbico apresenta papel 

antioxidante podendo prevenir a oxidação, um dos fatores para indução de apoptose. Carocho 

e Ferreira (2013) afirmam que agentes antioxidantes podem agir como pró-oxidantes, 

dependendo de sua concentração e natureza das moléculas vizinhas, dentre outros fatores, 

discorrendo sobre estudos que apontam a influência dos antioxidantes em doenças 

neurodegenerativas, assim como a participação de pró-oxidantes no câncer. 

A utilização de AA no tratamento do câncer tem sido estudada nos últimos 50 anos, 

demonstrando que a suplementação vitamínica de AA pela dieta tem apresentado efeitos 

preventivos em múltiplos tumores. Todavia, estudos apontam que doses elevadas de AA por 

via oral, somente permite atingir concentrações plasmáticas de 1g/dia, o excesso é excretado 

pelo organismo, onde concentrações em níveis de mM só são possíveis por meio de 

administração intravenosa de elevadas doses (FRAJESE et al., 2016). O AA intravenoso é um 

tratamento alternativo de câncer utilizado com o objetivo de retardar o avanço do câncer. Há 

provas biológicas que altas concentrações extracelulares de AA podem reduzir a toxicidade da 

quimioterapia ou aumentar a sua eficácia. No entanto, nenhuma informação clínica está 

disponível para indicar quais tipos de câncer e regimes de quimioterapia podem apresentar 

resultados favoráveis ou desfavoráveis com o uso de ácido ascórbico intravenoso (HOFFER 

et al., 2015). Miles e colaboradores (2015) realizaram estudos para avaliar o efeito de 

concentrações fisiológicas de AA em células de melanoma metastásico, tendo sido mostrada a 

redução da atividade de HIF-1 e transcrição nas células neoplásicas, promovendo  diminuição 

da progressão maligna e possibilitando uma melhoria na terapia. 

Du, Cullen e Buettner (2012) realizaram um estudo em camundongos com câncer de 

pâncreas, os quais receberam duas doses diárias (4 g/Kg) de AA. O tratamento apresentou 

uma redução da taxa de crescimento tumoral, entretanto, após cessar o tratamento, foi 

observado um aumento do crescimento tumoral, evidenciando que o AA, neste modelo, agiu 

de forma citostática, não citotóxica. Os autores relatam que há estudos que apontam que o uso 

do AA em conjunto com quimioterápicos convencionais apresentam efeitos citotóxicos 

sinérgicos. Stephenson e colaboradores (2013) relatam que estudos com linhagens celulares 

apontam efeitos citotóxicos do AA em linhagens celulares nas concentrações µM e mM. 

Ensaio pré-clinicos com elevadas doses de AA apresentaram efeitos antineoplásicos em 

modelos animais e culturas de tecidos. E clínicos iniciais sugeriram que o AA (intravenoso ou 
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oral) pode diminuir os sintomas e prolongar a vida de pacientes com câncer terminal. Pathi e 

colaboradores (2011) realizaram um estudo com células de câncer de cólon (SW480 e RKO) e 

observaram que o AA na dose de 1-3 mM reduziu a proliferação celular, devido a diminuição 

da expressão de proteínas SP, assim como, indução da apoptose e necrose. 

Estudos apontam que células neoplásicas possuem maior sensibilidade a 

citotoxicidade induzida pelo AA do que células normais. Esta diferença de sensibilidade pode 

ser explicada pelos baixos níveis de enzimas antioxidantes (catalase, glutationa peroxidade e 

perroxirredoxinas) e altos níveis de EROs nas células neoplásicas (DU; CULLEN; 

BUETTNER, 2012). Kontek, Kontek e Grzegorczyk (2013) realizaram estudos com células 

câncer de colo retal (HT29) in vitro, os quais evidenciaram que o AA influencia nas lesões 

oxidativas ao DNA em células neoplásicas, onde na presença de AA+H2O2 (10 µM) foi 

observada uma diminuição da viabilidade celular das células HT29. 

 

3.4 Danos ao DNA, seus biomarcadores e modelos para estudos farmacológicos 

 

As células dos mamíferos possuem uma maquinaria de reparo de DNA para 

manutenção da integridade do material genético por meio de diversos mecanismos, tais como 

indução de apoptose para eliminação de células lesadas, respostas transcricionais para 

promover a sobrevivência celular, tolerância dos danos ao DNA, ativação de checkpoints de 

danos ao DNA durante o ciclo celular e iniciação do reparo do DNA (ABBOTTS; 

THOMPSON; MADHUSUDAN, 2014). Contudo, defeitos nesta maquinaria podem 

desencadear a carcinogênese, que possui como principal mecanismo os danos ao DNA, 

oriundo de agentes mutagênicos que reagem com os átomos de oxigênio nas ligações 

fosfodiésteres do DNA. A Guanina, por exemplo, é a base nitrogenada mais reativa, afetada 

diretamente pelos mutágenos ambientais, os quais lhe promovem aductos (KASAI, 2016) 

(Figura 13). 
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Figura 13 – Danos ao DNA, maquinaria de reparo de DNA e seus diversos mecanismos. 

 

Fonte: Adaptado de ABBOTTS; THOMPSON; MADHUSUDAN, 2014; KASAI, 2016. 

 

Os danos oxidativos ao DNA estão diretamente relacionados com a carcinogênese, 

conforme relatado anteriormente. Devido a isto, há a necessidade da utilização de modelos 

farmacológicos para a avaliação destes danos. A utilização de modelo biológicos têm sido 

amplamente adotada, por permitir a superação de restrições éticas e experimentais 

relacionadas à forma de vida alvo, uma vez que tais modelos representam uma ampla classe 

de seres vivos, em termos de processos biológicos. Dentre estes modelos, encontra-se as 

leveduras Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), amplamente utilizadas em estudos de 

estresse oxidativo, por possuírem um sistema eucariótico celular com metabolismo 

semelhante ao de eucariotos superiores, com mecanismos apropriados de ativação metabólica 

(citocromo P450) e de detoxificação, que não estão presentes em bactérias (SOARES, 2005; 

KARATHIA et al., 2010). Graziano e colaboradores (2016) afirmam que a S. cerevisiae tem 
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sido usada como modelo de investigação para processos fisiológicos, biológicos e 

patológicos, assim como na área da toxicogenômica. 

 Os danos mutagênicos e genotóxicos, são danos ao DNA que podem ser avaliados por 

diversos biomarcadores e modelos, dentre eles o teste de micronúcleo e o ensaio cometa 

(GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015). O Teste de Micronúcleo com Bloqueio de 

Citocinese (CBMN) é um método citogenético, que foi desenvolvido inicialmente para cultura 

de linfócitos humanos e posteriormente adaptado para outros tipos celulares, utilizado para a 

avaliação de danos ao DNA (micronúcleos, pontes nucleoplasmáticas, brotos nucleares, 

apoptose e necrose), que se baseia na análise de células binucleadas, as quais apresentam uma 

divisão celular completa com bloqueio de divisão subsequente realizado pela Citocalasina-B 

(FENECH, 2000; PEJCHAL et al., 2011).  

Os micronúcleos (MN) são oriundos de fragmentos de cromossomos ou cromossomos 

soltos, os quais não foram incluídos no núcleo principal durante a mitose, devido a alterações 

estruturais espontâneas ou por fatores mutagênicos, envoltos por uma membrana nuclear, 

tornando-se um artefato nuclear, pequeno e separado. As pontes nucleoplasmáticas são 

indicativo de disfunção dos telômeros após perda de reparo ou quebra dupla do DNA, que 

gera cromossomos dicêntricos puxados para polos opostos do fuso mitótico durante a anáfase, 

formando uma ponte estreita entre os dois núcleos. E os brotos nucleares são corpos ligados 

ao núcleo principal, por uma ligação nucleoplasmática fina, originados por um mecanismo 

pelo qual as células removem o DNA amplificado (amplificação de gene) (FENECH, 2011; 

PEJCHAL et al., 2011). A Figura 14 (A e B) demonstra a presença destes danos nucleares 

por meio do teste CBMN em linfócitos humanos expostos a radiação (5 Gy) (PEJCHAL et al., 

2011). 
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Figura 14 – Danos nucleares em linfócitos humanos expostos à radiação (5 Gy) após CBMN. 

(A) - 1) Célula binucleada com dois micronúcleos e um broto nucleoplasmático (setas); 2) 

Célula mononucleada sem citoplasma; 3) Células apoptóticas (corpos apoptóticos). (B) - 1) 

Célula binucleada com micronúcleo e ponte nucleoplasmática (seta); 2) Célula mononucleada 

com micronúcleo (seta pontilhada); 3) Célula mononucleada sem micronúcleo. (C) - 1) Célula 

apoptótica inicial com cromatina condensada dentro do limite nuclear intacto; 2) Célula 

apoptóticas tardias exibindo fragmentação nuclear; 3) Células necróticas com membrana 

nuclear danificada e irregular. 

 
Fonte: PEJCHAL et al., 2011. 
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A necrose é um importante marcador evolutivo de diversas patologias, sendo 

provocada por fatores que impossibilitam a viabilidade fisiológica celular, independente das 

caspases de morte celular (FANG et al, 2016). A apoptose é caracterizada por células 

arredondadas, com pseudópodes retraídos, volume celular reduzido, cromatina condensada e 

núcleos fragmentados (corpos apoptóticos), podendo ser desencadeada por fatores intrínseco e 

extrínsecos. A apoptose intrínseca é desencadeada por diversas condições, como danos ao 

DNA e estresse oxidativo, e requer a permeabilização da membrana mitocondrial, estando 

diretamente relacionada a família de proteínas Bcl-2. A apoptose extrínseca é conduzida por 

um complexo de sinalização composto por sinais extracelulares de estresse, que são 

detectados e propagados por receptores de membranas específicos (Fas, TNFR1 e TRAIL) 

(GORDY; HE, 2012; POMARA et al., 2015). A Figura 15 (C) apresenta células apoptóticas 

e necróticas, passíveis de análise por meio do teste CBMN, em linfócitos humanos expostos a 

radiação (5 Gy) (PEJCHAL et al., 2011).  

No presente estudo, o CBMN foi realizado em culturas de Sarcoma 180 (S180). Os 

Sarcomas representam cerca de 1% dos cânceres em adultos, 10% em crianças e 15% em 

adolescentes, e constituem um grupo heterogêneo, e raro, de tumores de origem mesenquimal 

que podem ser classificados em: de tecidos moles (gordura, músculos, nervos, vasos 

sanguíneos e tecidos conjuntivos) e ósseos. Nos EUA, no ano de 2012 foram registrados cerca 

de 11.280 novos casos de sarcomas em tecidos moles, e 2890 de ósseos, com 3900 e 1410 

óbitos, respectivamente (AMANKWAH; CONLEY; REED, 2013; LIMA et al., 2014). 

O S180, modelo do estudo, corresponde a uma linhagem de células tumorais 

(linhagem Murino), amplamente utilizado para estudos farmacológicos de avaliação de 

agentes anti-tumorais, caracterizado na forma de ascite e inoculado de forma intraperitoneal 

em camundongos ou ratos. Possui características indefinidas, altos índices de metástase e 

prognóstico ruim, o que tornou um ótimo modelo experimental ao longo dos anos, como 

modelo comparativo com respostas semelhantes em células neoplásicas em humanas 

(BERNARDES et al., 2015; FERREIRA et al., 2015). 

 Com relação ao Ensaio Cometa (Single Cell Gel Electrophoresis), este é um dos 

métodos mais importantes para estudo de genotoxicidade e danos ao DNA, quem tem por 

princípio a migração dos fragmentos danificados e negativamente carregados de DNA em 

direção ao ânodo durante a eletroforese (neutra ou alcalina), gerando uma cabeça, que 

consiste no DNA intacto, e um rastro semelhante a uma cauda de cometa, onde a medição 

desta cauda reflete a extensão dos danos ao DNA (VANDGHANOONI; ESKANDANI, 2011; 

GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015). Ele pode ser utilizado para mensurar danos ao 
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DNA em células eucarióticas, capaz de detectar quebras de fita simples e dupla no DNA, as 

quais têm um papel relevante na formação de aberrações cromossômicas, além de 

modificações nas bases de DNA, onde o grau da lesão no DNA é verificado através de 

microscopia, onde cem células são criteriosamente analisadas e classificadas em diferentes 

graus de lesão que variam de zero (células sem alteração morfológica) até quatro (DNA 

totalmente fragmentado) (SAMPAIO et al., 2012; APOSTOLOU et al., 2014) (Figura 15). 

 

Figura 15 – Imagens de cometas no microscópio de fluorescência, onde as curvas vermelhas 

representam os núcleos e as verdes as caudas e fotomicrografias no microscópio óptico. (A) 

Dano zero; (B) Dano 1; (C) Dano 2; (D) Dano 3; (E) Danos 4; (1) Dano mínimo; (2) Dano 

Médio; (3) Dano máximo. 

 

 Fonte: Adaptado de VANDGHANOONI; ESKANDANI, 2011; GUNASEKARANA; RAJ; 

CHAND, 2015. 
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RESUMO 

 

Este estudo de revisão teve por objetivo o mapeamento sistemático sobre ácido ascórbico, na 

prevenção e/ou tratamento do câncer, como antioxidante e/ou pró-oxidante em estudos 

clínicos e não clínicos, entre o período de 2011 a 2015, para o entendimento das variações de 

dose-reposta, bem como dos seus mecanismos de ação como agente antioxidante e 

antitumoral. No banco de dados do Pubmed e Bireme com o uso do descritor ―câncer e ácido 

ascórbico‖ foram identificados 78 artigos dos quais apenas 30 artigos apontavam o ácido 

ascórbico na prevenção e/ou tratamento do câncer. Contudo, há controvérsias sobre as doses 

utilizadas, como também necessidade de estudos clínicos caracterizando melhor o seu 

mecanismo de ação. Desta forma, outros estudos devem ser realizados para o entendimento 

das variações de dose-reposta, bem como seu direcionamento de mecanismos de ação, tanto 

como agente antioxidante ou antitumoral, para auxiliar o tratamento e a prevenção do câncer, 

visando melhor qualidade de vida aos pacientes e a população em geral. 

 

Palavras-chave: câncer, prevenção, ácido ascórbico, antioxidante, antitumoral. 
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ABSTRACT 

 

This review aimed at the systematic mapping of ascorbic acid in prevention and/or treatment 

of cancer, such as antioxidant and/or pro-oxidant in clinical and non-clinical studies, from 

2011 to 2015, for understanding dose-response variations as well as their mechanism of action 

as an antioxidant and antitumor agent. In database of Pubmed and Bireme using the descriptor 

"cancer and ascorbic acid" were identified 78 articles of which only 30 articles pointed 

ascorbic acid in prevention and/or treatment of cancer. However, there are controversies about 

doses used, as well as the need for clinical studies featuring best its mechanism of action. 

Thus, other studies are needed to understand dose-response variations, as well as its targeting 

mechanisms of action, both as an antioxidant and antitumor agent, to assist treatment and 

prevention of cancer, to better quality of life for patients and general population. 

 

Key-words: cancer, prevention, ascorbic acid, antioxidant, antitumoral. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A palavra ―Câncer‖ é originada da palavra grega ―Karkinos‖ que significa caranguejo, 

a qual relaciona os vasos sanguíneos infiltrados no tumor com as garras deste animal. 

Atualmente, o câncer se caracteriza por uma doença complexa que envolve a alteração da 

expressão de genes, que proporciona a sobrevivência e proliferação celular, a qual pode ser 

modificada por fatores genômicos e epigenômicos (SUNG et al., 2011). Os fatores genômicos 

se caracterizam por modificações nos sítios dos genes, promovendo mutações, enquanto os 

epigenômicos correspondem a modificações que não alteram a sequência de bases do DNA, 

mas sim, sua conformação, por meio de alterações nas histonas, metilações nas bases de DNA 

e remodelamento de nucleossomos (GREENMAN, et al., 2007; COSTA, 2010). 

Células cancerosas operam sob alto nível de estresse oxidativo, devido a seus altos 

níveis basais de espécies reativas de oxigênio por sua transformação oncogênica e sua 

reprogramação metabólica (AKLADIOS et al., 2015). O estresse oxidativo ocorre devido ao 

desequilíbrio entre a produção de radicais livres (ânion superóxido (O2
-
), peróxido de 

hidrogênio (H2O2), radical hidroxil (OH
-
), óxido nítrico (NO) dentre outros) e sua eliminação 

por mecanismos de defesas antioxidantes (superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa peroxidase (GPx), dentre outros), o qual induz danos celulares, causados pela 

peroxidação lipídica que gera desarranjo e perda de função e integridade da membrana 

celular, além de danos ao DNA, promovendo a instabilidade genômica e a proliferação 

celular, aumentando consequentemente as mutações somáticas e transformações neoplásicas 

(REUTER et al., 2010; RAJAKUMAR; PUGALENDHI; THILAGAYATHI, 2015). 

De acordo com o Instituto Nacional de Câncer em 2012 houve a ocorrência de 14,1 

milhões de casos de câncer no mundo, com um total de 8,2 milhões de mortes por câncer. 

Estima-se que em 2030, a carga global de câncer será de 21,4 milhões de novos casos e 13,2 

milhões de mortes, principalmente devido ao crescimento e envelhecimento da população 

(INCA, 2014). Dentre os tipos de câncer, o câncer de mama é o segundo mais comum, tendo 

sido estimado cerca de 1,67 milhões de novos casos de Câncer de Mama no mundo em 2012, 

o que representa 25% de todos os tipos de câncer diagnosticados em mulheres, no Brasil. Sua 

mortalidade equivale a 70% e a sobrevivência em 5 anos varia entre 80 a 40%, dependendo do 

desenvolvimento econômico do país. Estima-se que no Brasil, em 2010, o número de novos 

casos é superior a 49.000 (LEE et al., 2012). 
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A Organização Mundial de Saúde (OMS) afirma que o consumo de frutas e verduras 

pode auxiliar na prevenção do câncer, devido a sua composição com nutrientes como 

vitaminas, minerais e fibras (XIAO et al., 2011). Segundo o INCA, os alimentos 

antioxidantes, ricos em ácido ascórbico (vitamina C), carotenoides (vitamina A) e tocoferol 

(vitamina E), selênios e flavonoídes, são recomendados seguindo doses preconizadas pelo 

Dietary Reference Intake (DRI), pois estes podem atuar na prevenção do câncer, inibindo a 

oxidação e a produção de radicais livres, como também favorecendo o estresse oxidativo e 

promovendo até mesmo a carcinogênese (INCA, 2011). 

 O ácido ascórbico (vitamina C) tem sido muito utilizado no tratamento e prevenção 

do câncer, contudo resultados clínicos não conclusivos ainda tem sido obtidos. Em baixas 

concentrações ele apresenta papel antioxidante, prevenindo a oxidação que induz apoptose, 

entretanto, seu o alto conteúdo pode aumentar a produção de ATP (gerado pelas 

mitocôndrias) induzindo apoptose em linhagens de células tumorais, por via pró-oxidante 

(GONZÁLEZ et al., 2010). Estudos apontam que em linhagens celulares de câncer de mama, 

tratadas com mitoxantrone e ácido ascórbico, apresentaram atividade antineoplásica em dose-

dependente influenciando na apoptose, ciclo celular e sinalização celular, aumentando a 

citotoxicidade do antineoplásico (GUERREIRO et al., 2014).
 
 

Todavia, há ainda muitas controvérsias sobre o papel da vitamina C, na prevenção e 

tratamento do câncer. O presente estudo de revisão visa realizar um mapeamento sistemático 

sobre ácido ascórbico, na prevenção e/ou tratamento do câncer, como antioxidante e/ou pró-

oxidante em estudos clínicos e não clínicos, entre o período de 2011 a 2015, para o 

entendimento das variações de dose-reposta, bem como dos seus mecanismos de ação como 

agente antioxidante e antitumoral. 
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2. METODOLOGIA 

 

A pesquisa foi realizada através de um levantamento bibliográfico de artigos 

científicos de estudos clínicos e não clínicos, entre o período de 2011 à 2015, nos sites de 

busca Pubmed e Bireme, com os descritores ―câncer‖ e ―ácido ascórbico‖. Foram encontrados 

78 artigos, dos quais 30 foram utilizados para o levantamento de acordo com os critério de 

inclusão, estudos clínicos e não clínicos que utilizem o ácido ascórbico na prevenção e/ou 

tratamento do câncer, entre o período de 2011 a 2015; e critérios de exclusão, os estudos que 

não utilizem ácido ascórbico no tratamento e/ou prevenção do câncer e que estejam fora do 

período estabelecido (Figura 1). Dos artigos selecionados para a análise, 12 utilizavam o 

ácido ascórbico como antioxidante, sendo 02 estudos clínicos e 10 não clínicos, e 18 como 

pró-oxidantes, dos quais apenas um era clínico e os demais (17) eram não clínicos. 

 

Figura 1 – Desenho do levantamento bibliográfico e seus critérios de inclusão e exclusão 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 O ácido ascórbico como agente antioxidante 

 

O ácido ascórbico é um micronutriente essencial para a saúde humana, que possui 

atividade antioxidante e participa da produção de proteínas como o colágeno, norepinefrina e 

serotonina. É adquirido através da ingestão de diversas plantas, principalmente frutas cítricas 

como limão e laranja, e vegetais como tomate e brócolis, com dose diária recomendada de 90 

mg para homens e 75 mg para mulheres (ADITI; GRAHAM, 2012).
 

A Tabela 1 apresenta os estudos clínicos e não clínicos referentes a utilização do 

ácido ascórbico como antioxidante no tratamento e/ou prevenção do câncer, descrevendo seu 

uso em diversos tipos de câncer ou linhagens de células, em diferentes doses/concentrações e 

seus mecanismos de ação. Os estudos clínicos (02) envolvem diferentes tipos de câncer 

(pâncreas, mama, rins, pulmão, fígado, bexiga, linfoma, próstata, cólon, cérebro, leucemia, 

estômago, ovário, pele e útero) e doses de ácido ascórbico (0, 04 – 0,28 mM; 1 – 10 mM), 

com relação aos não clínicos (10), estes utilizam diversas linhagens de células neoplásicas 

(MCF-7 de câncer de mama; carcinoma renal; B16FO de melanoma; HeLa de câncer cervical; 

pulmão; neuroblastoma; leucemia linfoblástica aguda; 143-B de osteosarcoma), em 

doses/concentrações variadas (0,85 mM; 0,05 e 0,5 mM; 0,1 mM; 0,11 e 0,28 mM ; 4 mM; 

1,2 mM; 0,1 – 0,4 mM; 0,28 mM). 

As plantas e a maioria dos animais sintetizam o ácido ascórbico através da glicose. 

Contudo, os humanos não sintetizam, devido ao não funcionamento do gene L-glutalactona 

oxidase, então esta vitamina é obtida através da dieta, como ascorbato e ácido 

dehidroascórbico (DHA). A concentração normal de ácido ascórbico no plasma humano é 

cerca de 40 a 80 µM, e é nessa concentração que a vitamina C endógena age como 

antioxidante. Concentrações fisiológicas de ascorbato demonstraram inibição da oxidação do 

LDL e ação sinérgica com a vitamina E impedindo a oxidação lipídica de membranas 

celulares (DU; CULLEN; BUETTNER, 2012). Estudos descrevem que o ácido ascórbico 

intravenoso é mais efetivo para elevar os níveis séricos de ascorbato, do que quando 

administrado oralmente (MANDL; SZARKA; BANHEGYI, 2009). 

Os estudos clínicos evidenciaram como principais mecanismos de ação antioxidante a 

redução dos níveis de proteína C-reativa e citocinas pró-inflamatórias, e a diminuição da 

inflamação. E os não clínicos elucidaram a atenuação da citotoxicidade, redução de apoptose, 

proteção de células neoplásicas contra peroxidação lipídica, modulação de marcadores do 
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câncer de proliferação (Ki67), invasão e metástase (MMP-2 e -9), angiogênese (VEGF), 

apoptose (TUNEL e Bcl-2) e inflamação (COX-2, iNOS e GSTπ), diminuição da produção de 

espécies reativas de oxigênio gerada por 4-(hydroxyphenyl)retinamide (4-HPR), limitação do 

potencial invasivo, além de dificultar a metástase, o crescimento tumoral e secreção de 

citocinas inflamatórias, bem como o reforço do encapsulamento de tumores, atividade anti-

apoptótica pelo recrutamento de Bcl-2 e proteção contra a indução de lesões pulmonares por 

exposição ao fumo, através da inibição da expressão da ciclina D1 (Tabela 1). 

A vitamina C é um excelente agente redutor, que sofre duas oxidações consecutivas 

para formar o radical ascorbato (Asc˙
-
), o qual é relativamente não reativo devido a 

estabilidade do elétron não pareado, e dismuta o ácido ascórbico em DHA, e é esta função de 

agente redutor que mantem as enzimas, mantendo desta forma a maquinaria bioquímica de 

células e tecidos funcionando normalmente (DU; CULLEN; BUETTNER, 2012). 

Esse baixo potencial de elétrons e sua estabilidade de ressonância é o que o lhe 

acomete como antioxidante. Os autores relatam também que a vitamina C tem o papel de 

coletar as espécies reativas de oxigênio, atuando como antioxidante para manter o equilíbrio 

redox intracelular e minimizar os danos oxidativos causados por estes radicais livres (RAHAL 

et al., 2014). Corroborando com estes estudos, outros pesquisadores citam que nutrientes 

como vitamina A, C e E são capazes de neutralizar espécies reativas de oxigênio, oriundas 

entre o desequilíbrio entre as defesas antioxidantes e o estresse oxidativo provocado por 

doenças como o câncer ou pelo seu tratamento, desta forma os antioxidantes, como o ácido 

ascórbico, por exemplo, podem auxiliar tanto na prevenção do câncer ou no seu tratamento, 

através da redução dos efeitos colaterais relacionadas à quimioterapia (PORTANTIOLO et 

al., 2014).
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Tabela 1 – Estudos clínicos e não clínicos sobre a utilização do ácido ascórbico como antioxidante no tratamento e/ou prevenção do câncer 

TIPO DE ESTUDO TIPO CÂNCER/CELULAR MECANISMO DE AÇÃO DOSE/CONCENTRAÇÃO REFERÊNCIAS 

Clínico 
Pâncreas, mama, rins, pulmão, fígado, 

bexiga, linfoma, próstata, cólon, gástrico 
Redução dos níveis de proteina C-reativa e citocinas pró-inflamatórias 0,04 – 0,28 mM 

(MIKIROVA et 

al., 2012) 

Não Clínico Câncer de mama em camundongos 
Dificulta metástase, o crescimento tumoral e secreção de citocinas inflamatórias, bem como 

reforça o encapsulamento de tumores 
0,85 mM 

(CHA et al., 
2013) 

Não Clínico Células MCF-7 de câncer de mama 
Atenuação da citotoxicidade, redução de apoptose, proteção de células neoplásicas contra 

peroxidação lipídica 
0,05 e 0,5 mM 

(SUBRAMANI 

et al., 2014) 

Não Clínico Células MCF-7 de câncer de mama Diminuição citotoxicidade 0,1 mM 
(TOR et al., 

2015) 

Clínico 

Pâncreas, mama, rins, pulmão, fígado, 

bexiga, linfoma, próstata, cólon, cérebro, 
leucemia, estômago, ovário, pele e útero 

Diminuição da inflamação 1 – 10 mM 
(MIKIROVA et 

al., 2011) 

Não Clínico Células de carcinoma renal Atividade anti-apoptótica pelo recrutamento de Bcl-2 0,11 e 2,28 mM 
(GARG et al., 

2011) 

Não Clínico Células de melanoma (B16FO) Dificulta metástase, o crescimento tumoral 4 mM 
(ROOMI et al., 

2012) 

Não Clínico Células de câncer cervical (HeLa) 
Modulação de marcadores do câncer de proliferação (Ki67), invasão e metástase (MMP-2 e -
9), angiogênese (VEGF), apoptose (TUNEL e Bcl-2) e inflamação (COX-2, iNOS e GSTπ) 

4 mM 
(ROOMI et al., 

2015) 

Não Clínico Câncer de pulmão em furões 
Proteção contra a indução de lesões pulmonares por exposição ao fumo, através da inibição 

da expressão da ciclina D1 
1,2 mM 

(KIM et al., 

2012) 

Não Clínico Células de neuroblastoma Atividade anti-apoptótica 0,1 – 0,4 mM 
(HARDAWAY 

et al., 2012) 

Não Clínico Células de leucemia linfoblástica aguda 
Diminuição da produção de espécies reativas de oxigênio gerada por 4-

(hydroxyphenyl)retinamide (4-HPR) 
100 µM 

(APRAIZ et al., 

2012) 

Não Clínico Células de osteosarcoma (143-B) Limitação do potencial invasivo 0,28 mM 
(CMOCH et al., 

2014) 
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3.2 O ácido ascórbico como agente antitumoral 

 

A suplementação vitamínica pode melhorar os benefícios e a qualidade de vida dos 

pacientes com câncer, contudo, a literatura aponta controvérsias sobre o tratamento de câncer 

com o uso de ácido ascórbico. Pesquisadores relatam que estudos in vitro com linhagens 

celulares de neuroblastoma, câncer de bexiga, pâncreas e outros apresentaram efeito 

citotóxico do ácido ascórbico, e estudos in vivo deram suporte a este potencial anticâncer da 

vitamina C (ICHIM et al., 2011). 

A Tabela 2 relata os estudos clínicos e não clínicos sobre a utilização do ácido 

ascórbico como antitumoral no tratamento e/ou prevenção do câncer, descrevendo seu uso em 

diversos tipos de câncer ou linhagens de células, em diferentes doses/concentrações e seus 

mecanismos de ação. Dentre eles, apenas um estudo clínico foi elucidado, o qual analisa 

pacientes com câncer metastásico pancreático com uso de ácido ascórbico nas doses de 0,28; 

0,34 e 0,56 mM. 

Com relação aos estudos não clínicos (17), estes utilizaram diferentes linhagens de 

células neoplásicas (IOSE-385, OVCAR-3, SKOV-3 e OVCA-432 de ovário; escamosas do 

esôfago e CP-A, CP-B, CP-C e CP-D do esôfago; 23132/87 de carcinoma gástrico, HT-29 de 

cólon, SKOV-3 de ovário, BXPC-3 de pâncreas, BT-20, MDA-MB-468, MDA-MB-231 e 

MCF-7 de mama, U-13898, U-87 e U-251 de glioblastoma, HUVEC de células endoteliais e 

NHDF de fibroblastos; HeLa de câncer cervical; carcinoma de cólon; e HEp-2 de carcinoma 

de laringe; SK-N-MC de neuroblastoma;  PANC-1, AsPC-1, BxPC-3 e MIA PaCa-2 de 

câncer pancreático; linfoma Burkitt vírus Epstein-Barr positivo e células linfoblastóides; PC3 

de câncer de próstata; mesotelioma pleural maligno; NSCLC de epiteliais de câncer de 

pulmão; carcinoma sólido de Ehrlich; RKO e SW480 de câncer de cólon), em diversas 

concentrações de ácido ascórbico (0,25 mM; 0,1 – 2 mM; 0,3 mM; 0,5 mM; 0,005 – 0,1 mM; 

4 mM; 28,39 mM; 3 - 10 mM; 1 - 6 mM; 4,26 mM; 22,71 mM; 0,4 mM; 11,36 mM; 0,5 – 

5mM; 0,68 mM; 1 – 3 mM). 

Em baixas concentrações milimolares, o ácido ascórbico é capaz de ―matar‖ algumas 

linhagens celulares in vitro, e in vivo gera radicais superóxidos, peróxidos de hidrogênio e 

ascorbil extracelulares responsáveis por sua atividade citotóxica, porém concentrações tão 

altas quanto 20 mM não apresentaram risco a linhagem de células não malignas (MCCARTY; 

CONTRERAS, 2014). Outros estudos asseguram que altas doses de ácido ascórbico são 

efetivas na morte celular em estudos in vitro e na inibição do crescimento tumoral in vivo 

(TAKEMURA et al., 2010). Corroborando com este estudo, pesquisadores descrevem que a 
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vitamina C pode agir de forma tóxica seletiva em alguns tipos celulares de tumor, como pró-

oxidante, pois concentração acima da fisiológica (0,1 mM), entre 1 mM e 10 mM, são tóxicas 

a células neoplásicas in vitro, como por exemplo, para células de melanoma e neuroblastoma, 

onde concentrações entre 10 nM a 1 mM é capaz de induzir apoptose (PARK, 2013). 

Como mecanismo de ação antitumoral, o estudo clínico relatou a diminuição do 

tamanho do tumor. Os não clínicos relataram a inibição da progressão celular, através do 

aumento dos níveis de H2O2; efeito anti-proliferativo das células tumorais, através de 

interferência no ciclo celular (G0/G1) e geração de H2O2; citotoxicidade; alteração de proteínas 

relacionadas à apoptose; redução e inibição do crescimento celular; diminuição dos níveis de 

serotonina, aumento do grau de necrose hemorrágica e permeabilidade do endotélio; produção 

de espécies reativas de oxigênio, através da liberação de Ca2
+
; indução de apoptose; indução 

de aponecrose em células resistentes à apoptose; inibição proliferação celular e secreção de 

MMP-2 e -9 e aumento de secreção de TIMP-2; indução autofagia; supressão tumoral; 

bloqueio da progressão e metástase tumoral; ativação da apoptose e via mecanismo de 

produção de espécies reativas de oxigênio-dependente; perda de viabilidade celular; aumento 

da expressão de p53; sub-regulação de proteínas (Sp1, Sp3 e Sp4) e diminuição da expressão 

de genes que envolvem a proliferação celular e angiogênese (Tabela 2). 

A vitamina C pode ser utilizada para complementar o tratamento do câncer desde 

1974, auxiliando na qualidade de vida e sobrevivência dos pacientes. Estudos em humanos, 

animais e in vitro, demonstram que antioxidantes como ácido ascórbico, tocoferóis e 

carotenoides podem inibir o crescimento de células neoplásicas, induzir a apoptose, aumentar 

a diferenciação celular e inibir a atividade da proteína C quinase e adenil ciclase, 

comprovando sua ação atitumoral, e afirmando que sua terapia em altas doses pode trazer 

benefícios aos pacientes, melhorando seu prognóstico e eficácia terapêutica (GROERB, 

2009).  

Estudos citam que dentre os mecanismos pró-oxidantes do ácido ascórbico está sua 

capacidade de reduzir íons metálicos como o Fe
3+

 e Cu
3+

, processo o qual, produz radicais 

livres, como o radical hidroxil, os quais interagem com o DNA, causando quebras nas 

ligações fosfodiésteres, além de modificações nas bases, que gera indução a citotoxicidade 

(PUTCHALA et al., 2013). Pesquisas apontam outro mecanismo de ação antitumoral, a 

proliferação de células Natural Killers (NK) sem afetar suas funções normais. Segundo eles, 

estas células tem capacidade de ―matar‖ células tumorais sem a necessidade de 

direcionamento de sensibilização, e que o ácido ascórbico promove sua proliferação 

(HUJIKENS et al., 2015). 
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Tabela 2 – Estudos clínicos e não clínicos sobre a utilização do ácido ascórbico como antitumoral no tratamento e/ou prevenção do câncer 

TIPO DE ESTUDO TIPO CÂNCER/CELULAR MECANISMO DE AÇÃO DOSE/CONCENTRAÇÃO REFERÊNCIAS 

Não Clínico 
Células de câncer de ovário (IOSE-385, OVCAR-

3, SKOV-3 e OVCA-432) 
Inibição da progressão celular, através do aumento dos níveis de H2O2 0,25 mM (LI et al., 2014) 

Não Clínico Diferentes linhagens de células 
Efeito anti-proliferativo das células tumorais, através de interferência no 

ciclo celular (G0/G1) e geração de H2O2 
0,1 – 2 mM (FROMBERG, 2011) 

Não Clínico Células AGS 
Inibição da progressão celular, citotoxicidade, alteração de proteínas 

relacionadas à apoptose 
0,3 mM 

(NAGGAPAN, et al., 

2013) 

Não Clínico 
Células escamosas do esôfago e células Barrett’s 

do esôfago (CP-A, CP-B, CP-C e CP-D) 
Redução do crescimento celular 0,5 mM (MERLO et al., 2011) 

Não Clínico 

Células de carcinoma gástrico (23132/87), de cólon 

(HT-29), ovário (SKOV-3) pâncreas (BXPC-3), 
mama (BT-20, MDA-MB-468, MDA-MB-231 e 

MCF-7), glioblastoma (U-13898, U-87 e U-251), 
células endoteliais (HUVEC) e fibroblastos 

(NHDF) 

Produção de H2O2 0,005 – 0,1 mM 
(KLINGELHOEFFER 

et al., 2012) 

Não Clínico Células de câncer cervical (HeLa) Redução do crescimento celular 4 mM (ROOMI et al., 2015) 

Não Clínico Carcinoma de cólon em camundongos 
Diminuição dos níveis de serotonina, aumento do grau de necrose 

hemorrágica e permeabilidade do endotélio 
28,39 mM 

(BAGULEY; DING; 
RICHARDSON, 

2014) 

Não Clínico Carcinoma de laringe (HEp-2) Produção de espécies reativas de oxigênio, através da liberação de Ca2
+ 3 - 10 mM 

(MARTINOVICH et 
al., 2012) 

Não Clínico Células de neuroblastoma Indução de apoptose 1 - 6 mM 

(HARDAWAY; 

BADISA; SOLIMAN, 
2012) 

Não Clínico 
Células de câncer pancreático (PANC-1, AsPC-1, 

BxPC-3 e MIA PaCa-2) 
Indução de aponecrose em células resistentes à apoptose 4,26 mM (DINNEN, 2013) 

Não Clínico 
Células de linfoma Burkitt vírus Epstein-Barr 

positivo e células linfoblastóides 
Produção de espécies reativas de oxigênio e indução de morte celular 22,71 mM 

(SHATZER et al., 
2013) 

Não Clínico 
Células de neuroblastomas (SK-N-MC) in vitro e 

in vivo 

in vitro - indução apoptose, inibição proliferação celular e secreção de 

MMP-2 e -9 e aumento de secreção de TIMP-2 
in vivo - inibição do crescimento tumoral 

Não relatada (ROOMI et al., 2013) 

Clínico Câncer metastásico pancreático Diminuição do tamanho do tumor 0,28; 0,43 e 0,5 mM (MONTI et al., 2012) 

Não Clínico 
Células de câncer de próstata (PC3) em 

camundongos 
Produção de espécies reativas de oxigênio, indução autofagia, supressão 

tumoral 
0,4 mM 

(TOMASETTI et al., 
2012) 

Não Clínico Células de mesotelioma pleural maligno em ratos 

in vitro – sinergismo no mecanismo de citotoxicidade 

in vivo - bloqueio da progressão e metástase tumoral, redução do tamanho do 

tumor 

11.36 mM (VOLTA et al., 2013) 

Não Clínico Células epiteliais de câncer de pulmão (NSCLC) 

Indução de morte celular por ativação da apoptose e via mecanismo de 

produção de espécies reativas de oxigênio-dependente, perda de viabilidade 

celular 

0,5 – 5mM 
(VUYURI et al., 

2013) 

Não Clínico Carcinoma sólido de Ehrlich em camundongos Inibição do crescimento tumoral e aumento da expressão de p53 0,68 mM 
(BASSIONY et al., 

2014) 

Não Clínico Células de câncer de cólon (RKO e SW480) 
Diminuição da proliferação celular, indução apoptose e necrose, sub-

regulação de proteínas (Sp1, Sp3 e Sp4) e diminuição da expressão de genes 

que envolvem a proliferação celular e angiogênese 

1 – 3 mM (PATHI et al., 2011) 
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4. CONCLUSÃO 

 

Estudos relatam o uso do ácido ascórbico, na prevenção e no tratamento do câncer. 

Contudo, existem controvérsias sobre seu papel antioxidante e anti-tumoral. Este estudo 

observou que há relatos na literatura de diferentes doses/concentrações de ácido ascórbico, 

onde como antioxidante ele pode atuar por diversos mecanismos como na atenuação da 

citotoxicidade, redução de apoptose, proteção de células neoplásicas contra peroxidação 

lipídica, redução do crescimento tumoral e secreção de citocinas inflamatórias, dentre outros. 

E como antitumoral, através inibição da progressão celular, aumento dos níveis de H2O2, 

efeito anti-proliferativo das células tumorais, citotoxicidade, indução de apoptose, dentre 

outros. Ainda há incompatibilidade com relação as doses de ácido ascórbico utilizadas, como 

também a necessidade de caracterização em relação aos estudos clínicos de seus mecanismos 

de ação. Desta forma, outros estudos devem ser realizados para o entendimento das variações 

de dose-reposta, bem como seu direcionamento de mecanismos de ação, tanto como agente 

antioxidante ou antitumoral, para auxiliar o tratamento e a prevenção do câncer, visando 

melhor qualidade de vida dos pacientes e população em geral. 
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RESUMO 

O desenvolvimento do Câncer está diretamente relacionado ao estresse oxidativo. Durante o 

tratamento, pacientes oncológicos utilizam antioxidantes na dieta, dentre eles, o Ácido 

Ascórbico (AA). O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos modulatórios do Ácido 

Ascórbico frente aos danos oxidativos e genotóxicos induzidos pelo 5-Fluorouracil, Docetaxel 

e Tamoxifeno em linhagens de S. cerevisiae, proficiente e mutadas em defesas antioxidantes. 

Os resultados obtidos apontam que o 5-Fluorouracil, Docetaxel, Tamoxifeno e suas 

associações, induziram danos oxidativos significantes (p<0,001), em todas linhagens de S. 

cerevisiae, entretanto, quando associados ao AA, apresentaram modulação significante 

(p<0,05) nas diferentes linhagens, tanto para co- quanto para pós-tratamento. Os 

antineoplásicos 5-FU, DOCE e TAMOX induziram genotoxicidade (p<0,05) na linhagem 

SODWT quando comparado com o grupo sem tratamento, observado pelo aumento do ID e 

FD nessa linhagem. De forma similar, ocorreu nas interações 5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX. 

Entretanto, os danos genotóxicos induzidos pelos antineoplásicos e associações foram 

modulados pelo AA (p<0,05) em DOCE (ID - 42,5% e FD – 39,1%), o TAMOX (ID - 51,4% 

e FD – 50%), 5-FU+DOCE (ID - 43,5% e FD – 42,9%) e 5-FU+TAMOX (ID - 37% e FD – 

33,6%). Esses dados apontam que o AA teve ações antioxidantes e antigenotóxicas frente aos 

danos induzidos pelos antineoplásicos isolados e em associações. Assim apontamos a 

realização de outros testes não clínicos e clínicos para elucidar as interferências do AA 

durante terapias oncológicas. 

 

Palavras-chave: Estresse oxidativo. 5-Fluorouracil. Docetaxel. Tamoxifeno. Ácido 

Ascórbico. Saccharomyces cerevisiae. 
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ABSTRACT 

Development of Cancer is directly related to oxidative stress. During treatment, cancer 

patients use dietary antioxidants, including Ascorbic Acid (AA). The aim of the present study 

was to evaluate the effects of Ascorbic Acid on oxidative and genotoxic effects induced by 5-

Fluorouracil, Docetaxel and Tamoxifen in S. cerevisiae strains, proficient and mutated in 

antioxidant defenses. The results obtained indicate that 5-Fluorouracil, Docetaxel, Tamoxifen 

and its associations induced significant oxidative damage (p<0.001) in all S. cerevisiae 

strains, however, when associated with AA, they presented significant modulation (p<0, 05) 

in different strains, both for co-treatment and post-treatment. The 5-FU, DOCE and TAMOX 

antineoplastic drugs induced genotoxicity (p<0.05) in the SODWT line when compared to the 

untreated group, observed by the increase in ID and FD in this lineage. Similarly, 5-

FU+DOCE and 5-FU+TAMOX interactions occurred. However, genotoxic damages induced 

by antineoplastics and associations were modulated by AA (p<0.05) in DOCE (ID - 42,5% 

and FD – 39,1%), TAMOX (ID - 51,4% and FD – 50%), 5-FU+DOCE (ID - 43,5% and FD – 

42,9%) and 5-FU+TAMOX (ID - 37% and FD – 33,6%).  These data indicate that AA had 

antioxidative and antigenotoxic actions against damage induced by isolated antineoplastic 

agents and in associations. We therefore suggest that other non-clinical and clinical tests be 

performed to elucidate the interferences of AA during cancer therapies. 

 

Key-words: Oxidativo Stress. 5-Fluorouracil. Docetaxel. Tamoxifeno. Ascorbic Acid. 

Saccharomyces cerevisiae. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os Radicais Livres são átomos, moléculas ou íons com elétrons desemparelhados, 

altamente instáveis e ativos em reações químicas, derivados de elemento como o oxigênio, 

que produz Espécies Reativas de Oxigênio (EROs), as quais em excesso, pode acarretar em 

danos oxidativos, alterações nas bases nitrogenadas ou, ainda, modificações de desoxirribose, 

podendo gerar danos como apoptose e mutações (CAROCHO; FERREIRA, 2013; 

MENDONÇA; CARIOCA; MAIA, 2014).  

O estresse oxidativo é caracterizado por essa produção excessiva de radicais livres e 

pela redução da capacidade do sistema de defesas antioxidantes endógeno (enzimático - 

Superóxido Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa Redutase, Catalase 

(CAT)); e não-enzimático - glutationa (GSH)) de ―lutar‖ contra o ataque oxidativo de 

biomoléculas, estando diretamente relacionado ao desenvolvimento de diversas patologias, 

pois alguns sistemas, como o sistema nervoso central, são extremamente sensíveis à danos por 

radicais livres, os quais promovem danos a tecidos e macromoléculas (lipídios, ácidos 

nucléicos e proteínas). Assim, participam do desenvolvimento de doenças neurodegenerativas 

(Parkinson e Alzheimer), cardiovasculares, disfunções imunes e endócrinas, danos renais e 

hepáticos, inflamações crônicas e até mesmo do câncer (BARBOSA et al., 2010; RAHAL et. 

al., 2014; PISOSCHI; POP, 2015). 

O Câncer (CA) é a patologia com maior frequência de óbitos pelo mundo devido a 

fatores moleculares altamente complexos, compreendidos entre a predisposição gênica e a 

influência do estilo de vida. Seu desenvolvimento está diretamente relacionado ao estresse 

oxidativo, através de três estágios: mutações - devido a produção de danos ao DNA, por meio 

de EROs; proliferação celular e diminuição da apoptose – onde EROs contribuem para 

expressão anormal de genes, modificando, assim, a comunicação entre células; e progressão – 

por meio de alterações no DNA provocadas muitas vezes por EROS, dando início a uma nova 

população celular (REUTER et al., 2010; D’ORAZIO, 2012; CHOUDHARI et al., 2014). 

 De acordo com o INCA (2015), em 2012 houve a ocorrência de 14,1 milhões de casos 

de CA no mundo, com um total de 8,2 milhões de óbitos. Estima-se que em 2030, a carga 

global de CA será de 21,4 milhões de novos casos e 13,2 milhões de óbitos. Dentre os tipos 

de CA, o Câncer de Mama (CM) é o segundo mais comum (correspondendo a 10% de todos 

os tipos de câncer em mulheres), e o quinto maior causador de morte no mundo, caracterizado 

por ser uma patologia heterogênea, com cerca de 20 subtipos morfológicos distintos e quatro 
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subtipos baseados na expressão gênica (JANSEN; BACKSTEIN; BROWN, 2014; 

KAWALEC; LOPUCH; MIKRUT, 2015). Para o Brasil, em 2016, são esperados 57.960 

casos novos de CM, com maior frequência nas mulheres das Regiões Sul (74,30/100 mil), 

Sudeste (68,08/100 mil), Centro-Oeste (55,87/100 mil) e Nordeste (38,74/100 mil) (INCA, 

2015).  

Seu tratamento é realizado por meio de vários tipos de terapias, dentre elas a 

quimioterapia, a qual observa-se uso de fármacos em associação, dentre eles o Docetaxel 

(DOCE), 5-Fluorouracil (5-FU) e o Tamoxifeno (TAMOX). O DOCE é utilizado 

principalmente para tratar a metástase celular, pois promove a interrupção do ciclo celular e 

posterior apoptose. O 5-FU impede o metabolismo celular de sintetizar metabolitos 

essenciais, levando a apoptose durante a divisão celular. O TAMOX, geralmente é empregado 

como terapia após o tratamento quimioterápico, por ser um modulador dos receptores de 

estrógeno, fazendo o mesmo competir com este hormônio, impedindo que ocorra a ligação 

nesses sítios que poderiam levar a uma proliferação celular (ALKEN; KELLY, 2013; ASARA 

et al, 2013; LIU et al., 2014). 

 Durante a quimioterapia, alguns pacientes oncológicos utilizam antioxidantes na dieta, 

para suprir déficits nutricionais decorrentes do tratamento. Dentre os antioxidantes 

consumidos, encontram-se as vitaminas, em especial, o ácido ascórbico (AA), conhecido 

popularmente por vitamina C, composto hidrofílico, com propriedades antioxidantes capazes 

de quelar radicais livres, protegendo a estrutura celular e mantendo a homeostase celular 

frente a agentes tóxicos (TORRES et al, 2008; AL-ASMARI et al., 2015). O AA também tem 

sido utilizado na prevenção CA, devido à estas propriedades antioxidantes que podem 

prevenir a oxidação que induz a apoptose. Entretanto, estudos apontam que doses altas de AA 

podem aumentar a produção de ATP (gerado pelas mitocôndrias) induzindo apoptose em 

linhagens de células tumorais, por via pró-oxidante (GONZÁLEZ et al., 2010; GUERRIERO 

et al., 2014). 

 Essas controvérsias sobre o uso do AA durante o tratamento ou prevenção do CA, 

surge a necessidade de novos estudos para a compreensão deste tema. A utilização de modelo 

biológicos têm sido amplamente adotada, por permitir a superação de restrições éticas e 

experimentais relacionadas à forma de vida alvo, uma vez que tais modelos representam uma 

ampla classe de seres vivos, em termos de processos biológicos. Dentre estes modelos, 

encontra-se as leveduras Sacchamomyces cerevisiae (S. cerevisiae), amplamente utilizadas em 

estudos de estresse oxidativo, por possuírem um sistema eucariótico celular com metabolismo 

semelhante ao de eucariotos superiores (SOARES, 2005; KARATHIA et al., 2010). Por se 
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tratar de células eucarióticas, estudos de genotoxicidade e danos ao DNA podem ser 

desenvolvidos por meio do Ensaio Cometa (Single Cell Gel Electrophoresis) capaz de 

detectar quebras de fita simples e dupla no DNA nesses modelos (GUNASEKARANA; RAJ; 

CHAND, 2015). O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos modulatórios do Ácido 

Ascórbico frente aos danos oxidativos e genotóxicos induzidos pelo 5-Fluorouracil, Docetaxel 

e Tamoxifeno em linhagens de S. cerevisiae, proficiente e mutadas em defesas antioxidantes. 
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2. METODOLOGIA 

 

2.1 Químicos e suas diluições 

 

 As drogas utilizadas no estudo foram: 1) Fluorouracila (Eurofarma), solução injetável 

de 25 mg/mL, diluído em salina estéril até a concentração final de 20 µg/mL ; 2) Docetaxel 

tri-hidratado (Eurofarma), solução injetável de 20 µg/mL, diluído em salina (0,9%) estéril até 

a concentração final de 2 µg/mL; Citrato de Tamoxifeno (Eurofarma), comprimido de 20 mg, 

diluído em solução salina (0,9 %) com Dimetilsulfóxido (DMSO) a 10%, até a concentração 

final de 20 µg/mL; e Ácido L(+) Ascórbico P.A. (Dinâmica Ltda.), diluído em tampão fosfato 

estéril até a concentração final de 50 µmol. Como controle positivo foi utilizado peróxido de 

hidrogênio (H2O2) 10 mM, e como controle negativo salina estéril (0,9%).  

 

2.2 Teste do disco central em linhagens de Saccharomyces cerevisiae 

 

O teste foi aplicado de acordo com Oliveira et al. (2008). As linhagens de S. cerevisiae 

utilizadas no ensaio de atividade oxidante com seus genótipos relevantes estão apresentadas 

na Tabela 1. A linhagem EG118 é defectiva no sistema enzimático que envolve a enzima 

superóxido dismutase citoplasmática (CuZnSOD - produto do gene SOD1), enquanto a 

EG110 apresenta mutação na SOD mitocondrial (MnSOD - produto do gene SOD2); EG133 é 

o duplo mutante, defectivo para SOD1 e SOD2; EG103 corresponde à linhagem selvagem, 

portanto proficiente nestas enzimas; EG223 defectiva na enzima catalase (Cat1); e a linhagem 

duplo mutante EG, defectiva para Sod1Cat1.  

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 

estacionária, de acordo com Oliveira e colaboradores (2014). As células em suspensão foram 

semeadas a partir do centro para a margem de uma placa de Petri em um ciclo contínuo, para 

ambos os lados da placa, contendo no centro um disco de papel filtro estéril. Neste, foram 

adicionados 100 μL totais dos antineoplásicos (Tamoxifeno – 20 µg/mL; 5-Fluorouracil – 20 

µg/mL; Docetaxel – 2 µg/mL) isolados, dissolvidos em salina (0,9%) estéril, e em associação 

com AA (50 µmol), diluído em tampão fosfato, o qual foi administrado no momento (co-

tratamento) e 8 horas após a administração dos tratamentos (período correspondente à meia-

vida das drogas). Tratamentos descritos na Figura 1. Após 48h de incubação em estufa a 
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34ºC, foram mensurados os halos de inibição do crescimento. A inibição do crescimento 

leveduriforme foi medida em milímetros, desde a margem do disco de papel-filtro para o 

início do crescimento celular. Os valores podem variar de 0 mm (crescimento completo) a 40 

mm (ausência de crescimento), para o tamanho da placa de Petri. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata.  

 

Tabela 1. Descrição das linhagens de S. cerevisiae utilizadas no estudo. 

Descrição Genótipo Origem 

EG103 (SODWT) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+ Edith Gralla, L Angeles 

EG118 (Sod1∆) sod1::URA3 all other markers as EG103 Edith Gralla, L Angeles 

EG110 (Sod2∆) sod2::TRP1 all other markers as EG103 Edith Gralla, L Angeles 

EG133 

(Sod1∆Sod2∆) 

sod1::URA3 sod2::TRP1 double mutant all other 

markers as EG103 
Edith Gralla, L Angeles 

EG223 (Cat1∆) EG103, except cat1: TRP1 Edith Gralla, L Angeles 

EG (Sod1∆Cat1∆) EG103, except sod1:: URA3 and cat1:: TRP1 Edith Gralla, L Angeles 

 

 

Figura 1 – Grupos de tratamentos utilizados no estudo 
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2.3 Ensaio Cometa em linhagens de Saccharomyces 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 

estacionária, de acordo com Oliveira e colaboradores (2014). Foi realizada uma contagem 

celular, onde a concentração celular final para a cultura em meio líquido foi ajustada a 0.5 x 

10
6
 células/mL. Assim, as células foram semeadas em 1 mL de meio para cada respectiva 

linhagem e tratamento, conforme descrito anteriormente no item 2.2, entretanto, os 

tratamentos com AA foram realizados apenas em co-tratamento (0h). Após 48h de incubação 

em estufa a 34ºC, realizou-se a versão alcalina do ensaio cometa, conforme descrito por Silva 

e colaboradores (2016), com adaptações. Onde 10 l das amostras foram misturadas com uma 

fina camada de agarose ―low melting‖ 0,75% (95 l) e colocadas sobre lâminas pré-cobertas 

com agarose normal a 1,5%; estas lâminas foram mergulhadas em uma solução de lise (2,5 M 

NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adição de 1% Triton X-100 e 10% DMSO 

na hora do uso), por no mínimo 1 hora até no máximo 72 horas a 4
o
C, para o rompimento das 

membranas celulares. A lise celular permite a migração dos fragmentos de DNA realizada 

após a incubação das lâminas em tampão alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) 

por 20 minutos e subsequente aplicação de uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 

V/cm) por 15 minutos nas células lisadas sobre as lâminas para microscopia em uma cuba de 

eletroforese de DNA. As lâminas foram neutralizadas logo após a eletroforese com tampão 

Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com Giemsa (OSIPOV et al., 2014). Os resultados foram 

expressos em índice de danos (ID) e frequência de danos (FD). O ID foi obtido pela avaliação 

visual das classes de dano (de 0 a 4), extraindo-se um índice que expressa o dano geral sofrido 

por uma população de células (50 células por lâmina em duplicata), os núcleos intactos 

aparecem redondos (classe 0 – sem danos), já nas células lesadas, o DNA migra do núcleo em 

direção ao ânodo, durante a eletroforese, mostrando uma ―cauda‖ de fragmentos 

sedimentados, semelhante a um cometa e são classificados entre classes um (dano mínimo) a 

quatro (dano máximo). A FD foi calculada baseada no número de células sem cauda (dano 0) 

menos 100. 
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2.4 Cálculo do percentual de modulação do ácido ascórbico frente aos danos induzidos 

por drogas antineoplásicas 

 

Após calculada a estatística dos testes em S. cerevisiae, foram calculados os valores do 

percentual de modulação (%M) do AA nos danos induzidos pelos antineoplásicos associados 

entre si, bem como com o ácido ascórbico, através da 

seguinte fórmula: 

 

 

Onde, ―A‖ representa os valores dos danos provocados pelos antineoplásicos e suas 

associações, e ―B+AA‖ representa os valores dos antineoplásicos associados ao ácido 

ascórbico. 

 

2.5 Análise Estatística 

 

Os resultados que obedeceram a uma distribuição paramétrica foram analisados pela 

Análise de Variância (ANOVA), com teste de Bonferroni como post hoc test, através do 

programa GraphPad Prism versão 6.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego 

California USA, Copyright©. Significância para P<0,05. Os dados não paramétricos 

(percentagens) foram analisados por meio do teste qui-quadrado.  

 %M = (A-(B+AA))/A*100 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Avaliação do potencial oxidativo do 5-Fluorouracil, Docetaxel e Tamoxifeno e 

percentual de modulação do Ácido Ascórbico frente aos danos oxidativos induzidos 

pelas drogas em linhagens de Saccharomyces cerevisiae 

 

A levedura Saccharomyces cerevisiae é amplamente utilizada para o estudo de 

mecanismos de proteção celular contra Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) (WU et al., 

2011). Os resultados da avaliação do potencial oxidativo do 5-Fluorouracil, Docetaxel e 

Tamoxifeno em S. cerevisiae, apontam que todas as drogas induziram danos oxidativos 

significantes (p<0,0001) em todas as linhagens testadas, quando comparados ao controle 

negativo (Tabela 2 e 3). 

O ácido ascórbico em associação com os antineoplásicos apresentou significantes 

(p<0,05) efeitos modulatórios para a maioria das linhagens, exceto para Sod1ΔSod2Δ.  O AA 

modulou em 45% e 42 % os danos oxidativos induzidos pelo 5-FU em co-tratamento e em 

pós-tratamento na linhagem SODWT, respectivamente. Na linhagem Sod1Δ a modulação do 

AA foi de 55% em co-tratamento e 51% em pós-tratamento frente a oxidação do 5-FU 

(Figura 2A). A Sod1 (citoplasmática) é responsável por proteger as mitocôndrias contra H2O2 

durante os processos de respiração celular; enquanto que Sod2 (mitocondrial) constitui a 

principal enzima responsável por remover íons superóxido do citoplasma. Prontamente, a 

catalase (Cat) degrada peróxido de hidrogênio em água e oxigênio (HÖFERL et al., 2014; 

GAMERO-SANDEMETRIO; GÓMEZ-PASTOR; MATALLANA, 2014). Em relação à 

linhagem Cat1Δ, foi evidenciada que o AA modulou danos oxidativos com percentual de 64% 

em co-tratamento para 5-FU (Figura 3A). O 5-FU é um quimioterápico com meia-vida entre 

de 10 à 20 minutos, que atua pela inibição de processos biossintéticos essenciais, dificultando 

o crescimento celular pela inibição da timidilato sintetase, impedindo desta forma, a 

transcrição de DNA e translação de RNA, além de se incorporar nestas macromoléculas, 

inibindo suas funções normais, levando, assim, a apoptose e a citotoxicidade (ZHANG et al., 

2012; ASARA et al, 2013; LI et al., 2015).
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Tabela 2 – Avaliação do potencial oxidativo da associação do ácido ascórbico com 5-Fluorouracil, Docetaxel e suas associações em linhagens 

de S. cerevisiae. Os valores correspondem a Média ± Desvio padrão das medidas dos halos de inibição de crescimento das linhagens. ANOVA, 

two-way, pós-teste de Bonferroni. *p<0,05, **p<0,001,***p<0,0001. a: comparado a salina; b: comparado a 5-FU; c: comparado a Doce+AA; 

d: comparado a 5-FU+Doce; Doce: Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); AA: Ácido Ascórbico (50 µmol); H2O2: Peróxido 

de Hidrogênio (10 mM); 0h: co-tratamento; 8h: após 8h; 

 
Grupos SODWT Sod1Δ Sod2Δ Sod1ΔSod2Δ Cat1Δ Sod1ΔCat1Δ 

Salina 0,9% 1,75 ± 1,25 0,75 ± 0,95 0,50 ± 0,57 0,75 ± 0,95 0,50 ± 0,35 0,50 ± 0,57 

H2O2 35,0 ± 3,55
***a

 33,2 ± 0,50
***a

 33,7 ± 0,95
***a

 14,5 ± 12,08
***a

 28,25 ± 4,59
***a

 30,5 ± 1,91
***a

 

5-FU 30,0 ± 4,32
***a

 30,0 ± 4,23
***a

 35,5 ± 4,04
*a

 32,7 ± 0,95
**a

 27,7 ± 1,70
***a

 30,7 ± 1,50
***a

 

5-FU + AA (0h) 16,5 ± 1,91
**b

 13,2 ± 3,94
***b

 24,5 ± 4,79 32,5 ± 2,08 9,75 ± 0,95
***b

 27,5 ± 3,10 

5-FU + AA (8h) 17,2 ± 7,08
**b

 14,5 ± 3,69
***b

 24,2 ± 5,67 31,5 ± 2,38 25,5 ± 5,50 32,5 ± 3,10 

Doce 29,8 ± 8,66
**a

 33,5 ± 1,29
***a

 35,5 ± 2,38
*a

 32,0 ± 1,63
**a

 23,7 ± 4,19
***a

 23,7 ± 4,11
***a

 

Doce + AA (0h) 21,1 ± 3,71 12,2 ± 2,06
***c

 35,0 ± 0,81 31,0 ± 3,36 8,5 ± 2,64
***c

 6,75 ± 3,94
***c

 

Doce + AA (8h) 16,2 ± 4,24 9,0 ± 2,58
***c

 10,2 ± 6,85
***c

 28,5 ± 3,10 13,0 ± 2,58
**c

 8,75 ± 4,78
***c

 

5-FU + Doce 37,5 ± 1,29
***a

 37,5 ± 1,29
***a

 36,2 ± 2,63
***a

 32,0 ± 1,63
***a

 26,2 ± 2,06
**a

 23,7 ± 4,11
***a

 

5-FU + Doce + AA (0h) 33,5 ± 2,38 12,0 ± 2,16
***d

 32,7 ± 3,59 21,7 ± 6,02
**d

 17,5 ± 2,08
*d

 20,5 ± 4,20 

5-FU + Doce + AA (8h) 23,0 ± 4,96
***d

 12,5 ± 2,64
***d

 10,5 ± 2,08
***d

 26,7 ± 3,86 20,7 ± 4,42 23,5 ± 2,64 
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Tabela 3 – Avaliação do potencial oxidativo da associação do ácido ascórbico com Tamoxifeno, 5-Fluorouracil, Docetaxel e suas associações 

em linhagens de S. cerevisiae. Os valores correspondem a Média ± Desvio padrão das medidas dos halos de inibição de crescimento das 

linhagens. ANOVA, two-way, pós-teste de Bonferroni. *p<0,05, **p<0,001,***p<0,0001. a: comparado a salina; b: comparado a Tamox; c: 

comparado a Tamox+5-FU; d: comparado a Tamox+Doce; e: comparado a Tamox+Doce+5-FU; Tamox: Tamoxifeno (20 µg/mL); Doce: 

Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); AA: Ácido Ascórbico (50 µmol); H2O2: Peróxido de Hidrogênio (10 mM); 0h: co-

tratamento; 8h: após 8h; 

 
Grupos SODWT Sod1Δ Sod2Δ Sod1ΔSod2Δ Cat1Δ Sod1ΔCat1Δ 

Salina 0,9% 1,75 ± 1,25 0,75 ± 0,95 0,50 ± 0,57 0,75 ± 0,95 0,50 ± 0,35 0,50 ± 0,57 

H2O2 35,0 ± 3,55
***a

 33,2 ± 0,50
***a

 33,7 ± 0,95
***a

 14,5 ± 12,08
***a

 28,25 ± 4,59
***a

 30,5 ± 1,91
***a

 

Tamox 30,7 ± 5,67
***a

 30,5 ± 2,51
***a

 22,5 ± 2,08
***a

 20,7 ± 7,67
***a

 23,0 ± 6,48
***a

 21,2 ± 4,57
*a

 

Tamox + AA (0h) 22,7 ± 2,21 31,0 ± 4,83 14,2 ± 2,06
***b

 15,0 ± 6,67 17,5 ± 4,93 15,2 ± 10,08 

Tamox + AA (8h) 17,2 ± 4,42
**b

 17,7 ± 7,36
**b

 14,7 ± 1,255
***b

 17,2 ± 5,56 13,5 ± 3,00
*b

 15,7 ± 7,80 

Tamox + 5-FU 24,0 ± 4,24
***a

 23,7 ± 14,06
**a

 18,2 ± 4,64
***a

 31,0 ± 2,94
***a

 26,5 ± 0,35
**a

 27,2 ± 6,60
***a

 

Tamox + 5-FU + AA (0h) 24,7 ± 4,99 31,0 ± 4,83 11,0 ± 4,76 21,5 ± 5,26
*c

 19,0 ± 2,12 15,2 ± 7,22 

Tamox + 5-FU + AA (8h) 18,2 ± 4,64 22,7 ± 12,28 18,5 ± 2,38 21,0 ± 5,22
*c

 16,2 ± 5,65 26,0 ± 7,43 

Tamox + Doce 18,7 ± 7,08
**a

 35,0 ± 0,0
***a

 27,0 ± 6,00
***a

 27,5 ± 10,47
***a

 22,5 ± 6,02
***a

 24,5 ± 6,65
***a

 

Tamox + Doce + AA (0h) 15,5 ± 5,80 15,5 ± 4,43
***d

 13,0 ± 7,39
*d

 16,5 ± 0,57 8,7 ± 1,89
**d

 11,7 ± 6,13
**d

 

Tamox + Doce + AA (8h) 17,2 ± 1,70 18,7 ± 4,78
***d

 16,2 ± 5,62
*d

 11,5 ± 5,80
*d

 9,0 ± 2,94
**d

 9,75 ± 1,70
**d

 

Tamox + Doce + 5-FU 34,7 ± 1,25
***a

 26,5 ± 11,90
**a

 31,2 ± 3,59
***a

 14,5 ± 2,64
***a

 22,0 ± 2,94
***a

 13,2 ± 7,54
**a

 

Tamox + Doce + 5-FU + AA (0h) 20,7 ± 2,87
***e

 20,7 ± 5,12 22,5 ± 2,08 13,7 ± 1,50 8,7 ± 3,86
***e

 13,2 ± 1,89 

Tamox + Doce + 5-FU + AA (8h) 23,2 ± 4,64
***e

 20,5 ± 9,39 23,5 ± 6,55 14,7 ± 1,70 16,2 ± 3,40 12,0 ± 2,44 
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Figura 2 – Percentual de modulação (%M) do Ácido Ascórbico nos danos induzidos pelos antineoplásicos nas 

linhagens SODWT, SOD1, SOD2 e SOD1SOD2 de Saccharomyces cerevisiae. A – Tamox+AA; Doce+AA e 5-

FU+AA; B – Tamox+5-FU+Doce+AA; Tamox+Doce+AA; Tamox+5-FU+AA e 5-FU+Doce+AA. Percentual 

de modulação calculado pela fórmula %M = (A-(B+AA))/A*100; Tamox: Tamoxifeno (20 µg/mL); Doce: 

Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); AA: Ácido Ascórbico (50 µmol). 

 

  
 

Figura 3 – Percentual de modulação (%M) do Ácido Ascórbico nos danos induzidos pelos antineoplásicos nas 

linhagens CAT e SOD1CAT1 de Saccharomyces cerevisiae. A – Tamox+AA; Doce+AA e 5-FU+AA; B – 

Tamox+5-FU+Doce+AA; Tamox+Doce+AA; Tamox+5-FU+AA e 5-FU+Doce+AA. Percentual de modulação 

calculado pela fórmula %M = (A-(B+AA))/A*100; Tamox: Tamoxifeno (20 µg/mL); Doce: Docetaxel (2 

µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); AA: Ácido Ascórbico (50 µmol). 
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Existem relatos do estresse oxidativo induzido pelo 5-FU em medula óssea de ratos, 

indicando que seu uso pode estar relacionado à mielosupressão em ratos (NUMAZAWA et 

al., 2010). Lamberti e colaboradores (2012), relacionaram o estresse oxidativo gerado pelo 5-

FU com o desenvolvimento de cardiotoxicidade em ratos. E García e colaboradores (2011) 

demonstraram que o 5-FU promoveu a ativação de uma proteína quinase (PKR) por meio de 

uma via p53- independente, induzindo apoptose em células de câncer de cólon e de mama. 

De forma similar ao observado para o 5-FU, o DOCE também causou danos 

oxidativos em S. cerevisiae, mas esses efeitos foram modulados pelo AA em 63% em co-

tratamento e 73% em pós-tratamento para a Sod1Δ e para Sod2Δ, foi verificado modulação de 

70% de modulação do DOCE, em pós-tratamento (Figura 2A). O DOCE induz estresse 

oxidativo, podendo provocar disfunções endoteliais, através da modulação da proteina C 

quinase, e que o polimorfismo no gene codificante da Glutationa-s-transferase, enzima 

envolvida na resposta ao estresse oxidativo, pode estar relacionado às toxicidades 

neurológicas induzidas pelo DOCE (TABACZAR et al., 2012; FREDERIKS et al., 2015; 

HUNG et al., 2015).  

O DOCE é um taxano semi-sintético, com meia-vida de 4 minutos à 11:01 horas, que 

apresenta atividade sobre tumores sólidos metastáticos que são resistentes ao tratamento com 

Paclitaxel, e possui como mecanismo de ação antineoplásica a interferência da dinâmica dos 

microtúbulos (polimerização e despolimerização). Desta forma, ocorre a interrupção do ciclo 

celular, causando senescência e apoptose, além de alterar a expressão e fosforilação de 

proteínas da família Bcl-12, induzindo apoptose (ALKEN; KELLY, 2013; QU et al., 2014; 

MONTERO et al., 2015).  

O TAMOX é uma droga anti-estrogênica, com meia-vida de 4 à 7 horas, aprovado em 

1977 pela Food and Drug Administration (FDA) como agente supressor de estrógeno para 

tratar câncer de mama, utilizado na prevenção de mulheres com alto risco de CM, como 

terapia adjuvante, depois do tratamento primário, e para o tratamento de carcinoma ductal in 

situ (LUM et al., 2013; YANG et al., 2013). Em associação com os antineoplásicos na terapia 

do câncer para ampliar a ação antitumoral dos antineoplásicos (SINGH; PRUDENCE; 

MICHAEL, 2011).  

No presente estudo a exemplo do 5FU e do DOCE, O TAMOX induziu danos 

oxidativos nas linhagens de S. cerevisiae testadas, mas a oxidação pode ser modulada em AA 

em pós-tratamento (56%) na linhagem mutada para a superóxido dismutase mitocondrial 

(Sod2Δ) e em pós-tratamento com percentuais de 56%, 53%, 34% para a SODWT, e Sod1Δ e 

Sod2Δ. O AA não interferiu nos danos do TAMOX nas linhagens mutadas para catalase 
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(Figura 2A). González e colaboradores (2010) relatam que em baixas concentrações o AA 

apresenta papel antioxidante e pode prevenir a oxidação que induz apoptose, contudo, uma 

alta concentração de AA pode aumentar a produção de ATP (gerado pelas mitocôndrias) 

induzindo apoptose em linhagens de células tumorais, por via pró-oxidante.  

Apoptose é um processo de morte celular caracterizado por mudanças morfológicas e 

bioquímicas, tais como condensação da cromatina, fragmentação nuclear e quebra do DNA, 

redução do volume celular, ativação de caspase, desnaturação de proteínas e modificações na 

estrutura das membranas, de importância no controle do crescimento celular, que pode ocorrer 

em condições fisiológicas ou patológicas. As condições fisiológicas incluem morte celular de 

células senescentes para involução fisiológica de tecidos, como o endométrio. E as condições 

patológicas estão relacionadas à morte induzida por células T citotóxicas do processo imune, 

vírus, radiações, hipóxia, e terapia com drogas anticancerígenas (GRIVICICH, REGNER, 

ROCHA, 2007; WONG, 2011; KOFF; RAMACHADIRAN; BERNAL-MIZEACHI, 2014).  

Nass e colaboradores (2015) observaram que o TAMOX induziu danos oxidativos em 

tumores resistentes ou sensíveis à esta droga, e que a expressão de enzimas antioxidantes 

(SOD, catalase, GST) aumentou, ao mesmo tempo que a peroxidação lipídica reduziu, no 

entanto, foi evidenciada a redução do conteúdo de glutationa nos tumores. O AA, ou 

ascorbato, popularmente conhecido como vitamina C, é uma importante vitamina hidrofílica 

com propriedades antioxidantes e oxiredutoras de grande importância, a qual protege contra o 

estresse oxidativo, por sequestro de EROs, além de apresentar papel na sintase endotelial para 

o óxido nítrico e na regulação da pressão sanguínea (TRABER; ETEVENS, 2011; 

CAROCHO; FERREIRA, 2013). 

Cabe enfatizar que o TAMOX é eficaz para pacientes com receptor de estrogênio 

positivo (ER
+
) e doença recorrente, como também, na terapia quimiopreventiva para mulheres 

com um alto risco de metástase de câncer de mama ER+, e tem como mecanismo de ação a 

inibição competitiva do receptor de estrogênio, que leva à inibição de genes reguladores de 

estrogênio, impedindo a proliferação de células tumorais, e a consequente progressão da 

doença, além de induzir apoptose de câncer receptor de estrogênio negativo (ER
-
), por meio 

do aumento do status oxidativo celular, da inibição de proteína C quinase (PKC) (SINGH; 

PRUDENCE; MICHAEL, 2011; RADIN; PATEL, 2016).  

Melo e colaboradores (2011) relatam que o tamoxifeno causa danos oxidativos ao 

DNA, induzindo quebras na estrutura da molécula e a oxidação de purinas e pirimidinas, 

entretanto, tais danos podem ser reduzidos por substâncias antioxidantes, protegendo as 

células contra tais danos. Os antioxidantes são muito utilizados no prevenção e tratamento 
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câncer. Terapias com doses intravenosas de AA têm sido utilizadas no tratamento do câncer, e 

estudos tem demonstrado que tratamentos com doses intravenosas elevadas de AA podem 

reduzir inflamação em pacientes com câncer, por meio da redução de proteína C-reativa e de 

citocinas pró-inflamatórias, entretanto, esta suplementação pode ser perigosa, pois ao mesmo 

tempo em que eles diminuem os níveis de EROs, eles também podem inibir a apoptose 

induzida por EROs (MIKIROVA et al, 2012; FU et al., 2014).  

A terapia neoadjuvante de docetaxel com capecitabina, com a utilização do 

tamoxifeno após a quimioterapia, no tratamento de câncer de mama HER2
-
, têm demonstrado 

uma modesta melhora no tratamento, aumentando o índice de resposta patológica completa. 

Contudo, a combinação de 3 ciclos de ciclofosfamida+metotrexato+5-FU, seguida de 

tamoxifeno, não é eficaz em pacientes pós-menopausa com câncer de mama node-negativo 

ER
+
, mas altamente efetiva em câncer de mama ER

-
 (AEBI et al., 2011; ZELNAK et al., 

2013).  

Assim como no tratamento com Tamoxifeno, onde a suplementação com AA causou 

efeito protetor, em linhagens celulares de CM, contra a peroxidação lipídica e citotoxicidade, 

induzida pelo Tamoxifeno, propondo o efeito modulatório do AA no tratamento com 

Tamoxifeno, implicando que essa suplementação pode possuir efeitos adversos em pacientes 

oncológicos (SUBRAMANI et al., 2014). Cha e colaboradores (2013) verificam o efeito 

modulatório da suplementação de AA, em camundongos deficientes de AA com CM e 

melanoma, a qual inibiu o crescimento tumoral, metástase e a secreção de citocinas 

inflamatórias, sugerindo que a agressividade tumoral pode estar relacionada à baixas 

concentrações de AA. 

Corroborando com os resultados obtidos na avalição dos efeitos oxidativos do 5FU, 

DOCE e TAMOX, bem como para os efeitos do AA na modulação dos danos oxidativos em 

linhagens de S. cerevisiae proficientes e mutadas em defesas enzimáticas, a associação entre 

esses antineoplásicos e os efeitos do AA foram similares. Os resultados da avaliação do 

potencial oxidativo das associações de 5-FU, Docetaxel e Tamoxifeno, em S. cerevisiae, 

apontam que todas as associações dos antineoplásicos induziram danos oxidativos 

significantes (p<0,0001) em todas as linhagens testadas, quando comparados ao controle 

negativo. Contudo, quando associado ao ácido ascórbico, essas associações de 

antineoplásicos, apresentarem efeitos modulatórios significantes (p<0,05) nas linhagens 

(Figura 2A e 3A).  

Amin e colaboradores (2012) relatam que a associação do 5-FU à doxorrubicina e 

ciclofosfamida, provoca um aumento da peroxidação da membrana de fosfolipídios das 
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células, aumentando a toxicidade e levando ao desenvolvimento de patologias, como 

problemas cardíacos, limitando a sua utilização. Sua associação com a cisplatina é utilizada 

no tratamento de câncer de estômago e esôfago, porém a cisplatina possui diversos efeitos 

colaterais, como náuseas e vômitos. Com isso, estudos foram realizados combinando o Doce à 

essa associação, os quais obtiveram benefícios significantes na qualidade de vida dos 

pacientes, quando comparado à associação da cisplatina com 5-FU (LIM et al., 2010; 

TANAKA et al., 2010; KOIZUMI et al., 2014). 

 O AA na linhagem SODWT modulou os danos oxidativos da associação 5-

FU+DOCE em 58% e para TAMOX+DOCE+5-FU em 33%, em pós-tratamento. Para a 

linhagem Sod1Δ foi verificada modulação de 68% co-tratamento e 66% pós-tratamentos para 

Tamox+5-FU+AA; e 55% em co-tratamento e 46% em pós-tratamento para 

Tamox+Doce+AA, quando comparado às associações sem ácido ascórbico.  Em Sod2Δ foi 

evidenciada modulação de 70% pós-tratamento para 5-FU+DOCE+AA. Em Sod1ΔSod2Δ foi 

observada modulação de 32% em co-tratamento para 5-FU+DOCE+AA; e 30% em co-

tratamento e 32% em pós-tratamento para TAMOX+5-FU+AA, quando comparado às 

associações sem ácido ascórbico (Figura 2B). Em Cat1Δ foi verificada modulação de 33% 

em co-tratamento para Tamox+5-FU; 61% em co-tratamento e 60% em pós-tratamento para 

TAMOX+DOCE+AA; e 60% em co-tratamento para TAMOX+DOCE+5-FU+AA, quando 

comparado às associações sem ácido ascórbico. E Em Sod1ΔCat1Δ foi evidenciada 

modulação de 52% em co-tratamento e 60% em pós-tratamento para TAMOX+DOCE+AA, 

quando comparado à associação sem ácido ascórbico (Figura 3B). 

Corroborando com os resultados obtidos neste estudo, onde foram observados efeitos 

oxidativos significantes induzidos pelo 5-FU, DOCE, TAMOX e suas associações, nas 

linhagens utilizadas de S. cerevisiae,, os antineoplásicos exercem seus efeitos através da 

indução de estresse oxidativo, via o sistema xantina - xantina oxidase, nas mitocôndrias e 

NADPH oxidase, causando uma citotoxicidade mediada por EROs. As mitocôndrias podem 

ter papel principal na progressão tumoral, pois geram ATP, que tem importância para a 

regulação de apoptose, produção e regulação de espécies reativas de oxigênio (GONZÁLEZ 

et al., 2010; MAHBOOB et al., 2012; PREDDY, 2014). Entretanto, Pieniążek e colaboradores 

(2013) relatam que a associação de taxanos (placitaxel ou docetaxel) com doxorrubicina, 

induz aumento de estresse oxidativo em fígados de ratas, em comparação às drogas sozinhas, 

sugerindo um modo de ação pró-oxidante sinérgico. 

Os dado apontam modulação significante (p<0,05) nas diferentes linhagens, tanto para 

co- quanto para pós-tratamento. Alguns estudos corroboram com os achados. Al-Asmari e 
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colaboradores (2015) observaram que a suplementação de AA no tratamento com 5-FU em 

ratas, apresentou atenuação na peroxidação lipídica e atividade da mieloperoxidase, induzida 

pelo 5-FU, e ativação de NF-κB e expressão de COX-2, sugerindo que o AA modulou o 

estresse oxidativo induzido pelo 5-FU.  

Os antioxidantes são definidos como qualquer substância que previne, retarda ou 

remove danos oxidativos em moléculas alvo, podendo ter origem enzimática, como as 

enzimas Superóxido Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa Redutase, 

Catalase (CAT)); e não-enzimática, como flavonoides, minerias, fenóis, carotenóides e 

vitaminas (A, C, E e K). Substâncias antioxidantes agem por meio de uma combinação de 

mecanismos, promovendo a remoção de espécies reativas do oxigênio do meio celular, 

realizando a varredura das EROS e sequestro de metais catalizadores na formação de radicais 

livres, além de induzirem a geração de antioxidantes endógenos (BREWER, 2011). 

Entretanto, Frömberg e colaboradores (2011) verificaram que o potencial redox do AA 

apresentou efeitos terapêuticos em linhagens de câncer de próstata tratadas com DOCE, 5-FU, 

Epirubucina e Irinotecan, por meio de mecanismos extracelulares, indução de apoptose e 

efeito anti-proliferativo pela interrupção do ciclo celular. 

 

3.2 Avaliação genotóxica do 5-Fluorouracil, Docetaxel e Tamoxifeno e percentual de 

modulação do Ácido Ascórbico frente aos danos genotóxicos induzidos pelos 

antineoplásicos em linhagens de Saccharomyces cerevisiae 

 

3.2.1 Efeitos antigenotóxicos do AA frente aos danos ao DNA de Saccharomyces cerevisiae, 

proficiente em superóxido dismutase, induzidos por 5-Fluorouracil, Docetaxel e Tamoxifeno 

 

 Os antineoplásicos 5-FU, DOCE e TAMOX induziram genotoxicidade (P<0,05) na 

linhagem de S. cerevisiae proficiente em superóxido dismutase quando comparado com o 

grupo sem tratamento. Como observado esses antineoplásicos induziram danos oxidativos 

pelo aumento do ID e FD nessa linhagem, que podem ser evidenciados no teste cometa na sua 

versão alcalina (GOMES JÚNIOR et al., 2015). Entretanto, os danos genotóxicos foram 

modulados de forma significante no co-tratamento com AA para o DOCE (ID - 42,5% e FD – 

39,1%) e o TAMOX (ID - 51,4% e FD – 50%) (Figura 4 e 5), demonstrando ação 

antigenotóxica do AA.  
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Figura 4 – Índice de Danos induzidos pelos antineoplásicos e suas associações com Ácido 

Ascórbico em células de S. cerevisiae. ANOVA two-way, pós-teste de Bonferroni. Valores 

significantes (Média ± Desvio Padrão) para *P<0,05. a: comparado a ST; b: comparado a 5-

FU; c: comparado a DOCE; e: 5-FU+DOCE. ST: grupo sem tratamento; DOCE: Docetaxel (2 

µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 µg/mL) AA: Ácido 

Ascórbico (50 µmol). 
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Figura 5 – Frequência de Danos induzidos pelos antineoplásicos e suas associações com 

Ácido Ascórbico em células de S. cerevisiae. ANOVA two-way, pós-teste de Bonferroni. 

Valores significantes (Média ± Desvio Padrão) para *P<0,05; **P<0,001; ***P<0,0001. a: 

comparado a ST; b: comparado a 5-FU; c: comparado a DOCE; d: comparado a TAMOX. ST: 

grupo sem tratamento; DOCE: Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); 

TAMOX: Tamoxifeno (20 µg/mL) AA: Ácido Ascórbico (50 µmol). 
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Há duas versões do teste cometa, a neutra e a alcalina. A versão neutra é considerada 

menos sensível, porque detecta apenas lesões de fita dupla de DNA. A alcalina detecta maior 

variedade de lesões de DNA, como quebra de fita simples, lesões de sítios alcalinos lábeis, 

locais de reparos incompletos e crosslinks (BRIANEZI, 2009). Essas lesões ao DNA 

detectadas por este teste, são oriundas de agentes mutagênicos que reagem com os átomos de 

oxigênio nas ligações fosfodiésteres do DNA (KASAI, 2016) e permanecem no material 

genético quando há defeitos maquinaria de reparo, a qual tem por função a manutenção da 

integridade do material genético por meio de diversos mecanismos, tais como indução de 

apoptose para eliminação de células lesadas, respostas transcricionais para promover a 

sobrevivência celular, tolerância dos danos ao DNA,  ativação de checkpoints de danos ao 

DNA durante o ciclo celular e iniciação do reparo do DNA (ABBOTTS; THOMPSON; 

MADHUSUDAN, 2014). 

 

3.2.2 Efeitos antigenotóxicos do AA frente aos danos ao DNA de Saccharomyces cerevisiae, 

proficiente em superóxido dismutase, induzidos pelas interações de drogas 

 

As interações 5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX induziram similares (P<0,05) efeitos 

genotóxicos pelo aumento do ID e FD na linhagem SODWT quando comparado ao grupo sem 

tratamento. Esses danos apontam que os efeitos oxidantes dos antineoplásicos podem ser 

relacionados com a genotoxicidade. Esses danos foram modulados pelo AA nas interações 5-
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FU+DOCE (ID - 43,5% e FD – 42,9%) e o 5-FU+TAMOX (ID - 37% e FD – 33,6%) (Figura 

6 e 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Índice de Danos induzidos pelas interações dos antineoplásicos e suas associações 

com Ácido Ascórbico em células de S. cerevisiae. ANOVA two-way, pós-teste de Bonferroni. 

Valores significantes (Média ± Desvio Padrão) para *P<0,05. a: comparado a ST; b: 

comparado a 5-FU+DOCE; c: comparado a 5-FU+TAMOX. ST: grupo sem tratamento; 

DOCE: Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 

µg/mL) AA: Ácido Ascórbico (50 µmol). 

0
1
0
0

2
0
0

3
0
0

S e m  tr a ta m e n to

5 F U +  D O C E  

5 F U +  D O C E  + AA

5 F U +  T AM O X  

5 F U +  T AM O X + AA 

Ín d ic e  d e  D a n o s

3 9 ,5  ±  1 3 ,4

2 3 0 ,0  ±  1 4 ,1  a

1 3 0 ,0  ±  1 4 ,1  a ,b

2 3 0 ,0  ±  2 8 ,2  a

1 4 5 ,0  ±  1 4 ,1  a ,c

 

Figura 7 – Frequência de Danos pelas interações dos antineoplásicos e suas associações com 

Ácido Ascórbico em células de S. cerevisiae. ANOVA two-way, pós-teste de Bonferroni. 

Valores significantes (Média ± Desvio Padrão) para *P<0,05. a: comparado a ST; b: 

comparado a 5-FU+DOCE; c: comparado a 5-FU+TAMOX. ST: grupo sem tratamento; 
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DOCE: Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 

µg/mL) AA: Ácido Ascórbico (50 µmol). 
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 Foi observada modulação do AA frente aos danos genotóxicos induzidos pelas 

interações dos antineoplásicos. O AA é um antioxidante altamente eficaz, que participa da 

neutralização de EROs, na ativação de genes envolvidos no reparo de DNA, modulação de 

danos ao DNA em células expostas a EROS in vitro e in vivo, demonstrando que a 

suplementação com AA pode ajudar a prevenir doenças resultantes de danos causados por 

radicais livres. Porém seu efeito farmacológico ainda é controverso, pois em doses elevadas, 

este composto inibe o crescimento de células neoplásicas, devido a sua ação pró-oxidante, a 

qual pode estar relacionada a regulação negativa de EROs dependente de fatores de 

transcrição SP, sendo comparável a observada em outras drogas antineoplásicas como o 

trióxido de arsênico (PATHI et al., 2011; KONTEK; KONTEK, GRZEGORCZYK, 2013). 

Há relatos sobre a ação genotóxica e pró-oxidante do AA, onde testes in vitro com linhagens 

celulares indicam que o AA, em baixas concentrações junto com íons de metais de transição, 

atua como pró-oxidante, agindo por meio da reação de Fenton, aumentando os danos ao DNA 

induzidos por EROs e estimulando a formação de radicais hidroxilas (KONTEK; KONTEK, 

GRZEGORCZYK, 2013).  
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4. CONCLUSÃO 

 

Os antineoplásicos 5FU, DOCE e TAMOX induzem danos oxidativos, como 

observado em S. cerevisiae proficientes e mutadas em defesas antioxidantes, para as enzimas 

superóxido dismutase citoplasmática e mitocondrial e para catalase. Entretanto, considerado a 

meia vida dos antineoplásicos o co-tratamento e o pós-tratamento com o AA pode interferir 

significantemente nos mecanismos de indução oxidativa que levam a apoptose, como efeito 

necessário para a ação antitumoral, com percentuais de modulação, em sua maioria acima de 

50%. Os dados sugerem que em células eucarióticas o AA pode interferir na ação antitumoral 

de antineoplásicos, especialmente em relação aos danos oxidativos ao DNA de S. cerevisiae, 

o que pode comprometer a eficácia do tratamento, especialmente durante o período de ação 

dos antineoplásicos. Também foi observado que os antineoplásicos isolados e em associações 

(5FU e DOCE; 5FU E TAMOX) induzem genotoxicidade na linhagem de S. cerevisiae 

proficiente em superóxido dismutase, por possíveis mecanismos oxidativos. Mas esses danos 

foram modulados pelo AA. Esses dados apontam que o AA teve ações antioxidantes e 

antigenotóxicas frente aos danos induzidos pelos antineoplásicos isolados e em associações. 

Assim apontamos a realização de outros testes não clínicos e clínicos para elucidar as 

interferências do AA durante terapias oncológicas. 
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RESUMO 

 

O tratamento do câncer envolve cirurgia, radioterapia, quimioterapia, 

endocrinoterapia, dentre outros. O Ácido Ascórbico (AA) tem sido utilizado no tratamento, 

demonstrando que sua suplementação vitamínica na dieta de pacientes oncológicos tem 

apresentado efeitos preventivos quanto ao acometimento de múltiplos tumores. O presente 

estudo teve por objetivo a avaliação da ação anticitotóxica, antigenotóxica e antimutagênica e 

do AA na modulação dos danos ao DNA induzidos pelo 5-Fluorouracil, Docetaxel e 

Tamoxifeno em Sarcoma 180 por meio dos testes cometa e de micronúcleo com bloqueio de 

citocinese (CBMN). O teste com o azul de Tripan apontou que o tratamento com as drogas, e 

suas interações, reduziu significantemente a viabilidade celular em relação ao grupo sem 

tratamento (ST), entretanto, o AA em associação com os antineoplásicos e suas interações 

apresentou significantes efeitos modulatórios. O índice de danos nucleares (IDN) dos 

antineoplásicos e interações foram mais baixos do que suas associações com AA em relação 

ao ST, entretanto, foi observada uma modulação significante (P<0,05) do AA no grupo 5-

FU+TAMOX+AA. Por meio do teste cometa foi observado aumento significante (P<0,05) do 

ID e nas células tratadas com 5-FU, DOCE, TAMOX, em relação a ST, assim como nas 

interações entre os antineoplásicos (5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX), entretanto, foi 

evidenciada uma modulação significante (P<0,05) do AA quando associado ao 5-FU (47,1%), 

DOCE (48,5%), TAMOX (41,6%) e 5-FU+DOCE+AA (41%). De forma semelhante ocorreu 

em FD, havendo modulação significante (P<0,05) do AA em 5-FU+TAMOX (31%). E por 

meio do CBMN foi evidenciado aumento significante (P<0,05) de brotos e pontes 

nucleoplasmáticas nas células tratadas com as drogas, com modulação significante do AA 

quando associado aos antineoplásicos reduzindo a quantidade de brotos (67,4%; 40% e 

38,5%) e pontes (60,9%; 48,2% e 44%), as interações apresentaram aumento significante de 

micronúcleos, pontes e brotos em relação ao ST, com modulação do AA na frequência de 

pontes (25,5% e 30%), e brotos (35,9% e 45,4%). Houve aumento significante de apoptoses 

nas células tratadas em relação ao ST, havendo modulação significante em 5-FU+AA 

(47,2%), DOCE+AA (37,4%), TAMOX+AA (42%), 5-FU+DOCE+AA (35,9%) e 5-

FU+TAMOX+AA (45,4%). Os dados apontaram que o AA na concentração de 50 µM tem 

efeitos anticitotóxicos, antigenotóxicos e antimutagênicos. Essas atividades do AA em 

Sarcoma 180 são de importância para outros estudos que apontem os riscos de interações 

entre o AA e os antineoplásicos para a eficácia de terapias oncológicas, especialmente durante 

a ação dos antineoplásicos frente a muitas controvérsias sobre o uso de antioxidante durante 

as terapias oncológicas. 
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ABSTRACT 

 

Cancer treatment involves surgery, radiotherapy, chemotherapy, endocrine therapy, 

among others. Ascorbic Acid (AA) has been used in treatment, demonstrating that its vitamin 

supplementation in diet of cancer patients has shown preventive effects regarding the 

involvement of multiple tumors. The aim of the present study was to evaluate the 

anticitotoxic, antigenotoxic and antimutagenic action of AA in modulation of DNA damage 

induced by 5-Fluorouracil, Docetaxel and Tamoxifen in Sarcoma 180 by comet and 

cytokinesis-block micronucleus tests (CBMN). The test with blue of Tripan pointed out that 

the treatment with the drugs, and their interactions, significantly reduced cell viability in 

relation to untreated group (UT), however, the AA in association with antineoplastic 

interactions presented significant modulatory effects. Nuclear damage index (IDN) of 

antineoplastics and interactions were lower than their associations with AA in relation to UT, 

however, a significant modulation (P <0.05) of AA in 5-FU+TAMOX+AA group was 

observed. By means of comet test, a significant increase (P <0.05) was observed of ID in cells 

treated with 5-FU, DOCE, TAMOX compared to untreated group (UT), as well as in 

interactions between the antineoplastic drugs (5-FU+DOCE and 5-FU+TAMOX), however, a 

significant modulation (P <0.05) of AA was observed when associated with 5-FU (47.1%), 

DOCE (48.5%), TAMOX (41,6%) and 5-FU+DOCE+AA (41%). Similarly, FD occurred, 

with significant modulation (P <0.05) of AA in 5-FU+TAMOX (31%). By means of CBMN a 

significant increase (P <0.05) of nucleoplasmic shoots and bridges was observed in cells 

treated with the drugs, with significant modulation of AA when associated with antineoplastic 

agents, reducing the number of shoots (67.4%, 40% and 38.5%) and bridges (60.9%, 48.2% 

and 44%), the interactions showed a significant increase of micronuclei, bridges and shoots in 

relation to UT, with modulation of AA in the frequency of bridges (25.5% and 30% ) and 

shoots (35.9% and 45.4%). There was a significant increase in apoptosis in treated cells 

compared to UT, with significant modulation in 5-FU+AA (47.2%), DOCE+AA (37.4%), 

TAMOX+AA (42%), 5-FU+DOCE+AA (35.9%) and 5-FU+TAMOX+AA (45.4%). The data 

indicated that AA at 50 μM concentration has anticytotoxic, antigenotoxic and antimutagenic 

effects. These AA activities in Sarcoma 180 are of importance to other studies that point out 

the risks of interactions between AA and antineoplastics for the efficacy of cancer therapies, 

especially during the action of antineoplastics in face of many controversies over the use of 

antioxidant during cancer therapies. 

 

Key-words: Antineoplastics. Ascorbic Acid. Sarcoma 180. CBMN. Comet Assay. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A Organização Mundial da Saúde estima para 2025 mais de 20 milhões de novos 

casos de câncer. A estimativa para o Brasil, no biênio 2016-2017, são de 600 mil novos casos, 

exceto melanoma, apresentado na distribuição proporcional o câncer de próstata como o mais 

incidente para homens (61.200 novos casos) e o de mama para as mulheres (57.960 novos 

casos). O Câncer de Mama (CM) é o segundo mais comum no mundo, com aproximadamente 

1,67 milhões de casos em 2012, representando aproximadamente 25% de todos os tipos de 

câncer diagnosticados nas mulheres (INCA, 2015).  

Os Sarcomas representam cerca de 1% dos cânceres em adultos, 10% em crianças e 

15% em adolescentes, e constituem um grupo heterogêneo, e raro, de tumores de origem 

mesenquimal que podem ser classificados em: de tecidos moles (gordura, músculos, nervos, 

vasos sanguíneos e tecidos conjuntivos) e ósseos. Nos EUA, no ano de 2012 foram 

registrados cerca de 11.280 novos casos de sarcomas em tecidos moles, e 2890 de ósseos, 

com 3900 e 1410 óbitos, respectivamente (AMANKWAH; CONLEY; REED, 2013; LIMA et 

al., 2014). 

O tratamento do câncer envolve endocrinoterapia, cirurgia, radioterapia e 

quimioterapia citotóxica, ou suas combinações. A quimioterapia tem por base o uso de drogas 

antineoplásicas, como o 5-Fluorouracil e Docetaxel, que possuem diferentes mecanismos de 

ação, dentre eles a citotoxicidade (LI et al., 2015; MONTERO et al., 2015). No Brasil, por 

exemplo, mulheres diagnosticadas com CM foram tratadas pelo SUS por diversos protocolos 

quimioterápicos ao longo dos anos, dentre eles CMF (ciclofosfamida, metrotrexato e 5-

fluorouracil), FAC (5-fluorouracil, adriamicina e ciclofosfamida), FEC (5-fluorouracil, 

epirubicina e ciclofosfamida), AC (adriamicina e ciclofosfamida), paclitaxel e doxorubicina, e 

o trastuzumab (CECILIO et al., 2015). Com relação a endocrinoterapia, esta possui diferentes 

agentes terapêuticos como o Tamoxifeno e Toremifeno, Anastrazole e Exemestase, e 

Fulvestran, os quais interferem na estimulação do estrogênio em células de CM, 

principalmente em mulheres ER+ (VISOVSKY, 2014). 

O Ácido Ascórbico (AA) tem sido utilizado no tratamento do câncer, demonstrando 

que a suplementação vitamínica de AA pela dieta tem apresentado efeitos preventivos em 

múltiplos tumores (FRAJESE et al., 2016). O AA é um antioxidante altamente eficaz, que 

participa da neutralização de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs), na ativação de genes 

envolvidos no reparo de DNA, modulação de danos ao DNA em células expostas a EROS in 

vitro e in vivo, demonstrando que a suplementação com AA pode ajudar a prevenir doenças 
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resultantes de danos causados por radicais livres, como câncer e doenças neurodegenerativas. 

Porém seu efeito farmacológico ainda é controverso, pois em doses elevadas, este composto 

inibe o crescimento de células neoplásicas, devido a sua ação pró-oxidante, a qual pode estar 

relacionada a regulação negativa de EROs dependente de fatores de transcrição SP, sendo 

comparável a observada em outras drogas antineoplásicas como o trióxido de arsênico 

(PATHI et al., 2011; KONTEK; KONTEK, GRZEGORCZYK, 2013).  

Os estudos sobre a interferência do AA na eficácia da quimioterapia ainda são 

incipientes. Existem diversos modelos farmacológicos, como por exemplo, o Sarcoma 180 

(S180), e metodologias, como o Teste de Micronúcleos com Bloqueio de Citocinese (CBMN) 

e o Ensaio Cometa que podem ser asplicadas no monitoramento de danos citogenéticos.  O 

S180 são células tumorais (linhagem Murino) amplamente utilizadas para estudos 

farmacológicos de avaliação de agentes anti-tumorais, por apresentar respostas semelhantes 

em células neoplásicas humanas (BERNARDES et al., 2015). Com relação as metodologias, o 

CBMN é um biomarcador de mutagenicidade utilizado para avaliar danos no DNA em células 

binucleadas por meio da presença de micronúcleos (MN), pontes e brotos nucleoplasmáticos, 

além de células apoptóticas e necróticas (BULL et al., 2011). E o Ensaio Cometa é um 

importante biomarcador de genotoxicidade utilizado para mensurar danos ao DNA em células 

eucarióticas, capaz de detectar quebras de fita simples e dupla no DNA (APOSTOLOU et al., 

2014). Assim, o presente estudo teve por objetivo a avaliação da ação antigenotóxica, 

antimutagênica e anticitotóxica do AA na modulação dos danos ao material genético 

induzidas pelo 5-Fluorouracil, Docetaxel e Tamoxifeno em S-180 por meio dos testes cometa 

e CBMN. 
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2. METODOLOGIA 

 

2.1 Químicos e suas diluições 

 

 As drogas utilizadas no estudo foram: 1) Fluorouracila (Eurofarma), solução injetável 

de 25 mg/mL, diluído em salina estéril até a concentração final de 20 µg/mL ; 2) Docetaxel 

tri-hidratado (Eurofarma), solução injetável de 20 µg/mL, diluído em salina (0,9%) estéril até 

a concentração final de 2 µg/mL; Citrato de Tamoxifeno (Eurofarma), comprimido de 20 mg, 

diluído em solução salina (0,9 %) com Dimetilsulfóxido (DMSO) a 10%, até a concentração 

final de 20 µg/mL; e Ácido L(+) Ascórbico P.A. (Dinâmica Ltda.), diluído em tampão fosfato 

estéril até a concentração final de 50 µmol. 

As concentrações das drogas foram calculadas baseadas nas doses padrões utilizadas 

por pacientes oncológicos e a concentração do AA foi previamente determinada devido ao 

fato de que concentrações acima de 40-80 µmol podem ter efeito pró-oxidantes, considerando 

que os antioxidantes devem agir em baixas concentrações, como relatado por Halliwell 

(2006). 

 

2.2 Cultivo in vivo de Sarcoma 180 

 

As células tumorais da linhagem celular Sarcoma 180 (S-180) foram mantidas em 

camundongos através de passagens intraperitoneais semanais. Os procedimentos 

experimentais de manutenção do tumor sarcoma 180 em camundongos Mus musculus foram 

previamente aprovados pelo comitê de ética em experimentação animal da UFPI, sobre o 

número 081/14. O líquido ascítico, com células de Sarcoma 180 germinadas por 7 a 9 dias, foi 

aspirado da cavidade intraperitoneal em condições assépticas e centrifugado (500 rpm, 5 min, 

4° C) para obtenção do pellet celular. A concentração celular para a cultura em RPMI foi 

ajustada a 0.5 x 10
6
 células/mL (FERREIRA et al., 2011). 

 

2.3 Viabilidade celular de células de Sarcoma 180 

 

A viabilidade celular foi analisada com a aplicação do teste de exclusão por azul de 

Tripan de acordo com Renzi et al. (1993). Após o período de 72 horas de tratamento, bem 

como as células sem tratamento, foram usadas para a aplicação da técnica, onde 90 µL da 
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suspensão de células foram retirados das culturas e acrescidos de 10 µL do azul de Tripan aos 

diferentes grupos. As células não viáveis foram contadas por sua coloração azulada, sendo 

consideradas como células mortas. Em oposição, as células viáveis não apresentam esta 

coloração devido às suas capacidades de bloquearem a entrada do corante azul de Tripan. As 

diferenciações celulares foram observadas em microscopia óptica com o aumento de 40X, 

com o auxílio da câmara de Neubauer. 

 

2.4 Teste cometa com células de Sarcoma 180 

 

 Após a centrifugação das culturas de S-180, seguiu-se a versão alcalina do teste 

cometa, conforme descrito por Tice e colaboradores (2000) com adaptações. Alíquotas de 10 

l das amostras foram misturadas com uma fina camada de agarose ―low melting‖ 0,75% (95 

l) e colocadas sobre lâminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%; estas lâminas foram 

mergulhadas em uma solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com 

adição de 1% Triton X-100 e 10% DMSO na hora do uso), por no mínimo 1 hora até no 

máximo 72 horas a 4
o
C, para o rompimento das membranas celulares. A lise celular permitiu 

a migração dos fragmentos de DNA que foi realizada após a incubação das lâminas em 

tampão alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) por 20 minutos e subsequente 

aplicação de uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V por 15 minutos nas células lisadas sobre 

as lâminas para microscopia em uma cuba de eletroforese de DNA. As lâminas foram 

neutralizadas logo após a eletroforese com tampão Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com solução 

de prata. Os resultados foram expressos em índice de danos (ID) e frequência de danos (FD). 

O ID foi obtido pela avaliação visual das classes de dano (de 0 a 4), extraindo-se um índice 

que expressa o dano geral sofrido por uma população de células (50 células por lâmina em 

duplicata), os núcleos intactos aparecem redondos (classe 0 – sem danos), já nas células 

lesadas, o DNA migra do núcleo em direção ao ânodo, durante a eletroforese, mostrando uma 

―cauda‖ de fragmentos sedimentados, semelhante a um cometa e são classificados entre 

classes um (dano mínimo) a quatro (dano máximo). A FD foi calculada baseada no número de 

células sem cauda (dano 0) menos 100. 

 

2.5 Teste de Micronúcleo com Bloqueio de Citocinese (CBMN) com células de Sarcoma 

180 
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O teste CBMN foi realizado de acordo com Fenech (2007), com adaptações. Em 

frascos de cultura contendo 2 mL de meio RPMI suplementados com soro bovino fetal (20%), 

antibióticos (Sigma, St. Louis, MO) e fitohemaglutinina A (Gibco, Grand Island, NY) foram 

adicionados 20 µL de suspensão celular de Sarcoma 180 (0.5 x 10
6
/mL). Em cada frasco de 

cultura foram adicionados 10 µL das soluções contendo antineoplásicos em estudo na 

concentração final de 5-Fluorouracil 20 µg/mL, Docetaxel 2 µg/mL e Tamoxifeno 20 µg/mL, 

os quais foram preparados por meio de diluição com solução salina (0,9%) estéril, e utilizados 

separadamente, bem como em associação entre eles. Além disso, foram adicionados 10 µL de 

ácido ascórbico na concentração final de 50 µmol (AA) para o co-tratamento, solubilizado em 

tampão fosfato, totalizando 11 grupos diferentes (Figura 1). 

 

Figura 1 – Grupos de tratamento utilizados no estudo 

 

 

As células foram incubadas por 44h a 37º ± 1°C. Em seguida, foram adicionados às 

culturas 6 µg/mL de Citocalasina B (Sigma, St. Louis, MO), retornando os frascos à 

incubação 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 após a adição de 5 mL de 

fixador (metanol:ácido acético 5:1) e 3 gotas de formaldeído aos tubos. O procedimento foi 

repetido por 2 vezes utilizando fixador 3:1 e sem o formaldeído. Ao final, o sobrenadante foi 

descartado e 2 a 4 gotas da suspensão celular foram gotejados sobre lâminas, as quais foram 

coradas com solução de Giemsa 20% por 7 minutos. As lâminas foram analisadas por meio de 

microscópio óptico, com aumento de 1000X, considerando os danos nucleares (micronúcleos, 
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pontes nucleoplasmáticas e brotos nucleares) e apoptose, presentes em 1000 células por 

lâmina em duplicata. 

2.6 Índice de divisão celular (IDN) 

 

O IDN de acordo com Ionescu e colaboradores (2011) é um importante marcador de 

proliferação celular para mensuração de citotoxicidade, calculado pela fórmula pré-

estabelecida, onde ―M1‖ a ―M4‖ representa o número de células viáveis com 1 a 4 núcleos. 

 

 

 

 

 

2.7 Cálculos da modulação do AA frente aos danos induzidos pelos antineoplásicos em 

células de Sarcoma 180 

 

Os valores do percentual de modulação do AA nos danos (mutagênicos e genotóxicos) 

induzidos pelos antineoplásicos Docetaxel, 5-Fluorouracil e Tamoxifeno, bem como 

associados entre si e com o ácido ascórbico, foram calculados de acordo com a seguinte 

fórmula: 

 

 

Onde, ―A‖ representa os valores dos danos induzidos pelos antineoplásicos, e ―B+AA‖ 

representa os valores induzidos pelos antineoplásicos associados ao Ácido Ascórbico. 

 

2.8 Análise Estatística 

 

Os resultados que obedeceram a uma distribuição paramétrica foram analisados pela 

Análise de Variância (ANOVA) e pós-teste de Bonferroni, através do programa GraphPad 

 %M = (A-(B+AA))/A*100 

 

𝑵𝑫𝑰 =  𝑴𝟏 + 𝟐 𝑴𝟐 + 𝟑 𝑴𝟑 + 𝟒 𝑴𝟒 
𝟓𝟎𝟎
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Prism versão 6.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, 

Copyright©. Significância para P<0,05.  Os dados não paramétricos (percentagens) foram 

analisados por meio do teste qui-quadrado. O mesmo programa (GraphPad Prism©) foi 

utilizado para confecção dos gráficos e tabelas dos resultados obtidos neste trabalho. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Avaliação anticitotóxica do AA frente aos danos induzidos em células de S-180 pelos 

antineoplásicos, por Azul de Tripan e teste de Micronúcleo com Bloqueio de Citocinese 

(CBMN)  

 

O tratamento com 5-FU, DOCE e TAMOX reduziu significantemente a viabilidade 

celular em relação ao grupo sem tratamento (ST). De forma similar, foi observada a redução 

da viabilidade nas interações entre os antineoplásicos 5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX. 

Entretanto, o AA em associação com os antineoplásicos apresentou significantes efeitos 

modulatórios em 5-FU+AA, DOCE+AA e TAMOX+AA, bem como nas interações entre as 

drogas 5-FU+DOCE+AA e 5-FU+TAMOX+AA (Figura 2). 

 

Figura 2 - Viabilidade Celular por meio do Teste de Exclusão por Azul de Tripan em células 

de Sarcoma 180. ANOVA two-way, pós-teste de Bonferroni. Valores significantes (Média ± 

Desvio Padrão) para P<0,05; a: comparado a ST; b: comparado a 5-FU; c: comparado a 

DOCE; d: comparado a TAMOX; e: comparado a 5-FU+DOCE; f: comparado a 5-

FU+TAMOX. ST: grupo sem tratamento; DOCE: Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil 

(20 µg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 µg/mL) AA: Ácido Ascórbico (50 µmol). 
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Dentre as terapias utilizadas para o tratamento do câncer estão a quimioterapia e a 

endocrinoterapia. A quimioterapia é empregada desde 1950, e tem como objetivo a redução 

da população de células tumorais a zero, para assim, levar a cura, por meio de drogas 

citotóxicas que causam danos ao DNA e levam a apoptose (LAWRENCE; CAMERON; 

ARGYLE, 2015; SAVAGE, 2015). Os resultados obtidos corroboram com a literatura, pois 

demonstram uma diminuição significativa da viabilidade celular das células de S180 quando 

tratadas com os quimioterápicos 5-FU e DOCE. A endocrinoterapia é muito utilizada no 

tratamento de CM, pois interfere na estimulação do estrogênio em células neoplásicas, 

principalmente em mulheres ER+, e possui diferentes agentes terapêuticos como o 

Tamoxifeno e Toremifeno, Anastrazole e Exemestase, e Fulvestran (VISOVSKY, 2014). O 

TAMOX também apresentou redução significativa da viabilidade celular, fato que pode ser 

relacionado ao dano oxidativo induzido pelo seu uso, conforme descrito por Nass e 

colaboradores (2015).  

Entretanto, o uso do AA apresentou modulação significativa na diminuição da 

viabilidade celular induzida pelas drogas. Subramani e colaboradores (2014) relatam que no 

tratamento do CM o AA é geralmente usado durante a quimioterapia para aumentar a 

imunidade, especialmente por suplementação durante o tratamento com tamoxifeno, que 

induz efeitos citotóxicos, apoptose por ativação de pro-caspases, e citostático em pacientes 

com câncer de mama. Estudo in vitro, de células humanas de câncer de mama MCF-7 em 

exposição ao AA, relevaram atenuação da morte celular induzida pela droga, podendo afetar a 

resposta terapêutica.  

Com a avaliação da citotoxicidade por meio do CBMN em células de S180 foi 

possível a avaliação da mutagenicidade induzida pelos antineoplásicos e suas interações em 

associação com o AA. O CBMN é um método citogenético, que foi desenvolvido 

inicialmente para cultura de linfócitos humanos e posteriormente adaptado para outros tipos 

celulares, utilizado para a avaliação de danos ao DNA (micronúcleos, pontes 

nucleoplasmáticas, brotos nucleares, apoptose e necrose), que se baseia na análise de células 

binucleadas, as quais apresentam uma divisão celular completa com bloqueio de divisão 

subsequente realizado pela Citocalasina-B (FENECH, 2000; PEJCHAL et al., 2011). 

Outro parâmetro avaliado, foi o Índice de Divisão Celular (IDN), importante marcador 

de proliferação celular para mensuração de citotoxicidade. O IDN dos antineoplásicos (5-FU, 

DOCE e TAMOX) e interações (5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX) foram significantemente 

menores do que suas associações com AA (5-FU+AA; DOCE+AA; TAMOX+AA; 5-

FU+DOCE+AA e 5-FU+TAMOX+AA) em relação ao grupo sem tratamento. Entretanto, foi 
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observada uma modulação significante (P<0,05) do AA no grupo 5-FU+TAMOX+AA em 

relação a 5-FU+TAMOX (Figura 3). 

 

Figura 3 - Índice de divisão celular (IDN) induzido pelos antineoplásicos, suas interações e 

associações com Ácido Ascórbico em células de Sarcoma 180. ANOVA two-way, pós-teste 

de Bonferroni. Valores significantes (Média ± Desvio Padrão) para P<0,05; DOCE: 

Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 µg/mL) 

AA: Ácido Ascórbico (50 µmol). 
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Foi observada uma modulação significante na associação do Ácido Ascórbico com a 

interação 5-FU+TAMOX, demonstrando que o uso do AA reduziu a citotoxicidade neste tipo 

de associação. Du, Cullen e Buettner (2012) relatam que há estudos que apontam que o uso do 

AA em conjunto com quimioterápicos convencionais apresentam efeitos citotóxicos 

sinérgicos. Entretanto, em estudos com camundongos com câncer de pâncreas, os quais 

receberam duas doses diárias (4 g/Kg) de AA e o tratamento apresentou uma redução da taxa 

de crescimento tumoral, entretanto, após cessar o tratamento, foi observado um aumento do 

crescimento tumoral, evidenciando que o AA, neste modelo, agiu de forma citostática, não 

citotóxica. Stephenson e colaboradores (2013) relatam que estudos com linhagens celulares 

apontam efeitos citotóxicos do AA em linhagens celulares nas concentrações µM e mM. 

Ensaio pré-clinicos com elevadas doses de AA apresentaram efeitos antineoplásicos em 

modelos animais e culturas de tecidos. E clínicos iniciais sugeriram que o AA (intravenoso ou 
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oral) pode diminuir os sintomas e prolongar a vida de pacientes com câncer terminal. Pathi e 

colaboradores (2011) realizaram um estudo com células de câncer de cólon (SW480 e RKO) e 

observaram que o AA na dose de 1-3 mM reduziu a proliferação celular, devido a diminuição 

da expressão de proteínas SP, assim como, induziu apoptose e necrose. 

 

3.2 Avaliação dos efeitos antigenotóxicos do AA frente aos danos induzidos pelos 

antineoplásicos em células de S-180 

 

Foi observado aumento significante (P<0,05) do ID nas células tratadas com 5-FU, 

DOCE e TAMOX, em relação ao grupo sem tratamento (ST), assim como nas interações 

entre os antineoplásicos (5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX). Entretanto, foi evidenciada uma 

modulação significante (P<0,05) do AA quando associado ao 5-FU (47,1%), DOCE (48,5%) 

e TAMOX (41,6%). Quando associado as interações de drogas, o AA apresentou modulação 

significante (P<0,05) apenas em 5-FU+DOCE+AA (41%) (Figura 4; Tabela 1). Com relação 

a FD, foi observado aumento significante (P<0,05) nas células tratadas com 5-FU, DOCE e 

TAMOX, em relação ao grupo sem tratamento (ST), bem como nas interações entre os 

antineoplásicos (5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX). A associação do AA não evidenciou 

modulação nas células tratadas com 5-FU, DOCE e TAMOX. Contudo, quando associado a 

5-FU+TAMOX, o AA apresentou modulação significante (P<0,05) (31%) (Figura 5; Tabela 

1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



116 
 

Dissertação de Mestrado – Ana Maria Oliveira Ferreira da Mata 

 

Figura 4 – Índice de Danos induzidos pelos antineoplásicos, suas interações e associações 

com Ácido Ascórbico em células de Sarcoma 180. ANOVA two-way, pós-teste de 

Bonferroni. Valores significantes (Média ± Desvio Padrão) para *P<0,05. a: comparado a ST; 

b: comparado a 5-FU; c: comparado a DOCE; e: 5-FU+DOCE. ST: grupo sem tratamento; 

DOCE: Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 

µg/mL) AA: Ácido Ascórbico (50 µmol). 
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Figura 5 – Frequência de Danos induzidos pelos antineoplásicos, suas interações e 

associações com Ácido Ascórbico em células de Sarcoma 180. ANOVA two-way, pós-teste 

de Bonferroni. Valores significantes (Média ± Desvio Padrão) para *P<0,05; **P<0,001; 

***P<0,0001. a: comparado a ST; f: comparado a 5-FU+TAMOX. ST: grupo sem tratamento; 

DOCE: Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 

µg/mL) AA: Ácido Ascórbico (50 µmol). 
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Tabela 1 - Percentual de modulação do Ácido Ascórbico frente a genotoxicidade induzida 

pelos antineoplásicos e suas interações em células de Sarcoma 180. Percentual obtido a partir 

da equação: %M = (A-(B+AA))/A*100, onde A significa a genotoxicidade provocada pela 

droga, e B significa a droga + Ácido Ascórbico. Valores significantes (%) para *P<0,05. b: 

comparado a 5-FU; c: comparado a DOCE; d: comparado a TAMOX; e: comparado a 5-

FU+DOCE; f: comparado a 5-FU+TAMOX. DOCE: Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-

Fluorouracil (20 µg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 µg/mL) AA: Ácido Ascórbico (50 

µmol). 

 

 Índice de Danos Frequência de Danos 

5-FU+AA 47,1% 
b
 22,5% 

DOCE+AA 48,5% 
c
 20,2% 

TAMOX+AA 41,6% 
d
 15,6% 

5-FU+DOCE+AA 41% 
e
 6,3% 

5-FU+TAMOX+AA 26,3% 31%
 f
 

 

O teste cometa (Single Cell Gel Electrophoresis), é um dos métodos mais importantes 

para estudo de genotoxicidade e danos ao DNA, quem tem por princípio a migração dos 

fragmentos danificados, e negativamente carregados, de DNA em direção ao ânodo durante a 

eletroforese (neutra ou alcalina), gerando uma cabeça, que consiste no DNA intacto e um 

rastro semelhante a uma cauda de cometa, onde a medição desta cauda reflete a extensão dos 

danos ao DNA (VANDGHANOONI; ESKANDANI, 2011; GUNASEKARANA; RAJ; 

CHAND, 2015). Este ensaio foi utilizado para evidenciar o aumento de danos ao DNA 

induzidos por diferentes concentrações de 5-FU em hepatócitos e linfócitos de zebrafish 

(KOVACS et al., 2015). O ensaio também apresentou significância para danos ao DNA em 
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Daphnia magna e Ceriodaphnia dubia expostos a 5-FU, doxorrubicina e outras quatro drogas, 

sendo considerado assim, a ferramenta mais sensível para avaliação de exposição genotóxica 

(PARELLA et al., 2015). 

Os dados apontam o aumento de danos genotóxicos (ID e FD) induzidos pelos 

antineoplásicos e suas interações em relação ao grupo sem tratamento. Estes danos ao DNA 

são uma importante via para o tratamento oncológico, onde os agentes genotóxicos agem por 

meio de acionamento de checkpoints de reparo com o objetivo de interromper o crescimento e 

desencadear a apoptose em células neoplásicas, as quais perdem a capacidade de reparo 

(TORGOVNICK; SCHUMACHER, 2015).  Entretanto, foi observada uma modulação 

significante do AA quando associado aos antineoplásicos e suas interações, evidenciando uma 

diminuição dos danos genotóxicos induzidos pelas drogas, agindo, desta forma, como 

antioxidante. O AA é um antioxidante altamente eficaz que participa da neutralização de 

EROs e sua utilização no tratamento do câncer tem sido estudada nos últimos 50 anos, 

demonstrando que a suplementação vitamínica de AA pela dieta tem apresentado efeitos 

preventivos em múltiplos tumores (FRAJESE et al., 2016). 

Estudos apontam que a suplementação alimentar, ou terapia nutricional, tem sido 

empregada nos últimos 100 anos em pós-operatório de pacientes oncológicos com o objetivo 

de reduzir os efeitos adversos da cirurgia, como infecções e desnutrição. A imunonutrição é 

uma área da farmaconutrição que por meio da implementação de fórmulas na dieta contendo 

aminoácidos, vitaminas, lipídios e nucleotídeos, melhora a função imune, e 

consequentemente, sua resposta ao tratamento (MAUSKOPF et al., 2012; KLEK; 

SZYBINSKI; SZCZEPANEK, 2014). 

 

3.3 Avaliação antimutagênica do AA frente aos danos induzidos em células de S-180 

pelos antineoplásicos, por meio do teste de micronúcleo com bloqueio de citocinese 

(CBMN)  

 

A avaliação dos efeitos mutagênicos induzidos pelos antineoplásicos e suas interações 

em associação com o AA, foi realizada através de um estudo ex vivo com células de Sarcoma 

180 (S-180). O S-180 corresponde a uma linhagem de células tumorais (linhagem Murino), 

amplamente utilizado para estudos farmacológicos de avaliação de agentes anti-tumorais, 

caracterizado na forma de ascite e inoculado de forma intraperitoneal em camundongos ou 

ratos. Possui características indefinidas, altos índices de metástase e prognóstico ruim, o que 

tornou um ótimo modelo experimental ao longo dos anos, como modelo comparativo com 
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respostas semelhantes em células neoplásicas em humanas (BERNARDES et al., 2015; 

FERREIRA et al., 2015).  

Após a realização do CBMN em células de S180, foi observado aumento significante 

(P<0,05) de brotos e pontes nucleoplasmáticas nas células tratadas com 5-FU, DOCE e 

TAMOX, em relação ao grupo sem tratamento (ST), assim como nas interações entre os 

antineoplásicos (5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX), as quais apresentaram aumento significante 

de micronúcleos, pontes e brotos em relação ao ST.  Entretanto, foi evidenciada uma 

modulação significante do AA quando associado aos antineoplásicos (5-FU+AA; DOCE+AA 

e TAMOX+AA), reduzindo a quantidade de brotos (67,4%; 40% e 38,5% respectivamente) e 

pontes (60,9%; 48,2% e 44% respectivamente), bem como, quando associado as interações de 

drogas (5-FU+DOCE+AA e 5-FU+TAMOX+AA), reduzindo pontes (25,5% e 30% 

respectivamente), e brotos (35,9% e 45,4% respectivamente) (Figura 6 e 7; Tabela 2). 

 

 

Figura 6 - Mutagenicidade induzida pelos antineoplásicos e suas associações com Ácido 

Ascórbico em células de Sarcoma 180. ANOVA two-way, pós-teste de Bonferroni. Valores 

significantes (Média ± Desvio Padrão) para P<0,05. a: comparado a ST; b: comparado a 5-

FU; c: comparado a DOCE; d: comparado a TAMOX; ST: grupo sem tratamento; DOCE: 

Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 µg/mL) 

AA: Ácido Ascórbico (50 µmol). 
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Figura 7 - Mutagenicidade induzida pelas interações dos antineoplásicos e suas associações 

com Ácido Ascórbico em células de Sarcoma 180. ANOVA two-way, pós-teste de 

Bonferroni. Valores significantes (Média ± Desvio Padrão) para P<0,05.  a: comparado a ST; 

b: comparado a 5-FU+DOCE; c: comparado a 5-FU+TAMOX; ST: grupo sem tratamento; 

DOCE: Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 

µg/mL) AA: Ácido Ascórbico (50 µmol). 
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Tabela 2 - Percentual de modulação do Ácido Ascórbico frente a mutagenicidade induzida 

pelos antineoplásicos e suas interações em células de Sarcoma 180. Percentual obtido a partir 

da equação: %M = (A-(B+AA))/A*100, onde A significa a mutagenicidade provocada pela 

droga, e B significa a droga + Ácido Ascórbico. Valores significantes (%) para P<0,05; a: 

comparado a 5-FU; b: comparado a DOCE; c: comparado a TAMOX; d: comparado a 5-

FU+DOCE; e: comparado a 5-FU+TAMOX. DOCE: Docetaxel (2 µg/mL); 5-FU: 5-

Fluorouracil (20 µg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 µg/mL); AA: Ácido Ascórbico (50 

µmol). 

 

 Micronúcleo Brotos Pontes Apoptose 

5-FU+AA 10,6% 67,4% 
a
 60,9% 

a
 47,2% 

a
 

DOCE+AA 11,2% 40% 
b
 48,2% 

b
 37,4% 

b
 

TAMOX+AA 21,1% 38,5% 
c
 44% 

c
 42% 

c
 

5-FU+DOCE+AA 31,5% 37,3% 
d
 25,5% 

d
 35,9% 

d
 

5-FU+TAMOX+AA 32,5% 34,8% 
e
 30% 

e
 45,4% 

e
 

 

  Como observado, os dados foram significantes para pontes, brotos e apoptose. Os 

micronúcleos são oriundos de fragmentos de cromossomos ou cromossomos soltos, os quais 

não foram incluídos no núcleo principal durante a mitose, devido a alterações estruturais 

espontâneas ou por fatores mutagênicos, envoltos por uma membrana nuclear, tornando-se um 

artefato nuclear, pequeno e separado. As pontes nucleoplasmáticas são indicativo de 

disfunção dos telômeros após perda de reparo ou quebra dupla do DNA, que gera 

cromossomos dicêntricos puxados para polos opostos do fuso mitótico durante a anáfase, 

formando uma ponte estreita entre os dois núcleos. E os brotos nucleares são corpos ligados 

ao núcleo principal, por uma ligação nucleoplasmática fina, originados por um mecanismo 
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pelo qual as células removem o DNA amplificado (amplificação de gene) (FENECH, 2011; 

PEJCHAL et al., 2011).  

Cornetta e colaboradores (2008) realizaram o teste de micronúcleo em enfermeiras 

expostas a antineoplásicos e observaram aumento significante de níveis de danos ao DNA, 

onde a idade e o gênero influenciavam no aumento de MN em relação ao grupo controle. 

Bouraoui e colaboradores (2011) realizaram estudos semelhantes e observaram que houve um 

aumento de MN e aberrações cromossômicas nas amostras de enfermeiras expostas a 

antineoplásicos. Mrdanovic e colaboradores (2012) também desenvolveram estudo 

semelhante e evidenciaram um aumento significante de MN, entretanto, após suplementação 

vitamínica (vitaminas C, E, A e selênio) houve uma diminuição significante da frequência de 

MN com relação ao grupo controle. Villarini e colaboradores (2016) elaboraram um meta-

análise sobre estes estudos com trabalhadores expostos a antineoplásicos e apontam que 15 

dos 24 estudos analisados descrevem um aumento significante da frequência de MN nesses 

sujeitos comparados ao grupo controle. 

Com relação a análise de células necróticas e apoptóticas, foi evidenciado, após o 

CBMN em células de S180, um aumento significante de apoptoses nas células tratadas com 5-

FU, DOCE e TAMOX em relação ao grupo sem tratamento (ST). De forma similar, ocorreu 

nas interações entre os antineoplásicos, onde foi notado um aumento significante de apoptoses 

nas células tratadas com 5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX em relação ao ST. Entretanto, a 

associação do AA apresentou uma modulação significante em 5-FU+AA (47,2%), 

DOCE+AA (P<0,01) (37,4%) e TAMOX+AAB (42%), bem como nas interações entre os 

antineoplásicos (5-FU+DOCE+AA e 5-FU+TAMOX+AA) (35,9% e 45,4% respectivamente) 

(Figura 8; Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Apoptose induzida pelos antineoplásicos e suas interações em associação com 

Ácido Ascórbico em células de S-180. ANOVA two-way, pós-teste de Bonferroni. Valores 
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significantes (Média ± Desvio Padrão) para P<0,05; a: comparado a ST; b: comparado a 5-

FU; c: comparado a DOCE; d: comparado a TAMOX e: comparado a 5-FU+DOCE; f: 

comparado a 5-FU+TAMOX. ST: grupo sem tratamento; DOCE: Docetaxel (2 µg/mL); 5-

FU: 5-Fluorouracil (20 µg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 µg/mL) AA: Ácido Ascórbico (50 

µmol). 
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A apoptose é caracterizada por células arredondadas, com pseudópodes retraídos, 

volume celular reduzido, cromatina condensada e núcleos fragmentados (corpos apoptóticos), 

podendo ser desencadeada por fatores intrínseco e extrínsecos. A apoptose intrínseca é 

desencadeada por diversas condições, como danos ao DNA e estresse oxidativo, e requer a 

permeabilização da membrana mitocondrial, estando diretamente relacionada a família de 

proteínas Bcl-2. A apoptose extrínseca é conduzida por um complexo de sinalização 

composto por sinais extracelulares de estresse, que são detectados e propagados por 

receptores de membranas específicos (Fas, TNFR1 e TRAIL) (GORDY; HE, 2012; 

POMARA et al., 2015). 

A atividade antitumoral da maioria das terapias anti-câncer tem por base mecanismos de 

ação que levam a indução de morte celular em células neoplásicas (FULDA, 2013). O 5-FU 

tem como mecanismo de ação a inibição de processos biossintéticos essenciais, dificultando o 

crescimento celular pela inibição da timidilato sintetase, impedindo desta forma, a transcrição 

de DNA e translação de RNA, além de se incorporar nestas macromoléculas, inibindo suas 

funções normais, levando, assim, a apoptose e a citotoxicidade (ZHANG et al., 2012; ASARA 

et al, 2013; LI et al., 2015). O DOCE atua pela interferência da dinâmica dos microtúbulos 

interrompendo o ciclo celular e promovendo senescência e apoptose, a qual ocorre devido a 

alterações na expressão e fosforilação de proteínas da família Bcl-12 (QU et al., 2014; 

MONTERO et al., 2015). E o TAMOX é um modulador dos receptores de estrógeno, o qual 

compete com este hormônio e impede que ocorra a ligação nesses sítios que poderiam levar a 

uma proliferação celular. Estudos apontam que ele também pode inibir a proliferação e 

induzir a apoptose de câncer ER, por meio do aumento do status oxidativo celular, da inibição 

de proteína C quinase (PKC) (LIU et al., 2014; RADIN; PATEL, 2016).  

Entretanto, estudos apontam sobre a resistência de células neoplásicas à quimioterapia, 

por meio de diversos mecanismos, como absorção reduzida, aumento da bomba de efluxo e 

evasão da morte celular programada, ou apoptose, a qual tem sido reconhecida como uma das 

principais alterações que promovem o crescimento maligno (PECQUEUR et al., 2013; SUN, 

2016). Fulda (2013) afirma que uma das características dos cânceres humanos é a evasão da 

apoptose, devido à perda de expressão ou de função de moléculas pró-apoptóticas ou pela 

super-expressão de proteínas que inibem a morte celular. Resultados semelhantes foram 

encontrados neste estudo proveniente da ação moduladora do AA, que proporcionou 

diminuição da apoptose quando associada aos quimioterápicos e suas interações. 
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4. CONCLUSÃO 

 

Os antineoplásicos 5-FU, DOCE e TAMOX (nas concentrações testadas), bem como 

suas interações induziram genotoxicidade, por possíveis mecanismos oxidativos; 

mutagenicidade por indução de anormalidades nucleares indicativas de clastogenia e /ou 

aneugenia, pela formação de micronúcleos, indução de brotos (superexpressão de genes), bem 

como de pontes nucleoplasmáticas, na linhagem tumoral S-180. Entretanto, o AA modulou 

esses danos por diversos mecanismos associados aos efeitos antitumorais dos antineoplásicos 

com excelentes percentuais de modulação. Os dados apontaram que o AA na concentração de 

50 µM tem efeitos: (1) anticitotóxico, por interferência na viabilidade celular e IDN; (2) 

antigenotóxicos, por possíveis mecanismos antioxidantes que interferiram sobre os índices de 

frequências de danos dos antineoplásicos ao DNA de S-180 e (3) antimutagênicos, pela 

inibição de anormalidade nucleares do tipo pontes e brotos e por modulação de morte celular, 

especialmente de apoptoses. Essas atividades do AA em S-180 são de importância para outros 

estudos que apontem os riscos de interações entre o AA e os antineoplásicos para a eficácia de 

terapias oncológicas, especialmente durante a ação dos antineoplásicos frente a muitas 

controvérsias sobre o uso de antioxidante durante as terapias oncológicas. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Com a realização da revisão sistemática sobre o Ácido Ascórbico na prevenção e/ou 

tratamento do câncer foi observado que ainda há incompatibilidade com relação as doses de 

ácido ascórbico utilizadas, como também a necessidade de caracterização em relação aos 

estudos clínicos de seus mecanismos de ação. Desta forma, outros estudos devem ser 

realizados para o entendimento das variações de dose-reposta, bem como seu direcionamento 

de mecanismos de ação, tanto como agente antioxidante ou antitumoral, para auxiliar o 

tratamento e a prevenção do câncer, visando melhor qualidade de vida dos pacientes e 

população em geral. 

 No estudo realizado em linhagens de Saccharomyces cerevisiae, os dados 

demonstraram que o Ácido Ascórbico teve ações antioxidantes e antigenotóxicas frente aos 

danos induzidos pelos antineoplásicos isolados e em associações. Assim apontamos a 

realização de outros testes não clínicos e clínicos para elucidar as interferências do Ácido 

Ascórbico durante terapias oncológicas. 

 Por fim, foi realizado um estudo com células de Sarcoma 180, onde os dados 

apontaram que o Ácido Ascórbico na concentração de 50 µM tem efeitos: Anticitotóxico, por 

interferência na viabilidade celular; Antigenotóxicos, por possíveis mecanismos antioxidantes 

que interferiram sobre os índices de frequências de danos dos antineoplásicos ao DNA de S-

180; e Antimutagênicos, pela inibição de anormalidade nucleares do tipo pontes e brotos e por 

modulação de morte celular, especialmente de apoptoses. Essas atividades do Ácido 

Ascórbico em Sarcoma 180 são de importância para outros estudos que apontem os riscos de 

interações entre o Ácido Ascórbico e os antineoplásicos para a eficácia de terapias 

oncológicas, especialmente durante a ação dos antineoplásicos frente a muitas controvérsias 

sobre o uso de antioxidante durante as terapias oncológicas. 
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ANEXO A 

Capa do artigo publicado na Revista da Associação Médica Brasileira 
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ANEXO B 

Trabalhos apresentados em eventos 

 

Trabalho ―Ácido Ascórbico como agente antitumoral no tratamento do câncer‖ 

apresentado no III Simpósio Latino-Americano de Biotecnologia do Nordeste. 

 

Trabalho ―Ácido Ascórbico como agente antioxidante na prevenção e tratamento do 

câncer‖ apresentado no III Simpósio Latino-Americano de Biotecnologia do Nordeste. 
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Trabalho ―Avaliação do potencial oxidativo do 5-Fluorouracil e Docetaxel em linhagens 

de Saccharomyces cerevisiae e dos efeitos do Ácido Ascórbico‖ apresentado no III 

Simpósio Latino-Americano de Biotecnologia do Nordeste. 

 

 

 

 

 

 

  

 


