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RESUMO

O Cancer ¢ uma doenca caracterizada pela proliferacdo anormal de células, devido a uma
série de mutacdes, com estimativa para 2030 de 21,4 milhdes de novos casos e 13,2 milhdes
de mortes. Seu tratamento envolve cirurgia, radioterapia, quimioterapia citotoxica,
endocrinoterapia dentre outros. O Acido Ascorbico (AA) tem sido utilizado no tratamento,
demonstrando que sua suplementacdo vitaminica na dieta de pacientes oncoldgicos tem
apresentado efeitos preventivos quanto ao acometimento de mdultiplos tumores. O presente
estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do Acido Ascdrbico na modulagio dos mecanismos
antitumorais de antineoplasicos em Saccharomyces cerevisiae e Sarcoma 180. Esta
dissertacdo foi estruturada em trés capitulos. O Capitulo | trata de uma revisdo sistematica
sobre 0 AA, na prevencao e/ou tratamento do cancer, como antioxidante e/ou pro-oxidante em
estudos clinicos e ndo clinicos, entre o periodo de 2011 a 2015, para o entendimento das
variacoes de dose-reposta, bem como dos seus mecanismos de agdo como agente antioxidante
e antitumoral. Foram identificados 78 artigos dos quais apenas 30 artigos apontavam o AA na
prevencdo e/ou tratamento do céncer. Contudo, ha controvérsias sobre as doses utilizadas,
como também necessidade de estudos clinicos caracterizando melhor o seu mecanismo de
acdo. O Capitulo Il analisou os efeitos do Acido Ascorbico no potencial oxidativo e
genotoxico dos antineoplasicos em estudo em linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Os
resultados obtidos apontam que o 5-Fluorouracil, Docetaxel, Tamoxifeno e suas associacoes,
induziram danos oxidativos significantes (p<0,001), em todas linhagens de S. cerevisiae,
entretanto, quando associados ao AA, apresentaram modulagdo significante (p<0,05) nas
diferentes linhagens, tanto para co- quanto para pos-tratamento. Os antineoplasicos 5-FU,
DOCE e TAMOX induziram danos genotoxicos (p<0,05) na linhagem SODWT quando
comparado com 0 grupo sem tratamento, observado pelo aumento do indice (ID) e Frequéncia
de danos (FD) nessa linhagem. De forma similar, ocorreu nas interacdes 5-FU+DOCE e 5-
FU+TAMOX. Entretanto, os danos genotoxicos induzidos pelos antineoplasicos e associa¢oes
foram modulados pelo AA (p<0,05) em DOCE, TAMOX, 5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX.
Esses dados apontam que o AA teve acdes antioxidantes e antigenotoxicas frente aos danos
induzidos pelos antineoplasicos isolados e em associacdes. E o Capitulo 111 avaliou os efeitos
anticitotoxicos, antigenotdxicos e antimutagénicos do acido ascérbico na modulacdo de
efeitos em drogas antineoplasicas em Sarcoma 180. Os dados apontaram que o AA na
concentracdo de 50 UM tem efeitos anticitotoxicos, antigenotdxicos e antimutagénicos.

Palavras-chave: Antineoplasicos. Acido Ascorbico. 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 | 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 Il 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 il
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 uM concentration has anticytotoxic, antigenotoxic and antimutagenic effects.

Key-words: Antineoplastics. Ascorbic Acid. Saccharomyces cerevisiae. Sarcoma 180.
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Dissertacdo de Mestrado — Ana Maria Oliveira Ferreira da Mata
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1. INTRODUCAO

Os antioxidantes sdo substancias, de origem natural ou sintética, que em baixas
concentracdes tem papel de neutralizar efeitos oxidativos e prevenir doencas, classificados em
trés categorias: defesas de primeira linha (superdéxido dismutase, catalase, glutaiona redutase e
minerais como cobre e zinco); segunda linha (glutationa, aloumina e vitaminas como C, E, A
e D); e terceira linha (lipases, proteases, transferases). O estresse oxidativo corresponde ao
desequilibrio entre as defesas antioxidantes do organismo e a producdo de radicais livres
(dentre eles espécies reativas de oxigénio - EROs), o qual induz danos ao DNA, promove a
instabilidade genémica e a proliferacdo celular, aumentando consequentemente as mutagdes
somaticas e transformacGes neoplasicas, correlacionando-o diretamente com o0
desenvolvimento do cancer (CA) (REUTER et al., 2010; SINDHI et. al., 2013).

O CA é uma doenca caracterizada pela proliferagdo anormal de células, devido a uma
série de mutacgdes, as quais afetam oncogenes e genes supressores de tumores (PELTOMAKI,
2012). De acordo com o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA,
2014) em 2012 ocorreram 14,1 milhGes de casos de cancer no mundo, com um total de 8,2
milhGes de mortes por esta doenca, sendo estimado para 2030 de 21,4 milhGes de novos casos
e 13,2 milhGes de mortes.

O Cancer de Mama (CM) é a segunda neoplasia maligna mais comum, e a quinta
maior causadora de mortes por cancer no mundo, correspondendo a 10% de todos os tipos
entre as mulheres. E uma patologia heterogénea que consiste em cerca de 20 subtipos
morfolégicos distintos e até 0 momento de 4 subtipos baseados na expressao génica, onde
cada subtipo esta correlacionado com fatores de risco, com impacto no progndéstico da doenca.
Dentre estes fatores se incluem a idade, histérico 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 0ssos, tecidos
conjuntivos (masculos, 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 invasao e
metastase (TAYLOR et al., 2012). Representado por um grupo de neoplasias multiplas ao
invés de um Unico cancer, apresentando mais de 50 subtipos histoldgicos distintos, que podem
ocorrer em qualquer idade ou qualquer parte do corpo (BURNINGHAM et. al. 2012).

Com relacéo ao tratamento do CM, varios o0s tipos de terapias empregadas, dentre elas
a quimioterapia, em que é comum a associacao de farmacos, visando a utilizacdo de menores

doses e buscando o sinergismo entre esses farmacos, favorecendo um melhor resultado
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terapéutico (MICHAELS et al., 2016). O Docetaxel é um taxano semi-sintético, que apresenta
atividade sobre tumores sélidos metastaticos que sao resistentes ao tratamento com Paclitaxel,
e possui como mecanismo de acdo antineopladsica a interferéncia da dinamica dos
microtibulos (MONTERO et al., 2005; QU et al., 2014).

O 5-Fluorouracil é um quimioterdpico anti-metabdlico que quando associado
apresenta boa eficacia no tratamento do cancer de mama e que atua pela inibi¢éo 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
quimioprevengdo e tratamento do cancer de mama, com boa eficicia em pacientes com
tumores receptor de estrogénio positivo e também com doenca recorrente, tendo como
principal mecanismo de acdo a inibicdo competitiva do receptor de estrogénio, levando a
inibicdo de genes reguladores de estrogénio, os quais estimulam o crescimento celular de
células neoplésicas, além de induzir a apoptose (SINGH; PRUDENCE; MICHAEL, 2011,
SIEUWERTS, 2014).

Durante a quimioterapia, alguns pacientes oncoldgicos utilizam antioxidantes na dieta,
para suprir déficits nutricionais decorrentes do tratamento. Dentre 0s antioxidantes
consumidos, encontram-se as vitaminas, em especial, o &cido ascorbico (AA), conhecido
popularmente por vitamina C, composto hidrofilico, com propriedades antioxidantes capazes
de quelar radicais livres, protegendo a estrutura celular e mantendo a homeostase celular
frente a agentes toxicos (TORRES et al, 2008; AL-ASMARI et al., 2015). O AA também tem
sido utilizado na prevencdo CA, devido a estas propriedades antioxidantes que podem
prevenir a oxidacdo que induz a apoptose. Entretanto, estudos apontam que doses altas de AA
podem aumentar a producdo de ATP (gerado pelas mitocondrias) induzindo apoptose em
linhagens de células tumorais, por via pré-oxidante (GONZALEZ et al., 2010; GUERRIERO
etal., 2014).

Desta forma, verifica-se que o limiar entre o efeito benéfico ou prejudicial das
vitaminas, em especial do AA, ainda ndo esta bem esclarecido na literatura, tornando assim,
necessaria a realizacdo de estudos que demonstrem a sua atuagdo em pacientes oncoldgicos
em uso de antineoplasicos, verificando o seu mecanismo oxidativo e a importancia do
constante monitoramento nutricional neste paciente. Isto nos levou a desenhar o presente
estudo com o objetivo de avaliar os efeitos do Acido Ascorbico na modulacdo dos
mecanismos antitumorais de antineoplasicos em Saccharomyces cerevisiae e Sarcoma 180.

Esta dissertagdo foi estruturada em capitulos originados que foram submetidos a

revistas nacionais e internacionais com ampla divulgacdo na comunidade cientifica (Figura
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1). O primeiro capitulo trata de uma revisdo sistematica sobre &cido ascorbico, na prevencdo
e/ou tratamento do céncer, como antioxidante e/ou pro-oxidante em estudos clinicos e ndo
clinicos, entre o periodo de 2011 a 2015, para o entendimento das variaces de dose-reposta,
bem como dos seus mecanismos de acdo como agente antioxidante e antitumoral. O segundo
capitulo analisou os efeitos do Acido Ascérbico no potencial oxidativo e genotdxico dos
antineoplasicos em estudo em linhagens de Saccharomyces cerevisiae. E o terceiro capitulo
avaliou os efeitos anticitotoxicos, antigenotoxicos e antimutagénicos do acido ascérbico na

modulacéo de efeitos em drogas antineoplasicas em Sarcoma 180.

Figura 1 — Representacéo estrutural da dissertacéo

Efeitos do &cido ascorbico na modulagdo dos mecanismos antitumorais de
antineoplasicos em Saccharomyces cerevisiae e Sarcoma 180

CAPITULO I - Acido ascdrbico na prevencao e tratamento do cancer

r

CAPITULO I — Efeitos do acido ascorbico no potencial oxidativo e genotoxico
de drogas antineoplésicas em linhagens de Saccharomyces cerevisiae

\.

r

CAPITULO I11 — Efeitos anticitotxicos, antigenotoxicos e antimutagénicos do acido
ascérbico na modulacéo de efeitos m de drogas antineoplésicas em Sarcoma 180
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2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Avaliar os efeitos antigenotdxicos/antimutagénicos e anticitotoxicos do 4acido
ascorbico na modulacdo dos mecanismos antitumorais de antineoplasicos Docetaxel, 5-
Fluorouracil e Tamoxifeno isolados e em associacdo, em Saccharomyces cerevisiae e em

Sarcoma 180.

2.2 Objetivos Especificos

- Realizar uma revisdo sistematica sobre acido ascorbico, na prevencdo e/ou
tratamento do cancer, como antioxidante e/ou pro-oxidante em estudos clinicos e ndo clinicos.

- Analisar os efeitos do AA no potencial oxidativo e genotéxico de antineoplasicos em
estudos em linhagens de Saccharomyces cerevisiae.

- Avaliar a acdo anticitotoxica, antigenotoxica e antimutagénica do AA na modulacao
dos danos ao material genético induzidas pelos antineoplasicos em S180 por meio do teste
CBMN e Cometa.
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3. REVISAO DA LITERATURA
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Defesas antioxidantes versus estresse oxidativo

A homeostase do organismo é caracterizada pelo equilibrio entre radicais livres e
metabdlitos reativos, originados através de metabdlitos oriundos da quimioterapia, danos da
radiacdo, fatores de crescimento, citocinas e hipdxia, e sua eliminacdo pelas defesas
antioxidantes, as quais tem a funcdo de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acao
deletéria dos radicais livres e/ou espécies reativas nao radicais. O sistema de defesas
antioxidantes divide-se em enzimatico (enzimas como a superdxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase, catalase (CAT)) e ndo-enzimatico (como a
glutationa (GSH), vitaminas A, C e D e compostos antioxidantes (BARBOSA et al., 2010;
REUTER et. al., 2010).

Os radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons desemparelhados,
altamente instaveis e ativos em reacfes quimicas, derivados de elemento como o oxigénio,
que produz espécies reativas de oxigénio (EROs; Reactive Oxygen Species (ROS)) como o
anion superdxido (O, "), o radical hidroxil ("OH) e o radical hidroperoxil (‘HO); 0 nitrogénio,
que origina espécies reativas de nitrogénio (ERNSs; Reactive Nitrogen Species (RNS)) como o
oxido nitrico (NO); e o enxofre, que forma espécies reativas de enxofre (ERES; Reactive
Sulfur Species (RSS)); por meio de peroxidacdo lipidica, reacGes de Haber Weiss e Fenton
(Figura 2) (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

A producéo excessiva de radicais livres pode acarretar em danos oxidativos, alteragdes
nas bases nitrogenadas ou, ainda, modificaces de desoxirribose, podendo gerar danos como
apoptose e mutagbes (MENDONCA; CARIOCA; MAIA, 2014; BARBOSA et al., 2010). Os
radicais livres também ativam o citocromo C o qual ativa a familia Bcl-2 (Bid e Bax) que
resulta na liberagcdo da proteina carreadora de elétrons para o citoplasma e ativacdo 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 — Reacbes que levam a formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio. Peroxidacédo
lipidica (setas verdes); ReagBes de Haber-Weiss (setas azuis); ReacOes de Fenton (setas
vermelhas); Radicais livres ou moléculas com o mesmo comportamento (H,O;) (negrito);
Superéxido Dismutase (SOD); Catalase (CAT).
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Fonte: CAROCHO; FERREIRA, 2013.

O primeiro conceito de estresse oxidativo foi descrito por Sies (1991) que o descreveu
como “desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes em favor de espécies oxidantes,
levando a um dano potencial”. O desequilibrio entre a produgdo de radicais livres e sua
eliminacdo pelas defesas antioxidantes do organismo é denominado estresse oxidativo,
caracterizado pela reducdo da capacidade do sistema endogeno de “lutar” contra o ataque
oxidativo de biomoléculas, e esté relacionado com o desenvolvimento de diversas patologias.
Dentre elas, desordens no sistema nervoso central (Parkinson e Alzheimer), que ¢é
extremamente sensivel a danos por radicais livres, 0s quais promovem lesfes aos tecidos e
macromoléculas como lipidios, &cidos nucléicos e proteinas. Tais radicais, participam do
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, disfun¢des imunes e enddcrinas, danos renais e
hepaticos, inflamagdes cronicas e até mesmo cancer (RAHAL et. al., 2014; PISOSCHI; POP,
2015).

O desenvolvimento do cancer esta diretamente relacionado ao estresse oxidativo,
através de trés estdgios: 1) iniciacdo — EROs produzem danos ao DNA, promovendo
mutacdes; 2) promogdo — EROs contribuem para expressédo anormal de genes, modificando a
comunicagdo entre células, e assim, aumentando a proliferacdo e diminuindo a apoptose; 3)
progressdo — EROs adicionam alteragbes no DNA para iniciar uma populagédo celular. Isto

ocorre através de diversos mecanismos. A exposi¢do excessiva a carcindgenos enddgenos ou
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exogenos aumenta a producdo de EROs e diminui as defesas antioxidantes, gerando estresse
oxidativo, o qual promove: 1) danos ao DNA com alteragdes de bases e conformagédo do
DNA, causando mutacGes e instabilidade genética; 2) danos as proteinas, diminuicdo da
eficiéncia enzimas de reparo de DNA, e assim, o desequilibrio do reparo; 3) danos aos
lipidios, gerando aumento da peroxidagdo lipidica e perda da integridade celular, além da
formacdo de proteinas mutadas e aductos de DNA (Figura 3) (REUTER et al., 2010;
CHOUDHARI et al., 2014).

Figura 3 — Mecanismos de acdo do estresse oxidativo na carcinogénese
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Fonte: Adaptado de REUTER et al., 2010; CHOUDHARI et al., 2014.
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3.2 Cancer

O céncer (CA) é uma colecdo de mecanismos patoldgicos complexos, caracterizado
pela proliferacdo anormal de células, devido ao acumulo de alteracbes somaticas ou
epigenéticas, as quais afetam oncogenes e genes supressores de tumores, levando a uma
transformagdo maligna (PELTOMAKI, 2012; WATSON et al., 2013). E um problema de
salde publica, onde a estimativa realizada em 2012, apontou 14 milhdes de casos no mundo,
com 8 milhdes de dbitos. A Organizacdo Mundial da Saude estima para 2025 mais de 20
milhGes de novos casos, sendo 0s mais comuns 0s canceres de pulmdo, mama, intestino e
prostata. A estimativa para o Brasil, no biénio 2016-2017, é de 600 mil novos casos, exceto
melanoma, apresentado na distribuicdo proporcional (Figura 4) o cancer de prostata como o
mais incidente para homens (61.200 novos casos) e 0 de mama para as mulheres (57.960
novos casos) (INCA, 2015).

Figura 4 — Distribuicdo proporcional de 10 tipos de cancer mais incidentes estimados para o
biénio 2016-2017 por sexo, exceto melanoma

[ Prostata 61200  286%  Homens Mulheres | Mama feminina 57.960 28.1% |
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 8,1% Colon e Reto 17.620 8,6%
Colon e Reto 16.660 7,8% Colo do (tero 16.340 7,9%
Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estémago 7.600 3,7%
Esofago 7.950 3,7% Corpo do ttero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Ovério 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma néo Hodgkin 5.030 2,4%
Sisterna Nervoso Central 5.440 2,5% Sistemna Nervoso Central 4.830 2,3%

*Nimeros arredondados para maltiplos de 10

Fonte: INCA, 2015

As células do cancer possuem caracteristicas diferentes das células normais, tais como,
resisténcia a morte celular, proliferacéo celular crénica, evasdo de supressores de crescimento,
ativacdo de invasdo e metastase, potencial limitado de replicacdo e inducdo de angiogénese
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). De acordo com Reuter e colaboradores (2010), células
normais quando ndo 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 celulas cancerigenas, por outro lado, desenvolvem uma super-regulacdo de mecanismos
antioxidantes, o que as protegem das EROs, como ocorre nos casos de radio e
quimioresisténcia.

As células cancerigenas tem por etiologia alteracdes genéticas e epigenéticas. Pelo
ponto de vista das alteracdes genéticas, as alteragcdes sdo caracterizadas como um conjunto de
proliferacOes clonais que ocorrem devido a muta¢Bes de genes, em sua maioria somaticas, que
ocorrem no genoma durante a divisdo celular e que resultam de infidelidade durante a
replicacdo do DNA, modificacdes enzimaticas ou defeito no reparo de DNA, decorrentes da
exposicdo a agentes mutagénicos endogenos ou exogenos (GREENMAN et al., 2007;
LUDMIL et al., 2013).

As mutacdes podem ser divididas em: 1) Génicas - que alteraram um Unico gene ou 0S
bloqueiam, e envolvem substituicdo, delecdo ou adicdo de pares de base; 2) Cromossémicas —
que podem causar perda de cromossomos, sendo classificadas de acordo com o tipo de dano:
as estruturais que envolvem delecdo, duplicagéo, translocacdo, ou inversdo de partes de
cromossomos (aneuploidia) e também os individuos ou espécies com numeros
cromossémicos (n) maltiplos do comum da espécie ou do género (euploidia) (BIANCOTTI et
al., 2010; HANIGAN et al., 2011; SLOCZYNSKA et al., 2014).

Por outro lado, alteragdes epigenéticas correspondem a modificacbes que podem
ocorrer no genoma, mas que ndo mudem a sequéncia de bases, e sim, a conformacao
estrutural da molécula de DNA, que consequentemente altera a expressdo génica, através de
modificacdo de proteinas (histonas e metiltransferases), metilacdo do DNA e remodelamento
de nucleossomos (COSTA, 2010; HEMMATZADEH et al., 2016). Peltomaki (2012)
corrobora ilustrando a diferenca entre uma célula normal e uma célula epimutada, onde a
segunda apresenta inativacdo de gene supressor de tumor devido a uma hipermetilacéo, e a
ativagdo de um oncogene promovida por uma hipometilacdo; regulagdo da transcricdo por
modificagdes na histonas alterando a cromatina; inativacdo de um gene supressor de tumor
pelo aumento da expressdao do oncogene miRNA e a ativacdo do oncogene pela reducéo da

expressdo do supressor de tumor miRNA (Figura 5).
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Figura 5 — Exemplos de alteraces epigenéticas caracteristicas de células neoplasicas. (A)
modificacdo de histonas - inativacdo de gene supressor de tumor devido a uma hipermetilacéo
(seta — ativagdo da transcricdo), e a ativagdo de um oncogene promovida por uma
hipometilagcdo (seta branca — perda de expressao / seta preta — aumento de expressédo); (B)
regulagdo da transcricdo por modificagcdes na histonas alterando a cromatina; (C) inativacéo
de um gene supressor de tumor pelo aumento da expressdo do oncogene miRNA, e a ativacao
do oncogene pela reducéo da expressédo do supressor de tumor miRNA.
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3.2.1 Cancer de Mama

Dentre os tipos de CA, o cancer de mama (CM) é o segundo mais comum, com
aproximadamente 1,67 milhGes 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, séo esperados 57.960 casos novos, com maior frequéncia nas mulheres das Regides
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 — Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de neoplasias malignas da
mama feminina, por 100 mil mulheres, estimadas para o biénio 2016-2017 no Brasil
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Fonte: INCA, 2015

O CM é caracterizado por ser uma doenga multifatorial, que envolve um desequilibrio
entre fatores dietéticos, hormonais reprodutivos e genéticos e por ser uma patologia
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heterogénea que consiste em cerca de 20 subtipos morfoldgicos distintos e 4 subtipos
baseados na expressdo génica, onde cada subtipo é caracterizado por fatores de risco
particulares, responsaveis pelo tratamento e risco de progressdo da doenca. (SILVA et al.,
2012; JANSEN; BACKSTEIN; BROWN, 2014). Os 4 subtipos baseados na expressdo génica
séo representados por 2 luminais (Luminal-A e Luminal-B) que predominantemente possuem
receptor de hormonio positivo (ER+); um subtipo super-expressa HER2; e um do tipo basal,
sem expressdo de HER2 e com receptores hormonais negativos (ER-) (triplo negativo)
(DAWOOD; GONZALES-ANGULDO, 2013; AZIM JR; PARTRIDGE, 2014).

O diagndstico do cancer de mama, na maioria dos casos, ocorre na idade média de 60
anos, em mulheres pos-menopausa. Em mulheres jovens pré-menopausicas, antes dos 40
anos, seu diagnostico esta associado ao alto risco de recorréncia, agressividade e morte na
maioria dos casos, representando apenas 5 a 7% dos diagnosticos (AZIM JR; PARTRIDGE,
2014; NG et al. 2015). Estudos apontam que metéstases 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 incidéncia anual de
aproximadamente 170.000 casos por ano nos Estados Unidos da América (EUA). A metéstase
é descrita como a migracdo de células tumorais de um tecido primario, seguida de invasdo,
sobrevivéncia e extravasamento do sistema circulatério, e progressiva colonizacdo em um
sitio distante; ou como um célula tumoral geneticamente instavel, que promove selecdo das
caracteristicas que proporcionardo a invasdo e colonizacdo em o6rgaos a distancia, dentre eles
a medula, pulméo e cérebro (DAWOOD; GONZALES-ANGULO, 2013; MARINO et al.,
2013).

Dentre os fatores de risco para o0 CM, existem fatores génicos, 0s quais podem estar
relacionados ao histérico familiar, principalmente mutagdes nos genes BRCAL e BRCA2, e
instabilidade genéticas; e fatores ndo génicos, que incluem: fatores reprodutivos como
menarca precoce, primeira filho com idade avangada, menopausa tardia; obesidade; consumo
de alcool; exposicdo a radiacdo; hormonio terapia, como 0 uso associado de estrogénio e
progesterona na pds-menopausa, e uso de contraceptivos; sedentarismo; e densidade da mama
(YANG et al. 2010; COLDITZ;, BOHLKE; BERKEY, 2014) (Figura 7). Variagdes na
densidade da mama, como alteracdo no colageno e numeros de células epiteliais e nédo
epiteliais, estdo associadas ao risco de invasdo e lesdes proliferativas que podem ser
precursoras do CM (BOYD et al., 2010).
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Figura 7 — Fatores de risco para o Cancer de Mama
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Fonte: Adaptado de YANG et al., 2010; COLDIT; BOHLKE; BERKEY, 2014.

Estima-se aproximadamente 2,5 milhdes de mulheres sobrevivam ao CM nos EUA,
isso se deve a deteccdo precoce, aumento da conscientizacdo dos pacientes e tratamentos
efetivos, dentre eles cirurgia, quimioterapia e radioterapia, e suas associagdes com o objetivo
de melhor efetividade. Entretanto, estudos apontam que 0S agentes quimioterapicos
apresentam potencial de causar danos cardiovasculares, agudos ou cronicos, dentre eles,
isquemia do miocardio, hipertenséo, arritmias, bradicardia, insuficiéncia cardiaca congestiva
dentre outros, assim como o uso da radioterapia, a qual promove danos diretos ao miocardio e
as artérias coronarianas (DAWOOD; GONZALES-ANGULO, 2013; BODAI; TUSO, 2015).

3.2.1.1 Tratamento do Cancer de Mama

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

endocrinoterapia. A endocrinoterapia interage com 0s receptores de estrogeno em mulheres
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com cancer de mama hormonio sensivel principalmente pelo uso do tamoxifeno ou, por outro
lado, inibindo a sintese de estrogénios por meio do Anastrazole, Exemestase,e Fulvestran
(VISOVSKY, 2014). O Tamoxifeno (TAMOX) (Figura 8) geralmente é empregado como
terapia ap0s o tratamento quimioterapico, por ser antagonistas dos receptores de estrogeno na
mama, fazendo o mesmo competir com este hormonio, impedindo que ocorra a ligacao nesses
sitios que poderiam levar a uma proliferacdo celular. No entanto, alguns estudos revelam que
ele também pode inibir a proliferacdo e induzir a apoptose em cancer de mama receptor de
estrégeno negativo, por meio de outro mecanismo de acdo, tais como 0 aumento do status
oxidativo celular, inibicdo de proteina C quinase, dentre outros (PKC) (LIU et al., 2014;
RADIN; PATEL, 2016).

Figura 8 — Estrutura quimica do Tamoxifeno

Hac\N/\/o
|

CHj = CHs

(2)-2-(4-(1,2-diphenylbut-1-en-1-yl)phenoxy)-N,N-dimethylethan-1-amine
Chemical Formula: C,gH,oNO
Exact Mass: 371,22
Molecular Weight: 371,52
Elemental Analysis: C, 84.06; H, 7.87; N, 3.77; O, 4.31

Fonte: ChemBioDraw, 2016.

Estudos apontam que o tamoxifeno causa danos oxidativos ao DNA, induzindo
quebras na estrutura da molécula e a oxidacéo de purinas e pirimidinas. Todavia, em tumores
resistente ou sensiveis a esta droga, a expressdo de enzimas antioxidantes (SOD, catalase,
GST) aumenta, ao mesmo tempo que a peroxidacao lipidica reduz (MELO et al., 2011; NASS
et al., 2015). Contudo, apesar de sua eficacia no tratamento do CM, pesquisas relatam que o
uso de TAMOX esta associado a efeitos colaterais indesejaveis como aumento do risco de

tromboembolismo, cancer uterino tipo Maullerian, polipos, hiperplasia endometrial e até

Dissertacdo de Mestrado — Ana Maria Oliveira Ferreira da Mata



32

mesmo carcinoma endometrial (VASCONCELOS et al., 2013; HU; HILAKIVI-CLARKE;
CLARKE, 2015). Todavia, 0o TAMOX tem sido a endocrinoterapia mais empregada no CM e
que vem sendo paulatinamente substituida pelos inibidores da aromatase, como o anastrazol,
0s quais tem demonstrado resultados superiores, com maior atividade e melhor tolerabilidade,
em comparacdo a terapia com TAMOX em mulheres pds-menopausicas (GOBBI et al., 2014).
A quimioterapia tem por base o uso de drogas antineoplésicas. 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), apds 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 sdo seus efeitos adversos e a quimioresisténcia,
induzida pela super-regulagdo de sinalizadores de sobrevivéncia e a resisténcia génica a
drogas. Para “driblar” isso, atualmente, o tratamento sistémico é ser realizado através de
combinacg6es entre drogas, de forma adjuvante ou neoadjuvante. A terapia adjuvante € padrao
ouro no tratamento, pois reduz a recorréncia local e sisttmica, e a neoadjuvante é utilizada
para a reducéo tumoral com o intuito de facilitar a conservagdo da mama durante a cirurgia, e
seguida pela quimioterapia pos-cirurgia (VINOD et al., 2013; MICHAELS et al., 2016).

Figura 9 — Linha do tempo representando os protocolos de quimioterapias implantados no
Brasil pelo SUS

Phase Il clinical
trials
vinorelbine/

doxorubicin
Phasg Il clinical F’hasse Il clinical CMF Paclitaxe/
trials for trials for L
paclitaxel paclitaxel/ Tg dorzoir;k:ﬁm Trastuzumab
FAC introduction gemcitabine 9

2002 2003

Fonte: CECILIO et al., 2015.

O 5-Fluorouracil é um quimioterapico de primeira linha no tratamento do CM, que
atua pela inibicdo de processos biossintéticos essenciais, dificultando o crescimento celular
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pela inibicdo da timidilato sintetase, impedindo desta forma, a transcricio de DNA e
translacdo de RNA, além de se incorporar nestas macromoléculas, inibindo suas funcgdes
normais, levando, assim, a apoptose e a citotoxicidade (ZHANG et al., 2012; ASARA et al,
2013; LI et al., 2015) (Figura 10). Garcia e colaboradores (2011) demonstraram que o 5-FU
promoveu a ativagdo de uma proteina quinase (PKR) por meio de uma via p53- independente,
induzindo apoptose em células de cancer de colon e de mama. Entretanto, seu uso esta
relacionado a alguns efeitos adversos, estudos correlacionam o estresse oxidativo induzido
pelo 5-fluorouracil com a mielosupressao 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 hipotensao e
disfuncdo ventricular. Vinod e colaboradores (2013) relatam que o 5-fluorouracil, além dos
efeitos adversos como leucopenia, diarreia, anorexia e voémito, desenvolve guimioresisténcia
pela super-regulacdo de sinalizadores de sobrevivéncia, atraves da translocacdo nuclear e
ativacdo de NF-kB e ativacdo de Akt, cuja maior funcdo € sobrevivéncia e proliferacdo

celular.

Figura 10 — Estrutura quimica do 5-Fluorouracil
@]
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5-fluorodihydropyrimidine-2,4(1H,3H)-dione
Chemical Formula: C;HsFN,O,
Exact Mass: 132,03
Molecular Weight: 132,09
Elemental Analysis: C, 36.37; H, 3.82; F, 14.38; N, 21.21; O, 24.22

Fonte: ChemBioDraw, 2016.

O Docetaxel (Figura 11) é um taxano semi-sintético, que apresenta atividade sobre
tumores sélidos metastaticos que sao resistentes ao tratamento com Paclitaxel, e possui como
mecanismo de acdo antineopldsica a interferéncia da dinamica dos microtubulos

(polimerizacdo e despolimerizagdo), interrompendo, desta forma, o ciclo celular, causando
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senescéncia e apoptose, além de alterar a expressao e fosforilacdo de proteinas da familia 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 resisténcia cruzada
com outras drogas antineoplasicas, porém seu uso esta 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 as toxicidades neuroldgicas induzidas pelo docetaxel. E estudos apontam que o
docetaxel induz estresse oxidativo, podendo provocar disfuncdes endoteliais, através da
modulacgéo da proteina C quinase (TABACZAR et al., 2012; HUNG et al., 2015).

Figura 11 — Estrutura quimica do Docetaxel

0 CeHs o}

OH

(2aR,4aS,6R,115,128,12bS)-12-(benzoyloxy)-9-(((3S)-3-((tert-butoxycarbonyl)amino)-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-4,1 1-dihydroxy-
4a,8,13,13-tetramethyl-5-ox0-3,4,4a,5,6,9,10,11,12,12a-decahydro-1 /#-7,1 1-methanocyclodeca[3,4]benzo[ 1,2-b]oxete-6,12b(2aH)-diyl diacetate
Chemical Formula: C45HssNO 5
Exact Mass: 849,36
Molecular Weight: 849,93
Elemental Analysis: C, 63.59; H, 6.52; N, 1.65; O, 28.24

Fonte: ChemBioDraw, 2016.

3.3 Acido Ascorbico

O Acido Ascérbico (AA) (Figura 12) (AscH2, vitamina C) é uma cetolactona solGvel
em agua, com dois grupos hidroxil ionizaveis, caracterizado por ser um excelente agente
redutor, que sofre duas oxidagdes para formar os radicais ascorbato (Asce-) e 4acido
desidroascorbico (DHA) (DU; CULLEN; BUETTNER, 2012). E essencial para a vida de
diversos organismos, sendo sintetizado no figado dos mamiferos, através da formacdo do
acido D-glucoronico e de L-gulono-y-lactona, exceto nos primatas superiores, COmo 0S seres

humanos, devido ao fatos destes ndo possuirem a enzima L-gulono-y-lactona oxidase,
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incapacitando a sintese o AA, tornando-os assim, dependentes de fontes exdgenas, como
frutas e legumes, para a manutencdo dos niveis fisioldgicos e participacdo de processos de
detoxificacdo, enzimaticos e modulatérios do metabolismo neuronal (COVARRUBIAS-
PINTO, et al. 2015; MILES, et al., 2015). A ingestdo diaria de AA recomendada é 75-125 mg
por dia. A concentracéo tipica de AA no plasma de seres humanos saudaveis é cerca de 40-80
HUM. A dose necesséria para saturar o plasma e os tecidos de um adulto é de 500 mg. A dose
recomendada para prevenir doencas degenerativas e cancer ¢ de 60 mg (DU; CULLEN;
BUETTNER, 2012; COVARRUBIAS-PINTO, et al. 2015).

Figura 12 — Estrutura quimica do Acido Ascorbico

(R)-5-((S)-1,2-dihydroxyethyl)-3,4-dihydroxyfuran-2(5H)-one
Chemical Formula: CgHgOgq
Exact Mass: 176,03
Molecular Weight: 176,12
Elemental Analysis: C, 40.92; H, 4.58; O, 54.50

Fonte: ChemBioDraw, 2016.

O AA ¢ um antioxidante altamente eficaz, pois participa da neutralizacdo de EROs, na
ativacdo de genes envolvidos no reparo de DNA, modulacdo de danos ao DNA em células
expostas a EROS in vitro e in vivo, demonstrando que a suplementacdo com AA pode ajudar a
prevenir doencas resultantes de danos causados por radicais livres. Porem seu efeito
farmacoldgico ainda é controverso, pois em doses elevadas, este composto inibe o
crescimento de células neoplésicas, devido a sua agdo pro-oxidante, a qual pode estar
relacionada a regulacdo negativa de EROs dependente de fatores de transcricdo SP, sendo
comparavel a observada em outras drogas antineoplasicas como o triéxido de arsénico
(PATHI et al., 2011; KONTEK; KONTEK, GRZEGORCZYK, 2013).

Gonzalez e Ribolo (2010) relatam que a atividade pro-oxidante do AA pode estar

relacionada com mitocondrias, as quais podem ter papel principal na progressdo tumoral, pois
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geram ATP, que tem importancia para a regulacdo de apoptose, producgéo e regulagdo de
espécies reativas de oxigénio. Neste sentido, o alto contetdo de AA pode aumentar a
producdo de ATP, induzindo apoptose em linhagens de células tumorais, por via pro-
oxidante. Por outro lado, em baixas concentragdes, o0 acido ascérbico apresenta papel
antioxidante podendo prevenir a oxidagdo, um dos fatores para indugéo de apoptose. Carocho
e Ferreira (2013) afirmam que agentes antioxidantes podem agir como pro-oxidantes,
dependendo de sua concentracdo e natureza das moléculas vizinhas, dentre outros fatores,
discorrendo sobre estudos que apontam a influéncia dos antioxidantes em doencas
neurodegenerativas, assim como a participacdo de pré-oxidantes no cancer.

A utilizacdo de AA no tratamento do cancer tem sido estudada nos ultimos 50 anos,
demonstrando que a suplementacdo vitaminica de AA pela dieta tem apresentado efeitos
preventivos em multiplos tumores. Todavia, estudos apontam que doses elevadas de AA por
via oral, somente permite atingir concentra¢fes plasmaticas de 1g/dia, 0 excesso é excretado
pelo organismo, onde concentracdes em niveis de mM sé sdo possiveis por meio de
administracdo intravenosa de elevadas doses (FRAJESE et al., 2016). O AA intravenoso € um
tratamento alternativo de cancer utilizado com o objetivo de retardar o avango do cancer. Ha
provas bioldgicas que altas concentracfes extracelulares de AA podem reduzir a toxicidade da
quimioterapia ou aumentar a sua eficacia. No entanto, nenhuma informagdo clinica esta
disponivel para indicar quais tipos de cancer e regimes de quimioterapia podem apresentar
resultados favoraveis ou desfavoraveis com o uso de acido ascorbico intravenoso (HOFFER
et al., 2015). Miles e colaboradores (2015) realizaram estudos para avaliar o efeito de
concentraces fisiologicas de AA em células de melanoma metastasico, tendo sido mostrada a
reducdo da atividade de HIF-1 e transcri¢do nas células neoplasicas, promovendo diminuicdo
da progressdo maligna e possibilitando uma melhoria na terapia.

Du, Cullen e Buettner (2012) realizaram um estudo em camundongos com cancer de
pancreas, os quais receberam duas doses diarias (4 g/Kg) de AA. O tratamento apresentou
uma reducdo da taxa de crescimento tumoral, entretanto, ap0s cessar o tratamento, foi
observado um aumento do crescimento tumoral, evidenciando que o AA, neste modelo, agiu
de forma citostatica, ndo citotdxica. Os autores relatam que ha estudos que apontam que 0 uso
do AA em conjunto com quimioterapicos convencionais apresentam efeitos citotoxicos
sinérgicos. Stephenson e colaboradores (2013) relatam que estudos com linhagens celulares
apontam efeitos citotoxicos do AA em linhagens celulares nas concentrages UM e mM.
Ensaio pré-clinicos com elevadas doses de AA apresentaram efeitos antineoplasicos em

modelos animais e culturas de tecidos. E clinicos iniciais sugeriram que o AA (intravenoso ou
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oral) pode diminuir os sintomas e prolongar a vida de pacientes com cancer terminal. Pathi e
colaboradores (2011) realizaram um estudo com células de cancer de colon (SW480 e RKO) e
observaram que o AA na dose de 1-3 mM reduziu a proliferacdo celular, devido a diminuicao
da expressao de proteinas SP, assim como, inducao da apoptose e necrose.

Estudos apontam que células neoplasicas possuem maior sensibilidade a
citotoxicidade induzida pelo AA do que células normais. Esta diferenca de sensibilidade pode
ser explicada pelos baixos niveis de enzimas antioxidantes (catalase, glutationa peroxidade e
perroxirredoxinas) e altos niveis de EROs nas ceélulas neoplasicas (DU; CULLEN;
BUETTNER, 2012). Kontek, Kontek e Grzegorczyk (2013) realizaram estudos com células
cancer de colo retal (HT29) in vitro, os quais evidenciaram que o AA influencia nas lesoes
oxidativas ao DNA em células neoplasicas, onde na presenca de AA+H,0, (10 uM) foi

observada uma diminuicdo da viabilidade celular das células HT29.

3.4 Danos ao DNA, seus biomarcadores e modelos para estudos farmacol6gicos

As células dos mamiferos possuem uma maquinaria de reparo de DNA para
manutencdo da integridade do material genético por meio de diversos mecanismos, tais como
inducdo de apoptose para eliminagdo de células lesadas, respostas transcricionais para
promover a sobrevivéncia celular, tolerancia dos danos ao DNA, ativacdo de checkpoints de
danos ao DNA durante o ciclo celular e iniciacdo do reparo do DNA (ABBOTTS;
THOMPSON; MADHUSUDAN, 2014). Contudo, defeitos nesta maquinaria podem
desencadear a carcinogénese, que possui como principal mecanismo os danos a0 DNA,
oriundo de agentes mutagénicos que reagem com o0s atomos de oxigénio nas ligacOes
fosfodiésteres do DNA. A Guanina, por exemplo, é a base nitrogenada mais reativa, afetada
diretamente pelos mutadgenos ambientais, 0s 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.
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Fonte: Adaptado de ABBOTTS; THOMPSON; MADHUSUDAN, 2014; KASAI, 2016.

Os danos oxidativos ao DNA estdo diretamente relacionados com a carcinogénese,
conforme relatado anteriormente. Devido a isto, ha a necessidade da utilizacdo de modelos
farmacoldgicos para a avaliacdo destes danos. A utilizagdo de modelo bioldgicos tém sido
amplamente adotada, por permitir a superacdo de restricbes éticas e experimentais
relacionadas a forma de vida alvo, uma vez que tais modelos representam uma ampla classe
de seres vivos, em termos de processos bioldgicos. Dentre estes modelos, encontra-se as
leveduras Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), amplamente utilizadas em estudos de
estresse oxidativo, por possuirem um sistema eucaridtico celular com metabolismo
semelhante ao de eucariotos superiores, com mecanismos apropriados de ativagdo metabolica
(citocromo P450) e de detoxifica¢do, que ndo estdo 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 investigagdo para processos fisioldgicos, biologicos e
patoldgicos, assim como na area da toxicogendmica.

Os danos mutageénicos e genotdxicos, sdo danos ao DNA que podem ser avaliados por
diversos biomarcadores e modelos, dentre eles o teste de micronucleo e 0 ensaio cometa
(GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015). O Teste de Micronlcleo com Bloqueio de
Citocinese (CBMN) é um método citogenético, que foi desenvolvido inicialmente para cultura
de linfocitos humanos e posteriormente adaptado para outros tipos celulares, utilizado para a
avaliacdo de danos ao DNA (micronucleos, pontes nucleoplasmaticas, brotos nucleares,
apoptose e necrose), que se baseia na andlise de células binucleadas, as quais apresentam uma
diviséo celular completa com bloqueio de divisdo subsequente realizado pela Citocalasina-B
(FENECH, 2000; PEJCHAL et al., 2011).

Os micronucleos (MN) sdo oriundos de fragmentos de cromossomos ou Cromossomos
soltos, os quais ndo foram incluidos no nucleo principal durante a mitose, devido a alteracfes
estruturais espontaneas ou por fatores mutagénicos, envoltos por uma membrana nuclear,
tornando-se um artefato nuclear, pequeno e separado. As pontes nucleoplasmaticas sdo
indicativo de disfuncdo dos telémeros apds perda de reparo ou quebra dupla do DNA, que
gera cromossomos dicéntricos puxados para polos opostos do fuso mitético durante a anéfase,
formando uma ponte estreita entre os dois nucleos. E os brotos nucleares sdo corpos ligados
ao nucleo principal, por uma ligacdo nucleoplasmaética fina, originados por um mecanismo
pelo qual as células removem o DNA amplificado (amplificacdo de gene) (FENECH, 2011,
PEJCHAL et al., 2011). A Figura 14 (A e B) demonstra a presenca destes danos nucleares
por meio do teste CBMN em linfécitos humanos expostos a radiagdo (5 Gy) (PEJCHAL et al.,
2011).
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Figura 14 — Danos nucleares em linfocitos humanos expostos a radiacdo (5 Gy) ap6s CBMN.
(A) - 1) Célula binucleada com dois micronucleos e um broto nucleoplasmatico (setas); 2)
Célula mononucleada sem citoplasma; 3) Células apoptéticas (corpos apoptoticos). (B) - 1)
Célula binucleada com microndcleo e ponte nucleoplasmatica (seta); 2) Célula mononucleada
com micronucleo (seta pontilhada); 3) Célula mononucleada sem micronucleo. (C) - 1) Célula
apoptdtica inicial com cromatina condensada dentro do limite nuclear intacto; 2) Célula
apoptoticas tardias exibindo fragmentacdo nuclear; 3) Células necréticas com membrana
nuclear danificada e irregular.

)
Fonte: PEJCHAL et al., 2011.
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A necrose € um importante marcador evolutivo de diversas patologias, sendo
provocada por fatores que impossibilitam a viabilidade fisiologica celular, independente das
caspases de morte celular (FANG et al, 2016). A apoptose € caracterizada por células
arredondadas, com pseudopodes retraidos, volume celular reduzido, cromatina condensada e
nacleos fragmentados (corpos apoptéticos), podendo ser desencadeada por fatores intrinseco e
extrinsecos. A apoptose intrinseca é desencadeada por diversas condigdes, como danos ao
DNA e estresse oxidativo, e requer a permeabilizacdo da membrana mitocondrial, estando
diretamente relacionada a familia de proteinas Bcl-2. A apoptose extrinseca é conduzida por
um complexo de sinalizacdo composto por sinais extracelulares de estresse, que sdo
detectados e propagados por receptores de membranas especificos (Fas, TNFR1 e TRAIL)
(GORDY; HE, 2012; POMARA et al., 2015). A Figura 15 (C) apresenta células apoptoticas
e necraticas, passiveis de analise por meio do teste CBMN, em linfocitos humanos expostos a
radiacédo (5 Gy) (PEJCHAL et al., 2011).

No presente estudo, o0 CBMN foi realizado em culturas de Sarcoma 180 (S180). Os
Sarcomas representam cerca de 1% dos canceres em adultos, 10% em criancas e 15% em
adolescentes, e constituem um grupo heterogéneo, e raro, de tumores de origem mesenquimal
que podem ser classificados em: de tecidos moles (gordura, musculos, nervos, vasos
sanguineos e tecidos conjuntivos) e 6sseos. Nos EUA, no ano de 2012 foram registrados cerca
de 11.280 novos casos de sarcomas em tecidos moles, e 2890 de 6sseos, com 3900 e 1410
oObitos, 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 farmacol6gicos de avaliacdo de
agentes anti-tumorais, caracterizado na forma de ascite e inoculado de forma intraperitoneal
em camundongos ou ratos. Possui caracteristicas indefinidas, altos indices de metéstase e
prognéstico ruim, o que tornou um 6timo modelo experimental ao longo dos anos, como
modelo comparativo com respostas semelhantes em celulas neoplasicas em humanas
(BERNARDES et al., 2015; FERREIRA et al., 2015).

Com relacdo 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
principio a migragcdo dos fragmentos danificados e negativamente carregados de DNA em
direcdo ao anodo durante a eletroforese (neutra ou alcalina), gerando uma cabeca, que
consiste no DNA intacto, e um rastro semelhante a uma cauda de cometa, onde a medicao
desta cauda reflete a extensdao 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 eucaridticas, capaz de detectar quebras de fita simples e dupla no DNA, as
quais tém um papel relevante na formacdo de aberracBes cromossémicas, além de
modificacdes nas bases de DNA, onde o grau da leséo no DNA ¢ verificado através de
microscopia, onde cem células sdo criteriosamente analisadas e classificadas em diferentes
graus de lesdo que variam de zero (células sem alteracdo morfoldgica) até quatro (DNA
totalmente fragmentado) (SAMPAIO et al., 2012; APOSTOLOU et al., 2014) (Figura 15).

Figura 15 — Imagens de cometas no microscépio de fluorescéncia, onde as curvas vermelhas
representam os nucleos e as verdes as caudas e fotomicrografias no microscéopio optico. (A)
Dano zero; (B) Dano 1; (C) Dano 2; (D) Dano 3; (E) Danos 4; (1) Dano minimo; (2) Dano
Médio; (3) Dano maximo.

Fonte: Adaptado de VANDGHANOONI; ESKANDANI, 2011; GUNASEKARANA; RAJ;
CHAND, 2015.
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RESUMO

Este estudo de reviséo teve por objetivo 0 mapeamento sistematico sobre &cido ascorbico, na
prevencdo e/ou tratamento do céncer, como antioxidante e/ou pré-oxidante em estudos
clinicos e ndo clinicos, entre o periodo de 2011 a 2015, para o entendimento das variacfes de
dose-reposta, bem como dos seus mecanismos de acdo como agente antioxidante e
antitumoral. No banco de dados do Pubmed e Bireme com o uso do descritor “cancer ¢ acido
ascorbico” foram identificados 78 artigos dos quais apenas 30 artigos apontavam o acido
ascorbico na prevencdo e/ou tratamento do cancer. Contudo, h& controvérsias sobre as doses
utilizadas, como também necessidade de estudos clinicos caracterizando melhor o seu
mecanismo de agdo. Desta forma, outros estudos devem ser realizados para o entendimento
das variaces de dose-reposta, bem como seu direcionamento de mecanismos de acdo, tanto
como agente antioxidante ou antitumoral, para auxiliar o tratamento e a preven¢do do cancer,
visando melhor qualidade de vida aos pacientes e a populacéo em geral.

Palavras-chave: cancer, prevencdo, acido ascorbico, 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. INTRODUCAO

A palavra “Cancer” é originada da palavra grega “Karkinos” que significa caranguejo,
a qual relaciona os vasos sanguineos infiltrados no tumor com as garras deste animal.
Atualmente, o cancer se caracteriza por uma doenca complexa que envolve a alteragcéo da
expressao de genes, que proporciona a sobrevivéncia e proliferacao celular, a qual pode ser
modificada por fatores gendmicos e epigendmicos (SUNG et al., 2011). Os fatores genémicos
se caracterizam por modificacdes nos sitios dos genes, promovendo mutagdes, enquanto 0s
epigendmicos correspondem a modificagdes que ndo alteram a sequéncia de bases do DNA,
mas sim, sua conformacao, por meio de altera¢fes nas histonas, metilacGes nas bases de DNA
e remodelamento de nucleossomos (GREENMAN, et al., 2007; COSTA, 2010).

Células cancerosas operam sob alto nivel de estresse oxidativo, devido a seus altos
niveis basais de espécies reativas de oxigénio por sua transformacdo oncogénica e sua
reprogramacao metabolica (AKLADIOS et al., 2015). O estresse oxidativo ocorre devido ao
desequilibrio entre a producdo de radicais livres (anion superoxido (O;), peréxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxil (OH"), éxido nitrico (NO) dentre outros) e sua eliminacdo
por mecanismos de defesas antioxidantes (superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), dentre outros), o qual induz danos celulares, causados pela
peroxidacdo lipidica que gera desarranjo e perda de funcdo e integridade da membrana
celular, além de danos ao DNA, promovendo a instabilidade gendmica e a proliferacdo
celular, aumentando consequentemente as mutacGes somaticas e transformacdes neoplasicas
(REUTER et al., 2010; RAJAKUMAR; PUGALENDHI; THILAGAYATHI, 2015).

De acordo com o Instituto Nacional de Céncer em 2012 houve a ocorréncia de 14,1
milhGes de casos de cancer no mundo, com um total de 8,2 milhdes de mortes por cancer.
Estima-se que em 2030, a carga global de cancer sera de 21,4 milhdes de novos casos e 13,2
milhGes de mortes, principalmente devido ao crescimento e envelhecimento da populacéo
(INCA, 2014). Dentre os tipos de cancer, o cancer de mama é o segundo mais comum, tendo
sido estimado cerca de 1,67 milhGes de novos casos de Cancer de Mama no mundo em 2012,
0 que representa 25% de todos os tipos de cancer diagnosticados em mulheres, no Brasil. Sua
mortalidade equivale a 70% e a sobrevivéncia em 5 anos varia entre 80 a 40%, dependendo do
desenvolvimento econémico do pais. Estima-se que no Brasil, em 2010, o nimero de novos
casos é superior a 49.000 (LEE et al., 2012).
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A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) afirma que o consumo de frutas e verduras
pode auxiliar na prevengdo do céncer, devido a sua composicdo com nutrientes como
vitaminas, minerais e fibras (XIAO et al., 2011). Segundo o INCA, os alimentos
antioxidantes, ricos em &cido ascérbico (vitamina C), carotenoides (vitamina A) e tocoferol
(vitamina E), selénios e flavonoides, sdo recomendados seguindo doses preconizadas pelo
Dietary Reference Intake (DRI), pois estes podem atuar na prevencdo do cancer, inibindo a
oxidacdo e a producdo de radicais livres, como também favorecendo o estresse oxidativo e
promovendo até mesmo a carcinogénese (INCA, 2011).

O é&cido ascoérbico (vitamina C) tem sido muito utilizado no tratamento e prevencgdo
do céncer, contudo resultados clinicos ndo conclusivos ainda tem sido obtidos. Em baixas
concentracdes ele apresenta papel antioxidante, prevenindo a oxidacdo que induz apoptose,
entretanto, seu o alto conteldo pode aumentar a producdo de ATP (gerado pelas
mitocondrias) induzindo apoptose em linhagens de celulas tumorais, por via pro-oxidante
(GONZALEZ et al., 2010). Estudos apontam que em linhagens celulares de cancer de mama,
tratadas com mitoxantrone e &cido ascérbico, apresentaram atividade antineoplasica em dose-
dependente influenciando na apoptose, ciclo celular e sinalizacdo celular, aumentando a
citotoxicidade do antineoplasico (GUERREIRO et al., 2014).

Todavia, ha ainda muitas controvérsias sobre o papel da vitamina C, na prevencao e
tratamento do cancer. O presente estudo de revisdo visa realizar um mapeamento sistematico
sobre &cido ascorbico, na prevencao e/ou tratamento do cancer, como antioxidante e/ou pro-
oxidante em estudos clinicos e ndo clinicos, entre o periodo de 2011 a 2015, para o
entendimento das variacdes de dose-reposta, bem como dos seus mecanismos de agdo como

agente antioxidante e antitumoral.
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2. METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada através de um levantamento bibliografico de artigos
cientificos de estudos clinicos e nédo clinicos, entre o periodo de 2011 a 2015, nos sites de
busca Pubmed e Bireme, com os descritores “cancer” e “acido ascorbico”. Foram encontrados
78 artigos, dos quais 30 foram utilizados para o levantamento de acordo com os critério de
inclusédo, estudos clinicos e ndo clinicos que utilizem o acido ascérbico na prevencao e/ou
tratamento do céncer, entre o periodo de 2011 a 2015; e critérios de excluséo, os estudos que
ndo utilizem &cido ascorbico no tratamento e/ou prevencdo do cancer e que estejam fora do
periodo estabelecido (Figura 1). Dos artigos selecionados para a andlise, 12 utilizavam o
acido ascorbico como antioxidante, sendo 02 estudos clinicos e 10 ndo clinicos, e 18 como

pré-oxidantes, dos quais apenas um era clinico e os demais (17) eram nao clinicos.

Figura 1 — Desenho do levantamento bibliografico e seus critérios de inclusdo e excluséo

Total = 76 artigos
Pubmed m Critérios de inclusio
* Estudos Clinicos e N&o Clinicos que utilizem o acido

ascorbico na prevengio ou tratamento do cancer, no
periodo de 2011 4 2015;

30 artigos \

Critérios de exclusio
* Estudos Clinicos ¢ N#o Clinicos que ndo utilizem o
Pro-oxidante acido ascorbico na prf:venqﬁo ou tratamento do
cancer;
Clinico - 01 + Estudos fora do periodo entre 2011 4 2015;

7

Antioxidante

Clinicos - 02

Clinicos - 10 Clinicos - 17

i,
il
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 O &cido ascérbico como agente antioxidante

O é4cido ascorbico é um micronutriente essencial para a saide humana, que possui
atividade antioxidante e participa da produgéo de proteinas como o colageno, norepinefrina e
serotonina. E adquirido através da ingestdo de diversas plantas, principalmente frutas citricas
como limdo e laranja, e vegetais como tomate e brocolis, com dose didria recomendada de 90
mg para homens e 75 mg para mulheres (ADITI; GRAHAM, 2012).

A Tabela 1 apresenta os estudos clinicos e ndo clinicos referentes a utilizagdo do
acido ascorbico como antioxidante no tratamento e/ou prevencdo do cancer, descrevendo seu
uso em diversos tipos de cancer ou linhagens de células, em diferentes doses/concentragdes e
seus mecanismos de acdo. Os estudos clinicos (02) envolvem diferentes tipos de cancer
(péncreas, mama, rins, pulmao, figado, bexiga, linfoma, prostata, célon, cérebro, leucemia,
estdmago, ovario, pele e utero) e doses de acido ascorbico (0, 04 — 0,28 mM; 1 — 10 mM),
com relacdo aos ndo clinicos (10), estes utilizam diversas linhagens de células neoplasicas
(MCEF-7 de cancer de mama; carcinoma renal; B16FO de melanoma; HelLa de cancer cervical,
pulmdo; neuroblastoma; leucemia linfoblastica aguda; 143-B de osteosarcoma), em
doses/concentracfes 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 &cido ascorbico através da glicose.
Contudo, os humanos néo sintetizam, devido ao ndo funcionamento do gene L-glutalactona
oxidase, entdo esta vitamina € obtida através da dieta, como ascorbato e 4cido
dehidroascorbico (DHA). A concentragdo normal de &cido ascorbico no plasma humano é
cerca de 40 a 80 puM, e é nessa concentragdo que a vitamina C enddgena age como
antioxidante. Concentracdes fisiologicas de ascorbato demonstraram inibicdo da oxidacdo do
LDL e acdo sinérgica com a vitamina E impedindo a oxidacdo lipidica de membranas
celulares (DU; CULLEN; BUETTNER, 2012). Estudos descrevem que o &cido ascorbico
intravenoso é mais efetivo para elevar os niveis séricos de ascorbato, do que quando
administrado oralmente (MANDL; SZARKA; BANHEGY 1, 2009).

Os estudos clinicos evidenciaram como principais mecanismos de acdo antioxidante a
reducdo dos niveis de proteina C-reativa e citocinas pro-inflamatorias, e a diminuicdo da
inflamacdo. E os ndo clinicos elucidaram a atenuagédo da citotoxicidade, reducdo de apoptose,

protecdo de células neoplasicas contra peroxidacéo lipidica, modulacdo de marcadores do
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cancer de proliferacdo (Ki67), invasdo e metastase (MMP-2 e -9), angiogénese (VEGF),
apoptose (TUNEL e Bcl-2) e inflamagéo (COX-2, iNOS e GSTx), diminuigédo da producdo de
espeécies reativas de oxigénio gerada por 4-(hydroxyphenyl)retinamide (4-HPR), limitacédo do
potencial invasivo, além de dificultar a metastase, o crescimento tumoral e secrecdo de
citocinas inflamatdrias, bem como o reforgo do encapsulamento de tumores, atividade anti-
apoptdtica pelo recrutamento de Bcl-2 e protecdo contra a inducdo de lesGes pulmonares por
exposicao ao fumo, atraves da inibicdo da expressdo da ciclina D1 (Tabela 1).

A vitamina C é um excelente agente redutor, que sofre duas oxidagdes consecutivas
para formar o radical ascorbato (Asc”), 0 qual é relativamente ndo reativo devido a
estabilidade do elétron ndo pareado, e dismuta o acido ascérbico em DHA, e é esta funcéo de
agente redutor que mantem as enzimas, mantendo desta forma a maquinaria bioquimica de
células e tecidos funcionando normalmente (DU; CULLEN; BUETTNER, 2012).

Esse baixo potencial de elétrons e sua estabilidade de ressonédncia € o que o lhe
acomete como antioxidante. Os autores relatam também que a vitamina C tem o papel de
coletar as espécies reativas de oxigénio, atuando como antioxidante para manter o equilibrio
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 sdo capazes de neutralizar espécies reativas de oxigénio, oriundas
entre o desequilibrio entre as defesas antioxidantes e o estresse oxidativo provocado por
doencas como o cancer ou pelo seu tratamento, desta forma os antioxidantes, como o acido
ascorbico, por exemplo, podem auxiliar tanto na prevencdo do cancer ou no seu tratamento,
através da reducdo dos efeitos colaterais relacionadas a quimioterapia (PORTANTIOLO et
al., 2014).
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Tabela 1 — Estudos clinicos e ndo clinicos sobre a utilizagdo do acido ascorbico como antioxidante no tratamento e/ou prevencdo do cancer

TIPO DE ESTUDO TIPO CANCER/CELULAR MECANISMO DE ACAO DOSE/CONCENTRACAO REFERENCIAS
Clinico FCIECES e ns, p“"!"a"' flgadq Reducéo dos niveis de proteina C-reativa e citocinas pré-inflamatorias 0,04 -0,28 mM CULIXOTAE!
bexiga, linfoma, prostata, célon, gastrico al., 2012)
Nio Clinico Cancer de mama em camundondos Dificulta metastase, o crescimento tumoral e secrecdo de citocinas inflamatérias, bem como 085 mM (CHA et al.,
Y reforca o encapsulamento de tumores ' 2013)
Nio Clinico Células MCFE-7 de cancer de mama Atenuacdo da citotoxicidade, reducéo de_ apo~pto§e,, protecédo de células neoplasicas contra 0,05¢05 mM (SUBRAMANI
peroxidacdo lipidica et al., 2014)
N&o Clinico Células MCF-7 de cancer de mama Diminuigéo citotoxicidade 0,1 mM (ngg)al"
Pancreas, mama, rins, pulméo, figado,
Clinico bexiga, linfoma, prostata, célon, cérebro, Diminuicéo da inflamagéo 1-10mM & :all(lzgl\i? et
leucemia, estbmago, ovario, pele e Gtero B
. _ ) . L . - (GARG et al.,
Nao Clinico Células de carcinoma renal Atividade anti-apoptética pelo recrutamento de Bcl-2 0,11e2,28 mM 2011)
Nao Clinico Células de melanoma (B16FO) Dificulta metastase, o crescimento tumoral 4 mM (RO(g(I;/IlIZv)a il
PR . R . Modulagéo de marcadores do cancer de proliferagéo (Ki67), invasdo e metastase (MMP-2 e - (ROOMl et al.,
Nao Clinico Células de cancer cervical (Hela) 9), angiogénese (VEGF), apoptose (TUNEL e Bcl-2) e inflamagéo (COX-2, iNOS e GSTx) 4mM 2015)
Nio Clinico Cancer de pulméo em furdes Prote¢do contra a inducéo de lesdes pulmorjares pOr exposicao ao fumo, através da inibicdo 1.2 mM (KIM et al.,
da expresséo da ciclina D1 2012)
Néo Clinico Células de neuroblastoma Atividade anti-apoptética 0,1-0,4 mM ('_L'?‘;DQSYSY
P a - - Diminuicédo da producg&o de espécies reativas de oxigénio gerada por 4- (APRAIZ et al.,
Né&o Clinico Células de leucemia linfoblastica aguda (hydroxyphenylyretinamide (4-HPR) 100 pM 2012)
U . Lo - . (CMOCH et al.,
Né&o Clinico Células de osteosarcoma (143-B) Limitagao do potencial invasivo 0,28 mM 2014)
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3.2 O &cido ascérbico como agente antitumoral

A suplementacdo vitaminica pode melhorar os beneficios e a qualidade de vida dos
pacientes com cancer, contudo, a literatura aponta controvérsias sobre o tratamento de cancer
com 0 uso de acido ascorbico. Pesquisadores relatam que estudos in vitro com linhagens
celulares de neuroblastoma, céncer de bexiga, pancreas e outros apresentaram efeito
citotoxico do acido ascorbico, e estudos in vivo deram suporte a este potencial anticancer da
vitamina C (ICHIM et al., 2011).

A Tabela 2 relata os estudos clinicos e ndo clinicos sobre a utilizacdo do acido
ascérbico como antitumoral no tratamento e/ou prevencdo do cancer, descrevendo seu uso em
diversos tipos de cancer ou linhagens de células, em diferentes doses/concentracBes e seus
mecanismos de acdo. Dentre eles, apenas um estudo clinico foi elucidado, o qual analisa
pacientes com cancer metastasico pancreatico com uso de &cido ascorbico nas doses de 0,28;
0,34 e 0,56 mM.

Com relacdo aos estudos ndo clinicos (17), estes utilizaram diferentes linhagens de
células neopléasicas (IOSE-385, OVCAR-3, SKOV-3 e OVCA-432 de ovario; escamosas do
esdfago e CP-A, CP-B, CP-C e CP-D do esbfago; 23132/87 de carcinoma gastrico, HT-29 de
célon, SKOV-3 de ovario, BXPC-3 de pancreas, 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; HelLa de cancer cervical; carcinoma de célon; e HEp-2 de carcinoma
de laringe; SK-N-MC de neuroblastoma; PANC-1, AsPC-1, BxPC-3 e MIA PaCa-2 de
cancer pancreatico; linfoma Burkitt virus Epstein-Barr positivo e células linfoblastdides; PC3
de cancer de prdstata; mesotelioma pleural maligno; NSCLC de epiteliais de céncer de
pulmdo; carcinoma sélido de Ehrlich; RKO e SW480 de cancer de colon), em diversas
concentragdes de acido ascorbico (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 concentragdes milimolares, o acido ascorbico é capaz de “matar” algumas
linhagens celulares in vitro, e in vivo gera radicais superdxidos, peréxidos de hidrogénio e
ascorbil extracelulares responsaveis por sua atividade citotoxica, porém concentracfes tdo
altas quanto 20 mM ndo apresentaram risco a linhagem de células ndo malignas (MCCARTY;
CONTRERAS, 2014). Outros estudos asseguram que altas doses de &cido ascorbico sdo
efetivas na morte celular em estudos in vitro e na inibigdo 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 toxica seletiva em alguns tipos celulares de tumor, como pro-
oxidante, pois concentracdo acima da fisiologica (0,1 mM), entre 1 mM e 10 mM, séo toxicas
a células neoplasicas in vitro, como por exemplo, para células de melanoma e neuroblastoma,
onde concentragdes entre 10 nM a 1 mM é capaz de induzir apoptose (PARK, 2013).

Como mecanismo de agdo antitumoral, o estudo clinico relatou a diminuicdo do
tamanho do tumor. Os ndo clinicos relataram a inibicdo da progressao celular, através do
aumento dos niveis de H,O,. efeito anti-proliferativo das células tumorais, através de
interferéncia no ciclo celular (Go/G1) e geracdo de H,O,. citotoxicidade; alteracdo de proteinas
relacionadas a apoptose; reducdo e inibicdo do crescimento celular; diminuicdo dos niveis de
serotonina, aumento do grau de necrose hemorrégica e permeabilidade do endotélio; producéao
de espécies reativas de oxigénio, através da liberacio de Ca,"; inducdo de apoptose; inducéo
de aponecrose em células resistentes a apoptose; inibicdo proliferacdo celular e secrecdo de
MMP-2 e -9 e aumento de secrecdo de TIMP-2; inducdo autofagia; supressao tumoral;
blogueio da progressdao e metastase tumoral; ativacdo da apoptose e via mecanismo de
producdo de espécies reativas de oxigénio-dependente; perda de viabilidade celular; aumento
da expressdo de p53; sub-regulacao de proteinas (Spl, Sp3 e Sp4) e diminuicdo da expressdo
de genes que envolvem a proliferagdo celular e angiogénese (Tabela 2).

A vitamina C pode ser utilizada para complementar o tratamento do cancer desde
1974, auxiliando na qualidade de vida e sobrevivéncia dos pacientes. Estudos em humanos,
animais e in vitro, demonstram que antioxidantes como acido ascorbico, tocoferois e
carotenoides podem inibir o crescimento de células neopléasicas, induzir a apoptose, aumentar
a diferenciacdo celular e inibir a atividade da proteina C quinase e adenil ciclase,
comprovando sua acdo atitumoral, e afirmando que sua terapia em altas doses pode trazer
beneficios aos pacientes, melhorando seu prognostico e eficacia terapéutica (GROERB,
2009).

Estudos citam que dentre 0os mecanismos pro-oxidantes do acido ascérbico estd sua
capacidade de reduzir fons metalicos como o Fe®*" e Cu®*, processo o qual, produz radicais
livres, como o radical hidroxil, os quais interagem com o DNA, causando quebras nas
ligagBes fosfodiésteres, alem de modificagbes nas bases, que gera inducgdo a citotoxicidade
(PUTCHALA et al., 2013). Pesquisas apontam outro mecanismo de acdo antitumoral, a
proliferacdo de células Natural Killers (NK) sem afetar suas fun¢Ges normais. Segundo eles,
estas células tem capacidade de “matar” células tumorais sem a necessidade de
direcionamento de sensibilizagdo, e que o A&cido ascorbico promove sua proliferacéo
(HUJIKENS et al., 2015).
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Tabela 2 — Estudos clinicos e néo clinicos sobre a utilizagdo do acido ascorbico como antitumoral no tratamento e/ou prevengao do cancer

TIPO DE ESTUDO TIPO CANCER/CELULAR MECANISMO DE ACAO DOSE/CONCENTRACAO REFERENCIAS
x e Células de cancer de ovario (IOSE-385, OVCAR- — x . Lo
Né&o Clinico 3, SKOV-3 e OVCA-432) Inibigdo da progresséo celular, através do aumento dos niveis de H,0, 0,25 mM (Lietal., 2014)
. - . . . Efeito anti-proliferativo das células tumorais, através de interferéncia no
Né&o Clinico Diferentes linhagens de células ciclo celular (Go/Gy) e geracio de H;0, 0,1-2mM (FROMBERG, 2011)
Nio Clinico Células AGS Inibicdo da progresséo celu_lar, CItOtPXICIdade, alteracdo de proteinas 0.3mM (NAGGAPAN, et al.,
relacionadas a apoptose 2013)
x - C¢lulas escamosas do esdfago e células Barrett’s x .
N&o Clinico do esofago (CP-A, CP-B, CP-C e CP-D) Reducéo do crescimento celular 0,5mM (MERLO et al., 2011)
Células de carcinoma gastrico (23132/87), de cdlon
(HT-29), ovario (SKOV-3) pancreas (BXPC-3),
N - mama (BT-20, MDA-MB-468, MDA-MB-231 e o (KLINGELHOEFFER
N EliTE MCF-7), glioblastoma (U-13898, U-87 e U-251), PlredliEE g A, Jes =0 il etal., 2012)
células endoteliais (HUVEC) e fibroblastos
(NHDF)
N&o Clinico Células de cancer cervical (HeLa) Reduc&o do crescimento celular 4mM (ROOMI et al., 2015)
Diminuigao dos niveis de serotonina, aumento do grau de necrose (EAELLET, DS
Nao Clinico Carcinoma de c6lon em camundongos ¢ Aor b gr 28,39 mM RICHARDSON,
hemorragica e permeabilidade do endotélio 2014)
Nao Clinico Carcinoma de laringe (HEp-2) Produgéo de espécies reativas de oxigénio, através da liberacdo de Ca," 3-10mM (MAF;}'II;&\;;CH et
(HARDAWAY;
Né&o Clinico Células de neuroblastoma Inducéo de apoptose 1-6mM BADISA; SOLIMAN,
2012)
. - Células de cancer pancreatico (PANC-1, AsPC-1, x . . .
N&o Clinico BXPC-3 ¢ MIA PaCa-2) Inducdo de aponecrose em células resistentes a apoptose 4,26 mM (DINNEN, 2013)
S Células de linfoma Burkitt virus Epstein-Barr x " . S x (SHATZER et al.,
Né&o Clinico nositivo e células linfoblastdides Producdo de espécies reativas de oxigénio e inducdo de morte celular 22,71 mM 2013)
. N . in vitro - inducéo apoptose, inibigao proliferacéo celular e secregio de
Na&o Clinico Células de neuroblastﬁ]njlz?\iéSK N-MC) invitro e MMP-2 e -9 e aumento de secre¢ao de TIMP-2 Néo relatada (ROOMI et al., 2013)
in vivo - inibi¢do do crescimento tumoral
Clinico Cancer metastéasico pancreatico Diminuicéo do tamanho do tumor 0,28;0,43e 0,5 mM (MONTI et al., 2012)
Nio Clinico Células de cancer de prostata (PC3) em Producdo de espécies reativas de oxigénio, inducdo autofagia, supresséo 0.4 mM (TOMASETTI et al.,
camundongos tumoral ' 2012)
in vitro — sinergismo no mecanismo de citotoxicidade
Nao Clinico Células de mesotelioma pleural maligno em ratos in vivo - bloqueio da progressdo e metastase tumoral, reducdo do tamanho do 11.36 mM (VOLTA et al., 2013)
tumor
Inducgéo de morte celular por ativacdo da apoptose e via mecanismo de (VUYURI et al
Na&o Clinico Células epiteliais de cancer de pulméo (NSCLC) producdo de espécies reativas de oxigénio-dependente, perda de viabilidade 0,5-5mM 2013) "
celular
Néo Clinico Carcinoma s6lido de Ehrlich em camundongos Inibigdo do crescimento tumoral e aumento da expresséo de p53 0,68 mM (BASSQSLIJ Bl
Diminuicéo da proliferacéo celular, indugéo apoptose e necrose, sub-
Né&o Clinico Células de cancer de célon (RKO e SW480) regulacéo de proteinas (Sp1, Sp3 e Sp4) e diminuicéo da expresséo de genes 1-3mM (PATHI et al., 2011)

que envolvem a proliferacdo celular e angiogénese
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4. CONCLUSAO

Estudos relatam o uso do acido ascorbico, na prevencdo e no tratamento do cancer.
Contudo, existem controveérsias sobre seu papel antioxidante e anti-tumoral. Este estudo
observou que ha relatos na literatura de diferentes doses/concentracdes de acido ascoérbico,
onde como antioxidante ele pode atuar por diversos mecanismos como na atenuagdo da
citotoxicidade, reducdo de apoptose, protecdo de celulas neoplésicas contra peroxidacdo
lipidica, reducdo do crescimento tumoral e secrecéo de citocinas inflamatdrias, dentre outros.
E como antitumoral, através inibicdo da progressdo celular, aumento dos niveis de H,O,
efeito anti-proliferativo das células tumorais, citotoxicidade, indugdo de apoptose, dentre
outros. Ainda ha incompatibilidade com relacdo as doses de acido ascorbico utilizadas, como
também a necessidade de caracterizacdo em relacdo aos estudos clinicos de seus mecanismos
de agdo. Desta forma, outros estudos devem ser realizados para o entendimento das variagoes
de dose-reposta, bem como seu direcionamento de mecanismos de acdo, tanto como agente
antioxidante ou antitumoral, para auxiliar o tratamento e a prevencdo do cancer, visando

melhor qualidade de vida dos pacientes e populacdo em geral.
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CAPITULO I

Efeitos do Acido Ascorbico no potencial oxidativo e genotdéxico de
drogas antineoplasicas em linhagens de Saccharomyces cerevisiae
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RESUMO

O desenvolvimento do Cancer esta diretamente relacionado ao estresse oxidativo. Durante o
tratamento, pacientes oncoldgicos utilizam antioxidantes na dieta, dentre eles, o Acido
Ascorbico (AA). O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos modulatérios do Acido
Ascorbico frente aos danos oxidativos e genotoxicos 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
associacOes, induziram danos oxidativos significantes (p<0,001), em todas linhagens de S.
cerevisiae, entretanto, quando associados ao AA, apresentaram modulagdo significante
(p<0,05) nas diferentes linhagens, tanto para co- quanto para pos-tratamento. Os
antineoplésicos 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 interagdes 5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX.
Entretanto, os danos genotdxicos induzidos pelos antineoplasicos e associacBes foram
modulados pelo AA (p<0,05) em DOCE (ID - 42,5% e FD — 39,1%), 0o 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 a¢des antioxidantes e antigenotoxicas frente aos
danos induzidos pelos antineoplasicos isolados e em associacdes. Assim apontamos a
realizacdo de outros testes ndo clinicos e clinicos para elucidar as interferéncias do AA
durante terapias oncologicas.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. 5-Fluorouracil. Docetaxel. Tamoxifeno. Acido
Ascorbico. 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. INTRODUCAO

Os Radicais Livres sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons desemparelhados,
altamente instaveis e ativos em reacfes quimicas, derivados de elemento como o oxigénio,
que produz Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), as quais em excesso, pode acarretar em
danos oxidativos, alteracdes nas bases nitrogenadas ou, ainda, modificaces de desoxirribose,
podendo gerar danos como apoptose e mutacdes (CAROCHO; FERREIRA, 2013;
MENDONCA; CARIOCA; MAIA, 2014).

O estresse oxidativo € caracterizado por essa producdo excessiva de radicais livres e
pela reducdo da capacidade do sistema de defesas antioxidantes enddgeno (enzimatico -
Superoxido Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa Redutase, Catalase
(CAT)); e ndo-enzimatico - 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, sdo extremamente sensiveis a danos por
radicais livres, os quais promovem danos a tecidos e macromoléculas (lipidios, acidos
nucléicos e proteinas). Assim, participam do desenvolvimento de doengas neurodegenerativas
(Parkinson e Alzheimer), cardiovasculares, disfuncGes imunes e enddcrinas, danos renais e
hepaticos, inflamacdes cronicas e até mesmo do cancer (BARBOSA et al., 2010; RAHAL et.
al., 2014; PISOSCHI; POP, 2015).

O Cancer (CA) é a patologia com maior frequéncia de 6bitos pelo mundo devido a
fatores moleculares altamente complexos, compreendidos entre a predisposicdo génica e a
influéncia do estilo de vida. Seu desenvolvimento estd diretamente relacionado ao estresse
oxidativo, através de trés estagios: mutacoes - devido a producdo de danos ao DNA, por meio
de EROs; proliferacdo celular e diminuicdo da apoptose — onde EROs contribuem para
expressao anormal de genes, modificando, assim, a comunicacao entre células; e progresséo —
por meio de alteragdes no DNA provocadas muitas vezes por EROS, dando inicio a uma nova
populacdo celular (REUTER et al., 2010; D’ORAZIO, 2012; CHOUDHARI et al., 2014).

De acordo com o INCA (2015), em 2012 houve a ocorréncia de 14,1 milhGes de casos
de CA no mundo, com um total de 8,2 milhdes de obitos. Estima-se que em 2030, a carga
global de CA sera de 21,4 milhdes de novos casos e 13,2 milhdes de obitos. Dentre os tipos
de CA, o Cancer de Mama (CM) é o segundo mais comum (correspondendo a 10% de todos
0s tipos de cancer em mulheres), e o quinto maior causador de morte no mundo, caracterizado

por ser uma patologia heterogénea, com cerca de 20 subtipos morfoldgicos distintos e quatro

Dissertacdo de Mestrado — Ana Maria Oliveira Ferreira da Mata



75

subtipos baseados na expressdo génica (JANSEN; BACKSTEIN; BROWN, 2014,
KAWALEC; LOPUCH; MIKRUT, 2015). Para o Brasil, em 2016, séo esperados 57.960
casos novos de CM, com maior frequéncia nas mulheres das Regides 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 vérios tipos de terapias, dentre elas a
quimioterapia, a qual observa-se uso de farmacos em associacdo, dentre eles o Docetaxel
(DOCE), 5-Fluorouracil (5-FU) e o Tamoxifeno (TAMOX). O DOCE ¢ utilizado
principalmente para tratar a metastase celular, pois promove a interrupcéo do ciclo celular e
posterior apoptose. O 5-FU impede o metabolismo celular de sintetizar metabolitos
essenciais, levando a apoptose durante a divisdo celular. O TAMOX, geralmente é empregado
como terapia ap6s o tratamento quimioterdpico, por ser um modulador dos receptores de
estrogeno, fazendo o mesmo competir com este horménio, impedindo que ocorra a ligagdo
nesses sitios que poderiam levar a uma proliferacéo celular (ALKEN; KELLY, 2013; ASARA
etal, 2013; LIU et al., 2014).

Durante a quimioterapia, alguns pacientes oncoldgicos utilizam antioxidantes na dieta,
para suprir déficits nutricionais decorrentes do tratamento. Dentre o0s antioxidantes
consumidos, encontram-se as vitaminas, em especial, o &cido ascorbico (AA), conhecido
popularmente por vitamina C, composto hidrofilico, com propriedades antioxidantes capazes
de quelar radicais livres, protegendo a estrutura celular e mantendo a homeostase celular
frente a agentes toxicos (TORRES et al, 2008; AL-ASMARI et al., 2015). O AA também tem
sido utilizado na prevencdo CA, devido a estas propriedades antioxidantes que podem
prevenir a oxidagdo que induz a apoptose. Entretanto, estudos apontam que doses altas de AA
podem aumentar a producdo de ATP (gerado pelas mitocondrias) induzindo apoptose em
linhagens de células tumorais, por via pré-oxidante (GONZALEZ et al., 2010; GUERRIERO
etal., 2014).

Essas controvérsias sobre o uso do AA durante o tratamento ou prevencdo do CA,
surge a necessidade de novos estudos para a compreenséo deste tema. A utilizacdo de modelo
biologicos tém sido amplamente adotada, por permitir a superacdo de restricGes éticas e
experimentais relacionadas a forma de vida alvo, uma vez que tais modelos representam uma
ampla classe de seres vivos, em termos de processos bioldgicos. Dentre estes modelos,
encontra-se as leveduras Sacchamomyces cerevisiae (S. cerevisiae), amplamente utilizadas em
estudos de estresse oxidativo, por possuirem um sistema eucariético celular com metabolismo
semelhante ao de eucariotos superiores (SOARES, 2005; KARATHIA et al., 2010). Por se
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tratar de células eucaridticas, 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 modulatdrios do Acido
Ascorbico frente aos danos oxidativos e genotoxicos induzidos pelo 5-Fluorouracil, Docetaxel

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

Dissertacdo de Mestrado — Ana Maria Oliveira Ferreira da Mata



77

2. METODOLOGIA

2.1 Quimicos e suas diluicbes

As drogas utilizadas no estudo foram: 1) Fluorouracila (Eurofarma), solugéo injetavel
de 25 mg/mL, diluido em salina estéril até a concentracdo final de 20 pg/mL ; 2) Docetaxel
tri-hidratado (Eurofarma), solucéo injetavel de 20 pg/mL, diluido em salina (0,9%) estéril até
a concentragdo final de 2 pg/mL; Citrato de Tamoxifeno (Eurofarma), comprimido de 20 mg,
diluido em solucdo salina (0,9 %) com Dimetilsulfoxido (DMSO) a 10%, até a concentracdo
final de 20 pg/mL; e Acido L(+) Ascorbico P.A. (Dinamica Ltda.), diluido em tampéo fosfato
estéril até a concentracdo final de 50 umol. Como controle positivo foi utilizado perdxido de

hidrogénio (H,0,) 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 genoétipos relevantes estdo apresentadas
na Tabela 1. A linhagem EG118 é defectiva no sistema enzimaético que envolve a enzima
superdxido dismutase citoplasmatica (CuzZnSOD - produto do gene SOD1), enquanto a
EG110 apresenta mutacdo na SOD mitocondrial (MnSOD - produto do gene SOD2); EG133 €
o duplo mutante, defectivo para SOD1 e SOD2; EG103 corresponde a linhagem selvagem,
portanto proficiente nestas enzimas; EG223 defectiva na enzima catalase (Catl); 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
estacionaria, de acordo com Oliveira e colaboradores (2014). As células em suspensédo foram
semeadas a partir do centro para a margem de uma placa de Petri em um ciclo continuo, para
ambos os lados da placa, contendo no centro um disco de papel filtro estéril. Neste, foram
adicionados 100 pL totais dos antineoplasicos (Tamoxifeno — 20 pug/mL; 5-Fluorouracil — 20
pg/mL; Docetaxel — 2 pg/mL) isolados, dissolvidos em salina (0,9%) estéril, e em associacao
com AA (50 pumol), diluido em tampdo fosfato, o qual foi administrado no momento (co-
tratamento) e 8 horas ap6s a administracdo dos tratamentos (periodo correspondente & meia-

vida das drogas). Tratamentos descritos na Figura 1. Apos 48h de incubacdo em estufa a
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34°C, foram mensurados os halos de inibigdo do crescimento. A inibicdo do crescimento
leveduriforme foi medida em milimetros, desde a margem do disco de papel-filtro para o
inicio do crescimento celular. Os valores podem variar de 0 mm (crescimento completo) a 40
mm (auséncia de crescimento), para o tamanho da placa de Petri. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

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

Descricao Gendtipo Origem
EG103 (SODWT) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+ Edith Gralla, L Angeles
EG118 (Sod1A) sodl::URA3 all other markers as EG103 Edith Gralla, L Angeles
EG110 (Sod2A) sod2::TRP1 all other markers as EG103 Edith Gralla, L Angeles
EG133 sod1::URA3 so0d2:TRP1 double mutant all other
(Sod1ASo0d2A) markers as EG103
EG223 (CatlA) EG103, except catl: TRP1
EG (SodlACatlA) EG103, except sodl:: URA3 and catl:: TRP1

Edith Gralla, L Angeles

Edith Gralla, L Angeles
Edith Gralla, L Angeles

Figura 1 — Grupos de tratamentos utilizados no estudo

H,0, (10mM)

TAMOXIFENO (20 ug/mL)
+

CONTROL! -
NEGATVO saiina (0,9%) 5-FLUOROURACIL (20 ug/mL)
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e . .
l 5-FLUOROURACIL (20 ug/mL) | 5-FLUOROURACIL (20 ug/mL) ACIDO ASCORBICO (50 uM) 8 h

ACIDO ASCORBICO (50 uM) 0 h

\ 5-FLUOROURACIL (20 ug/mL) |+ . ;
ACIDO ASCORBICO (50 M) 8 h

TAMOXIFENO (20 ug/mL)
+

DOCETAXEL (2 ug/mL)

| DOCETAXEL (2 ug/m) |

TAMOXIFENO (20 ug/mL) |7&cmo ASCORBICO (50 M) 0 h
S -

ACIDO ASCORBICO (50 udf) 8 h

. ACIDO ASCORBICO (50 xAf) 0 h
| DOCETAXEL (2 pig/mL) |

TAMOXIFENO (20 ug/mL)
| ACIDO ASCORBICO (50 1M) 0 h

TAMOXIFENO (20 ug/mL) | +— . .
‘ (D) | | Aco ASCORBICO (50 40 8 1

5-FLUOROURACIL (20 ug/mL)
+

DOCETAXEL (2 pig/mL)

5-FLUOROURACIL (20 ug/mL) ACIDO ASCORBICO (50 M) 0 h
+

DOCETAXEL (2 ug/mL) ACIDO ASCORBICO (50 zM) 8 h

+ ; 3 _
DOCETAXEL (2 ug/mL) LAC]DO ASCORBICO (50 M) 8 h

TAMOXIFENO (20 ug/mL)
+
5-FLUOROURACIL (20 ug/mL)
+

DOCETAXEL (2 pig/mL)

TAMOXIFENO (20 ug/mL)
72 J'Acmo ASCORBICO (50 M) 0 h
5-FLUOROURACIL (20 ug/mL) + — :
i LACHJO ASCORBICO (50 M) 8 h

DOCETAXEL (2 ug/mL)
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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
estacionéria, de acordo com Oliveira e colaboradores (2014). Foi realizada uma contagem
celular, onde a concentracdo celular final para a cultura em meio liquido foi ajustada a 0.5 x
10° 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, 0s
tratamentos com AA foram realizados apenas em co-tratamento (Oh). Apds 48h de incubacao
em estufa a 34°C, realizou-se a versdo alcalina do ensaio cometa, conforme descrito por Silva
e colaboradores (2016), com adaptagcdes. Onde 10 ul das amostras foram misturadas com uma
fina camada de agarose “low melting” 0,75% (95 ul) e colocadas sobre ldaminas pré-cobertas
com agarose normal a 1,5%; estas laminas foram mergulhadas em uma solugdo de lise (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adicdo de 1% Triton X-100 e 10% DMSO
na hora do uso), por no minimo 1 hora até no maximo 72 horas a 4°C, para o rompimento das
membranas celulares. A lise celular permite a migracdo dos fragmentos de DNA realizada
apos a incubacdo das laminas em tampao alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13)
por 20 minutos e subsequente aplicacdo de uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90
V/cm) por 15 minutos nas células lisadas sobre as laminas para microscopia em uma cuba de
eletroforese de DNA. As laminas foram neutralizadas logo apds a eletroforese com tampéo
Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com Giemsa (OSIPOV et al., 2014). Os resultados foram
expressos em indice de danos (ID) e frequéncia de danos (FD). O ID foi obtido pela avaliacédo
visual das classes de dano (de 0 a 4), extraindo-se um indice que expressa o dano geral sofrido
por uma populacdo de celulas (50 células por l&mina em duplicata), os nucleos intactos
aparecem redondos (classe 0 — sem danos), ja nas celulas lesadas, 0 DNA migra do nicleo em
direcdo ao anodo, durante a eletroforese, mostrando uma “cauda” de fragmentos
sedimentados, semelhante a um cometa e sdo classificados entre classes um (dano minimo) a
guatro (dano méaximo). A FD foi calculada baseada no numero de células sem cauda (dano 0)

menos 100.

Dissertacdo de Mestrado — Ana Maria Oliveira Ferreira da Mata



80

2.4 Célculo do percentual de modulacéo do acido ascérbico frente aos danos induzidos
por drogas antineoplésicas

Ap0s calculada a estatistica dos testes em S. cerevisiae, foram calculados os valores do
percentual de modulacdo (%M) do AA nos danos induzidos pelos antineoplasicos associados

entre si, bem como com o acido ascorbico, através da

seguinte formula: %M = (A-(B+AA))/A*100

Onde, “A” representa os valores dos danos provocados pelos antineoplédsicos e suas
associacoes, ¢ “B+AA” representa os valores dos antineoplasicos associados ao acido

ascorbico.

2.5 Andlise Estatistica

Os resultados que obedeceram a uma distribuicdo paramétrica foram analisados pela
Andlise de Variancia (ANOVA), com teste de Bonferroni como post hoc test, através do
programa GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego
California USA, Copyright©. Significancia para P<0,05. Os dados ndo paramétricos

(percentagens) foram analisados por meio do teste qui-quadrado.

Dissertacdo de Mestrado — Ana Maria Oliveira Ferreira da Mata



81

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo do potencial oxidativo do 5-Fluorouracil, Docetaxel e Tamoxifeno e
percentual de modulagdo do Acido Ascérbico frente aos danos oxidativos induzidos
pelas drogas em linhagens de Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae € amplamente utilizada para o estudo de
mecanismos de protecdo celular contra Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (WU et al.,
2011). Os resultados da avaliacdo 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 4cido ascorbico em associacdo com os antineoplasicos apresentou significantes
(p<0,05) efeitos modulatorios para a maioria das linhagens, exceto para Sod1ASod2A. O AA
modulou em 45% e 42 % os danos oxidativos induzidos pelo 5-FU em co-tratamento e em
pos-tratamento na linhagem SODWT, respectivamente. Na linhagem Sod1A a modulagdo do
AA foi de 55% em co-tratamento e 51% em poés-tratamento frente a oxidacdo do 5-FU
(Figura 2A). A Sod1 (citoplasmatica) é responsavel por proteger as mitocdndrias contra H,O,
durante os processos de respiracdo celular; enquanto que Sod2 (mitocondrial) constitui a
principal enzima responsavel por remover ions superoxido do citoplasma. Prontamente, a
catalase (Cat) degrada peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio (HOFERL et al., 2014;
GAMERO-SANDEMETRIO; GOMEZ-PASTOR; MATALLANA, 2014). Em relagdo a
linhagem CatlA, 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 quimioterapico com meia-vida entre
de 10 a 20 minutos, que atua pela inibicdo de processos biossintéticos essenciais, dificultando
o0 crescimento celular pela inibicdo da timidilato sintetase, impedindo desta forma, a
transcricdo de DNA e translacdo de RNA, além de se incorporar nestas macromoléculas,
inibindo suas funcGes 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 — Avaliacéo do potencial oxidativo da associacdo do acido ascdérbico com 5-Fluorouracil, Docetaxel e suas associa¢fes em linhagens
de S. cerevisiae. Os valores correspondem a Média + Desvio padrdo das medidas dos halos de inibicdo de crescimento das linhagens. ANOVA,
two-way, pés-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 pg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL); AA: Acido Ascorbico (50 pmol); H,0,: Peréxido
de Hidrogénio (10 mM); Oh: co-tratamento; 8h: apos 8h;

Grupos SODWT Sod1A Sod2A Sod1ASod2A CatlA Sod1ACat1A
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

H,0, 350355 ¢ 33,2+0,507° 33,7095 ° 14,5+ 12,08 28,25+ 4,59 305+£1,917

5-FU 30,0 +4,327 30,0 £ 4,237 35,5+ 4,04 32,740,957 27,7+1,7077 30,7+1,5077
5-FU + AA (Oh) 16,5+1,917° 13,243,947 24,5+ 4,79 32,5+2,08 9,75+0,95" 27,5 £ 3,10
5-FU + AA (8h) 17,2+7,08™ 14,5+3,697"" 24,2 +567 31,5+2,38 25,5 5,50 32,5 £ 3,10

Doce 29,8 +8,66 ° 33,5+1,297 35,5+2,38" 32,0+1,637° 23,7+41977° 23,7 +41177°

Doce + AA (Oh) 21,1+3,71 12,2+2,06 ¢ 35,0 +0,81 31,0+ 3,36 85+264 ¢ 6,75+3,947°¢

Doce + AA (8h) 16,2 + 4,24 9,0+2587"° 10,2+6,85 ¢ 28,5 + 3,10 13,0+2,587°¢ 8,75+4,787°¢

5-FU + Doce 3751297 37,5+£1,297 36,2 +2,637° 32,0+1,637° 26,2+2,06° 23,7+41177°
5-FU + Doce + AA (Oh) 33,5+2,38 12,042,167 32,7 +3,59 21,7 +6,027¢ 17,5+ 2,08 20,5 £ 4,20
5-FU + Doce + AA (8h) 23,0+ 4,967 125+2,64"" 10,5 +2,08™" 26,7 + 3,86 20,7 + 4,42 23,5+2,64
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Tabela 3 — Avaliacdo do potencial oxidativo da associacdo do &cido ascorbico com Tamoxifeno, 5-Fluorouracil, Docetaxel e suas associagdes
em linhagens de S. cerevisiae. Os valores correspondem a Média + Desvio padrdo das medidas dos halos de inibicdo de crescimento das
linhagens. ANOVA, two-way, pos-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 pg/mL); Doce:
Docetaxel (2 pg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL); AA: Acido Ascérbico (50 umol); H,0,: Perdxido de Hidrogénio (10 mM); Oh: co-

tratamento; 8h: apos 8h;

Grupos SODWT Sod1A Sod2A Sod1ASod2A CatlA Sod1ACat1A
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
H,0, 350355 ¢ 33,2+0,507° 33,7095 ° 14,5+ 12,08 28,25 + 4,597 305£1,917°
Tamox 30,7+567 ¢ 305+2517° 22,5+2,087 20,7767 23,046,487 21,2 +457°
Tamox + AA (0h) 22,7+221 31,0+ 4,83 14,2 +2,06"™ 15,0 + 6,67 17,5+ 4,93 15,2 + 10,08
Tamox + AA (8h) 17,2 +4,42™ 17,7+7.36™ 14,7+ 1,255 17,2 5,56 13,5+3,007 15,7 + 7,80
Tamox + 5-FU 24,0424 23,7+14,06™ 18,2+ 4,647 31,0 £2,9477 26,5+0,357° 27,2+6,607°
Tamox + 5-FU + AA (Oh) 24,7 +4,99 31,0 4,83 11,0+ 4,76 21,5+5,26°° 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°° 16,2 + 5,65 26,0 + 7,43
Tamox + Doce 18,7 7,087 35,0+0,0 27,0+6,0077 27,5+10477 22,5+6,027 245+6,65 7
Tamox + Doce + AA (0h) 15,5 + 5,80 15,5 + 4,437 13,0 +7,39™ 16,5+ 0,57 8,7+1,897 11,7+6,137°
Tamox + Doce + AA (8h) 17,2 +1,70 18,7 + 4,787 16,2 +5,62™ 11,5+5,80™ 9,0+2,94™ 9,75+1,707¢
Tamox + Doce + 5-FU 347+125° 26,5+11,90" 31,2+3597 145+2,647 22,042,947 132+7547
Tamox + Doce + 5-FU + AA (0Oh) 20,7+287° 20,7 +5,12 22,5+ 2,08 13,7+ 1,50 87+386 ¢ 13,2+ 1,89
Tamox + Doce + 5-FU + AA (8h) 232+4,647° 20,5 + 9,39 23,5+ 6,55 14,7+ 1,70 16,2 + 3,40 12,0+ 2,44

Dissertacdo de Mestrado — Ana Maria Oliveira Ferreira da Mata



84

Figura 2 — Percentual de modulagio (%M) do Acido Ascorbico nos danos induzidos pelos antineoplasicos 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 modulacdo calculado pela férmula %M = (A-(B+AA))/A*100; Tamox: Tamoxifeno (20 pg/mL); Doce:

Docetaxel (2 pg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL); AA: Acido Ascorbico (50 umol).
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Figura 3 — Percentual de modulacio (%M) do Acido Ascorbico nos danos induzidos pelos antineoplasicos 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 modulacdo
calculado pela formula %M = (A-(B+AA))/A*100; Tamox: Tamoxifeno (20 pg/mL); Doce: Docetaxel (2
pg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL); AA: Acido Ascorbico (50 pmol).
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Existem relatos do estresse oxidativo induzido pelo 5-FU em medula 6ssea de ratos,
indicando que seu uso pode estar relacionado a mielosupressdao 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 Garcia e colaboradores (2011)
demonstraram que o 5-FU promoveu a ativa¢do de uma proteina quinase (PKR) por meio de
uma via p53- independente, induzindo apoptose em células de cancer de célon 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 pds-tratamento para a Sod1A e para Sod2A, foi verificado modulagdo de
70% de modulacdo do DOCE, em pds-tratamento (Figura 2A). O DOCE induz estresse
oxidativo, podendo provocar disfuncbes endoteliais, através da modulacdo 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 as toxicidades
neuroldgicas 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 a 11:01 horas, que
apresenta atividade sobre tumores sélidos metastaticos que sdo resistentes ao tratamento com
Paclitaxel, e possui como mecanismo de acdo antineoplasica a interferéncia da dindmica dos
microtubulos (polimerizacéo e despolimerizacdo). Desta forma, ocorre a interrupgdo do ciclo
celular, causando senescéncia e apoptose, além de alterar a expressdo e fosforilacdo de
proteinas da familia Bcl-12, induzindo apoptose (ALKEN; KELLY, 2013; QU et al., 2014,
MONTERO et al., 2015).

O TAMOX é uma droga anti-estrogénica, com meia-vida de 4 a 7 horas, aprovado em
1977 pela Food and Drug Administration (FDA) como agente supressor de estrégeno para
tratar cAncer de mama, utilizado na prevencdo de mulheres com alto risco de CM, como
terapia adjuvante, depois do tratamento primario, e para o tratamento de carcinoma ductal in
situ (LUM et al., 2013; YANG et al., 2013). Em associa¢do com o0s antineoplasicos na terapia
do céancer para ampliar a acdo antitumoral dos antineoplasicos (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 oxidacdo pode ser modulada em AA
em pos-tratamento (56%) na linhagem mutada para a superdxido dismutase mitocondrial
(Sod2A) e em pos-tratamento com percentuais de 56%, 53%, 34% para a SODWT, e SodlA e

Sod2A. O AA ndo interferiu nos danos do TAMOX nas linhagens mutadas para catalase
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(Figura 2A). Gonzélez e colaboradores (2010) relatam que em baixas concentracfes 0 AA
apresenta papel antioxidante e pode prevenir a oxidacdo que induz apoptose, contudo, uma
alta concentracdo de AA pode aumentar a producdo de ATP (gerado pelas mitocondrias)
induzindo apoptose em linhagens de células tumorais, por via pro-oxidante.

Apoptose é um processo de morte celular caracterizado por mudangas morfologicas e
bioguimicas, tais como condensacdo da cromatina, fragmentacdo nuclear e quebra do DNA,
reducdo do volume celular, ativacdo de caspase, desnaturacao de proteinas e modificacfes na
estrutura das membranas, de importancia no controle do crescimento celular, que pode ocorrer
em condicdes fisiologicas ou patoldgicas. As condicdes fisiologicas incluem morte celular de
células senescentes para involucao fisioldgica de tecidos, como o endométrio. E as condicBes
patoldgicas estdo relacionadas a morte induzida por células T citotoxicas do processo imune,
virus, radiacdes, hipoxia, e terapia com drogas anticancerigenas (GRIVICICH, REGNER,
ROCHA, 2007; WONG, 2011; KOFF; RAMACHADIRAN; BERNAL-MIZEACHI, 2014).

Nass e colaboradores (2015) observaram que 0 TAMOX induziu danos oxidativos em
tumores resistentes ou sensiveis a esta droga, e que a expressdo de enzimas antioxidantes
(SOD, catalase, GST) aumentou, a0 mesmo tempo que a peroxidacdo lipidica reduziu, no
entanto, foi evidenciada a reducdo do conteddo de glutationa nos tumores. O AA, ou
ascorbato, popularmente conhecido como vitamina C, é uma importante vitamina hidrofilica
com propriedades antioxidantes e oxiredutoras de grande importancia, a qual protege contra o
estresse oxidativo, por sequestro de EROs, além de apresentar papel na sintase endotelial para
0 Oxido nitrico e na regulacdo da pressdo sanguinea (TRABER; ETEVENS, 2011;
CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Cabe enfatizar que 0 TAMOX ¢ eficaz para pacientes com receptor de estrogénio
positivo (ER") e doenca recorrente, como também, na terapia quimiopreventiva para mulheres
com um alto risco de metastase de cancer de mama ER+, e tem como mecanismo de acdo a
inibicdo competitiva do receptor de estrogénio, que leva a inibicdo de genes reguladores de
estrogénio, impedindo a proliferacdo de células tumorais, e a consequente progressdo da
doenca, além de induzir apoptose de cancer receptor de estrogénio negativo (ER’), por meio
do aumento do status oxidativo celular, da inibicdo de proteina 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 oxidacdo de purinas e pirimidinas,
entretanto, tais danos podem ser reduzidos por substancias antioxidantes, protegendo as

células contra tais danos. Os antioxidantes sdo muito utilizados no prevencao e tratamento
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cancer. Terapias com doses intravenosas de AA tém sido utilizadas no tratamento do cancer, e
estudos tem demonstrado que tratamentos com doses intravenosas elevadas de AA podem
reduzir inflamacdo em pacientes com cancer, por meio da reducéo de proteina C-reativa e de
citocinas pro-inflamatdrias, entretanto, esta suplementacéo pode ser perigosa, pois a0 mesmo
tempo em que eles diminuem os niveis 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 utilizacdo do
tamoxifeno apos a quimioterapia, no tratamento de cancer de mama HER2", tém demonstrado
uma modesta melhora no tratamento, aumentando o indice de resposta patoldgica completa.
Contudo, a combinacdo de 3 ciclos de ciclofosfamida+metotrexato+5-FU, seguida de
tamoxifeno, ndo é eficaz em pacientes pds-menopausa com cancer de mama node-negativo
ER", mas altamente efetiva em cancer de mama ER™ (AEBI et al., 2011; ZELNAK et al.,
2013).

Assim como no tratamento com Tamoxifeno, onde a suplementacdo com AA causou
efeito protetor, em linhagens celulares de CM, contra a peroxidacdo lipidica e citotoxicidade,
induzida pelo Tamoxifeno, propondo o efeito modulatério do AA no tratamento com
Tamoxifeno, implicando que essa suplementacdo pode possuir efeitos adversos em pacientes
oncolégicos (SUBRAMANI et al., 2014). Cha e colaboradores (2013) verificam o efeito
modulatério da suplementacdo de AA, em camundongos deficientes de AA com CM e
melanoma, a qual inibiu o crescimento tumoral, metastase e a secrecdo de citocinas
inflamatdrias, sugerindo que a agressividade tumoral pode estar relacionada a baixas
concentragdes de AA.

Corroborando com os resultados obtidos na avalicdo dos efeitos oxidativos do 5FU,
DOCE e TAMOX, bem como para os efeitos do AA na modulagdo dos danos oxidativos em
linhagens de S. cerevisiae proficientes e mutadas em defesas enzimaticas, a associacdo entre
esses antineoplasicos e os efeitos do AA foram similares. Os resultados da avaliacdo do
potencial oxidativo das associagdes de 5-FU, Docetaxel e Tamoxifeno, em S. cerevisiae,
apontam que todas as associacBes dos antineoplasicos induziram danos oxidativos
significantes (p<0,0001) em todas as linhagens testadas, quando comparados ao controle
negativo. Contudo, quando associado ao acido ascorbico, essas associagdes de
antineoplasicos, apresentarem efeitos modulatorios significantes (p<0,05) nas linhagens
(Figura 2A e 3A).

Amin e colaboradores (2012) relatam que a associacdo do 5-FU a doxorrubicina e

ciclofosfamida, provoca um aumento da peroxidacdo da membrana de fosfolipidios das
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celulas, aumentando a toxicidade e levando ao desenvolvimento de patologias, como
problemas cardiacos, limitando a sua utilizacdo. Sua associagcdo com a cisplatina é utilizada
no tratamento de cancer de estdmago e esdfago, porém a cisplatina possui diversos efeitos
colaterais, como nauseas e vomitos. Com isso, estudos foram realizados combinando o Doce a
essa associacdo, 0s quais obtiveram beneficios significantes na qualidade de vida dos
pacientes, quando comparado a associacdo 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 associacdo 5-
FU+DOCE em 58% e para TAMOX+DOCE+5-FU em 33%, em pds-tratamento. Para a
linhagem Sod1A foi verificada modulagdo de 68% co-tratamento e 66% pds-tratamentos para
Tamox+5-FU+AA; e 55% em co-tratamento e 46% em poés-tratamento para
Tamox+Docet+AA, quando comparado as associagdes sem acido ascorbico. Em Sod2A foi
evidenciada modulagdo de 70% pds-tratamento para 5-FU+DOCE+AA. Em Sod1ASod2A foi
observada modulacdo de 32% em co-tratamento para 5-FU+DOCE+AA; e 30% em co-
tratamento e 32% em pos-tratamento para TAMOX+5-FU+AA, quando comparado as
associacOes sem &cido ascorbico (Figura 2B). Em CatlA foi verificada modulagao de 33%
em co-tratamento para Tamox+5-FU; 61% em co-tratamento e 60% em pos-tratamento para
TAMOX+DOCE+AA; e 60% em co-tratamento para TAMOX+DOCE+5-FU+AA, quando
comparado as associacoes sem acido ascorbico. E Em SodlACatlA foi evidenciada
modulacdo de 52% em co-tratamento e 60% em pos-tratamento para TAMOX+DOCE+AA,
guando comparado a associacdo sem acido ascorbico (Figura 3B).

Corroborando com os resultados obtidos neste estudo, onde foram observados efeitos
oxidativos significantes induzidos pelo 5-FU, DOCE, TAMOX e suas associacfes, nas
linhagens utilizadas de S. cerevisiae,, 0s antineoplasicos exercem seus efeitos através da
indugdo de estresse oxidativo, via 0 sistema xantina - xantina oxidase, nas mitocéndrias e
NADPH oxidase, causando uma citotoxicidade mediada por EROs. As mitocondrias podem
ter papel principal na progressdo tumoral, pois geram ATP, que tem importancia para a
regulacio de apoptose, producéo e regulacio de espécies reativas de oxigénio (GONZALEZ
etal., 2010, MAHBOORB et al., 2012; PREDDY, 2014). Entretanto, Pienigzek e colaboradores
(2013) relatam que a associacdo de taxanos (placitaxel ou docetaxel) com doxorrubicina,
induz aumento de estresse oxidativo em figados de ratas, em comparagéo as drogas sozinhas,
sugerindo um modo de acao pro-oxidante sinérgico.

Os dado apontam modulacgéo significante (p<0,05) nas diferentes linhagens, tanto para

co- quanto para pos-tratamento. Alguns estudos corroboram com os achados. Al-Asmari e

Dissertacdo de Mestrado — Ana Maria Oliveira Ferreira da Mata



89

colaboradores (2015) observaram que a suplementacdo de AA no tratamento com 5-FU em
ratas, apresentou atenuagdo na peroxidacéo lipidica e atividade da mieloperoxidase, induzida
pelo 5-FU, e ativacdo de NF-kB e expressao de COX-2, sugerindo que o AA modulou o
estresse oxidativo induzido pelo 5-FU.

Os antioxidantes sdo definidos como qualquer substancia que previne, retarda ou
remove danos oxidativos em moléculas alvo, podendo ter origem enzimatica, como as
enzimas Superdxido Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa Redutase,
Catalase (CAT)); e ndo-enzimética, como flavonoides, minerias, fenois, carotenoides e
vitaminas (A, C, E e K). Substancias antioxidantes agem por meio de uma combinacdo de
mecanismos, promovendo a remocdo de espécies reativas do oxigénio do meio celular,
realizando a varredura das EROS e sequestro de metais catalizadores na formacéo de radicais
livres, além de induzirem a geracdo de antioxidantes enddgenos (BREWER, 2011).
Entretanto, Fromberg e colaboradores (2011) verificaram que o potencial redox do AA
apresentou efeitos terapéuticos em linhagens de cancer de préstata tratadas com DOCE, 5-FU,
Epirubucina e Irinotecan, por meio de mecanismos extracelulares, inducdo de apoptose e

efeito anti-proliferativo pela interrupc¢éo do ciclo celular.

3.2 Avaliacdo genotdxica do 5-Fluorouracil, Docetaxel e Tamoxifeno e percentual de
modulacdo do Acido Ascorbico frente aos danos genotdxicos induzidos pelos

antineopléasicos em linhagens de Saccharomyces cerevisiae

3.2.1 Efeitos antigenotoxicos do AA frente aos danos ao DNA de Saccharomyces cerevisiae,

proficiente em superdxido dismutase, induzidos por 5-Fluorouracil, Docetaxel e Tamoxifeno

Os antineopléasicos 5-FU, DOCE e TAMOX induziram genotoxicidade (P<0,05) na
linhagem de S. cerevisiae proficiente em superoxido dismutase quando comparado com o
grupo sem tratamento. Como observado esses antineoplasicos induziram danos oxidativos
pelo aumento do ID e FD nessa linhagem, que podem ser evidenciados no teste cometa na sua
versdo alcalina (GOMES JUNIOR et al., 2015). Entretanto, os danos genotoxicos foram
modulados de forma significante no co-tratamento com AA para o0 DOCE (ID - 42,5% e FD —
39,1%) e o TAMOX (ID - 51,4% e FD — 50%) (Figura 4 e 5), demonstrando acgéo

antigenotdxica do AA.
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Figura 4 — Indice de Danos induzidos pelos antineoplasicos e suas associagdes com Acido
Ascoérbico em células de S. cerevisiae. ANOVA two-way, pos-teste de Bonferroni. Valores
significantes (Média + Desvio Padrdo) 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
ug/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 pg/mL) AA: Acido
Ascorbico (50 pmol).

1350+ 7,0 a,d

TAMOX + AA

TAMOX 277,5+ 10,6

DOCE + AA 152,5 + 7,0 a,c

DOCE 265,0 £ 21,2 a

5FU+AA 167,5 31,8 a

5FU 190,0 + 7,0 a
Sem tratamento 39,5+ 13,4
L] I I L] 1
Q Q Q Q Q
,\9 ,]/0 (bg bp

indice de Danos

Figura 5 — Frequéncia de Danos induzidos pelos antineoplasicos e suas associacdes com
Acido Ascorbico em células de S. cerevisiae. ANOVA two-way, pos-teste de Bonferroni.
Valores significantes (Média + Desvio Padrdo) 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 pg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL);
TAMOX: Tamoxifeno (20 pg/mL) AA: Acido Ascorbico (50 pmol).
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TAMOX + AA 40,0 + 7,0 a,d
DOCE + AA 1 50,0 £ 7,0 a,c
5FU+AA 57,5+ 3,5a
5FU 80,0+ 7,0a
Sem tratamento 25,0 £ 7,0
I T T T T 1
Q ,]/Q b<° Q)Q %0 00

Frequéncia de Danos

Ha duas versdes do teste cometa, a neutra e a alcalina. A versdo neutra é considerada
menos sensivel, porque detecta apenas lesdes de fita dupla de DNA. A alcalina detecta maior
variedade de lesbes de DNA, como quebra de fita simples, lesbes de sitios alcalinos labeis,
locais de reparos incompletos e crosslinks (BRIANEZI, 2009). Essas lesdes ao DNA
detectadas por este teste, sdo oriundas de agentes mutagénicos que reagem com 0s atomos de
oxigénio nas ligacdes fosfodiésteres do DNA (KASAI, 2016) e permanecem no material
genético quando ha defeitos maquinaria de reparo, a qual tem por funcdo a manutencdo da
integridade do material genético por meio de diversos mecanismos, tais como inducdo de
apoptose para eliminacdo de células lesadas, respostas transcricionais para promover a
sobrevivéncia celular, tolerancia dos danos ao DNA, ativacdo de checkpoints de danos ao
DNA durante o ciclo celular e iniciagdo do reparo do DNA (ABBOTTS; THOMPSON;
MADHUSUDAN, 2014).

3.2.2 Efeitos antigenotoxicos do AA frente aos danos ao DNA de Saccharomyces cerevisiae,

proficiente em superoxido dismutase, induzidos pelas interagdes de drogas

As interagdes 5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX induziram similares (P<0,05) efeitos
genotdxicos pelo aumento do ID e FD na linhagem SODWT quando comparado ao grupo sem
tratamento. Esses danos apontam que os efeitos oxidantes dos antineoplasicos podem ser

relacionados com a genotoxicidade. Esses danos foram modulados pelo AA nas interagdes 5-
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FU+DOCE (ID - 43,5% e FD — 42,9%) e 0 5-FU+TAMOX (ID - 37% e FD — 33,6%) (Figura
6e7).

Figura 6 — Indice de Danos induzidos pelas interacdes dos antineoplésicos e suas associagdes
com Acido Ascorbico em células de S. cerevisiae. ANOVA two-way, pds-teste de Bonferroni.
Valores significantes (Média + Desvio Padrdo) 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 pug/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20

ng/mL) AA: Acido Ascorbico (50 pmol).

5FU+ TAMO X+AA 145,0 £ 14,1 a,c

5FU+ DOCE +AA T 130,0 + 14,1 a,b

5FU+ DOCE 230,0 £ 14,1 a

Sem tratamento 39,5+13,4

| | 1
N o o
NS > o

o

indice de Danos

Figura 7 — Frequéncia de Danos pelas intera¢cdes dos antineoplésicos e suas associacbes com
Acido Ascorbico em células de S. cerevisiae. ANOVA two-way, pds-teste de Bonferroni.
Valores significantes (Média + Desvio Padrdo) 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 pg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20
pg/mL) AA: Acido Ascorbico (50 pumol).

5FU+ TAMOX+AA T 51,5+ 4,9 a,c
5FU+ DOCE +AA - 50,0 £ 7,0 a,b
5FU+ DOCE 87,5+ 3,5 a
Sem tratamento 25,0 £ 7,0
I I I I I 1
Q q/Q b‘Q Q)Q Q)Q QQ

Frequénica de Danos

Foi observada modulacdo do AA frente aos danos genotoxicos induzidos pelas
interacBes dos antineoplasicos. O AA é um antioxidante altamente eficaz, que participa da
neutralizacdo de EROs, na ativacdo de genes envolvidos no reparo de DNA, modulagéo de
danos ao DNA em celulas expostas a EROS in vitro e in vivo, demonstrando que a
suplementacdo com AA pode ajudar a prevenir doengas resultantes de danos causados por
radicais livres. Porém seu efeito farmacologico ainda é controverso, pois em doses elevadas,
este composto inibe o crescimento de células neoplésicas, devido a sua acdo pro-oxidante, a
qual pode estar relacionada a regulacdo negativa de EROs dependente de fatores de
transcricdo SP, sendo comparavel a observada em outras drogas antineoplasicas como o
trioxido de arsénico (PATHI et al., 2011; KONTEK; KONTEK, GRZEGORCZYK, 2013).
Ha relatos sobre a acdo genotoxica e pro-oxidante do AA, onde testes in vitro com linhagens
celulares indicam que o AA, em baixas concentracfes junto com ions de metais de transicéo,
atua como pro-oxidante, agindo por meio da reacdo de Fenton, aumentando os danos ao DNA
induzidos por EROs e estimulando a formagéo de radicais hidroxilas (KONTEK; KONTEK,
GRZEGORCZYK, 2013).
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4., CONCLUSAO

Os antineoplasicos 5FU, DOCE e TAMOX induzem danos oxidativos, como
observado em S. cerevisiae proficientes e mutadas em defesas antioxidantes, para as enzimas
superoxido dismutase citoplasmatica e mitocondrial e para catalase. Entretanto, considerado a
meia vida dos antineoplésicos o co-tratamento e o pos-tratamento com o AA pode interferir
significantemente nos mecanismos de inducdo oxidativa que levam a apoptose, como efeito
necessario para a acdo antitumoral, com percentuais de modulacdo, em sua maioria acima de
50%. Os dados sugerem que em células eucarioticas o AA pode interferir na agdo antitumoral
de antineoplésicos, especialmente em relacdo aos danos oxidativos ao DNA de S. cerevisiae,
0 que pode comprometer a eficacia do tratamento, especialmente durante o periodo de agédo
dos antineoplasicos. Também foi observado que os antineoplasicos isolados e em associacdes
(5FU e DOCE; 5FU E TAMOX) induzem genotoxicidade na linhagem de S. cerevisiae
proficiente em superoxido dismutase, por possiveis mecanismos oxidativos. Mas esses danos
foram modulados pelo AA. Esses dados apontam que o AA teve acles antioxidantes e
antigenotdxicas frente aos danos induzidos pelos antineoplasicos isolados e em associacdes.
Assim apontamos a realizagdo de outros testes ndo clinicos e clinicos para elucidar as

interferéncias do AA durante terapias oncoldgicas.
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RESUMO

O tratamento do cancer envolve cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
endocrinoterapia, dentre outros. O Acido Ascorbico (AA) tem sido utilizado no tratamento,
demonstrando que sua suplementacdo vitaminica na dieta de pacientes oncoldgicos tem
apresentado efeitos preventivos quanto ao acometimento de mdaltiplos tumores. O presente
estudo teve por objetivo a avaliacdo da acdo anticitotoxica, antigenotoxica e antimutagénica e
do AA na modulagdo dos danos ao DNA induzidos pelo 5-Fluorouracil, Docetaxel e
Tamoxifeno em Sarcoma 180 por meio dos testes cometa e de micronucleo com blogueio de
citocinese (CBMN). O teste com o azul de Tripan apontou que o tratamento com as drogas, e
suas interacOes, reduziu significantemente a viabilidade celular em relacdo ao grupo sem
tratamento (ST), entretanto, 0 AA em associacdo com 0s antineoplasicos e suas interacdes
apresentou significantes efeitos modulatérios. O indice de danos nucleares (IDN) dos
antineoplasicos e interacdes foram mais baixos do que suas associacbes com AA em relacdo
ao ST, entretanto, foi observada uma modulacédo 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 relagdo a ST, assim como nas
interacdes entre o0s antineoplasicos (5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX), entretanto, foi
evidenciada uma modulag&o 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 modulacéo 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
nucleoplasmaticas nas células tratadas com as drogas, com modulagdo significante do AA
guando associado aos antineoplasicos reduzindo a quantidade de brotos (67,4%; 40% e
38,5%) e pontes (60,9%; 48,2% e 44%), as interacOes apresentaram aumento significante de
micronucleos, pontes e brotos em relacdo ao ST, com modulacdo do AA na frequéncia de
pontes (25,5% e 30%), e brotos (35,9% e 45,4%). Houve aumento significante de apoptoses
nas células tratadas em relacdo ao ST, havendo modulacdo 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 concentracdo de 50 pM tem
efeitos anticitotoxicos, antigenotdxicos e antimutagénicos. Essas atividades do AA em
Sarcoma 180 séo de importancia para outros estudos que apontem 0s riscos de interagdes
entre 0 AA e 0s antineoplésicos para a eficacia de terapias oncoldgicas, especialmente durante
a acdo dos antineoplasicos frente a muitas controvérsias sobre o uso de antioxidante durante
as terapias oncoldgicas.
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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 uM 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. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude estima para 2025 mais de 20 milhdes de novos
casos de cancer. A estimativa para o Brasil, no biénio 2016-2017, sdo de 600 mil novos casos,
exceto melanoma, apresentado na distribuicdo proporcional o cancer de prostata como o mais
incidente para homens (61.200 novos casos) e 0 de mama para as mulheres (57.960 novos
casos). O Cancer de Mama (CM) é o segundo mais comum no mundo, com aproximadamente
1,67 milhdes de casos em 2012, representando aproximadamente 25% de todos os tipos de
cancer diagnosticados nas mulheres (INCA, 2015).

Os Sarcomas representam cerca de 1% dos canceres em adultos, 10% em criangas e
15% em adolescentes, e constituem um grupo heterogéneo, e raro, de tumores de origem
mesenguimal que podem ser classificados em: de tecidos moles (gordura, musculos, nervos,
vasos sanguineos e tecidos conjuntivos) e dsseos. Nos EUA, no ano de 2012 foram
registrados cerca de 11.280 novos casos de sarcomas em tecidos moles, e 2890 de 06sseos,
com 3900 e 1410 dbitos, respectivamente (AMANKWAH; CONLEY; REED, 2013; LIMA et
al., 2014).

O tratamento do cancer envolve endocrinoterapia, cirurgia, radioterapia e
quimioterapia citotoxica, ou suas combinacBes. A quimioterapia tem por base o uso de drogas
antineoplasicas, como o 5-Fluorouracil e Docetaxel, que possuem diferentes mecanismos de
acao, 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
quimioterapicos 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 relacdo a endocrinoterapia, esta possui diferentes
agentes terapéuticos como o Tamoxifeno e Toremifeno, Anastrazole e Exemestase, e
Fulvestran, os quais interferem na estimulacdo do estrogénio em células de CM,
principalmente em mulheres ER+ (VISOVSKY, 2014).

O Acido Ascorbico (AA) tem sido utilizado no tratamento do cancer, demonstrando
que a suplementacdo vitaminica de AA pela dieta tem apresentado efeitos preventivos em
maltiplos tumores (FRAJESE et al., 2016). O AA é um antioxidante altamente eficaz, que
participa da neutralizacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), na ativacdo de genes
envolvidos no reparo de DNA, modulagdo de danos ao DNA em células expostas a EROS in

vitro e in vivo, demonstrando que a suplementacdo com AA pode ajudar a prevenir doencas
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resultantes de danos causados por radicais livres, como cancer e doengas neurodegenerativas.
Porém seu efeito farmacoldgico ainda é controverso, pois em doses elevadas, este composto
inibe o crescimento de células neoplasicas, devido a sua acdo pré-oxidante, a qual pode estar
relacionada a regulacdo negativa de EROs dependente de fatores de transcricdo SP, sendo
compardvel a observada em outras drogas antineopladsicas como o trioxido de arsénico
(PATHI et al., 2011; KONTEK; KONTEK, GRZEGORCZYK, 2013).

Os estudos sobre a interferéncia do AA na eficdcia da quimioterapia ainda séo
incipientes. Existem diversos modelos farmacoldgicos, como por exemplo, o Sarcoma 180
(S180), e metodologias, como o Teste de Microntcleos com Bloqueio de Citocinese (CBMN)
e 0 Ensaio Cometa que podem ser asplicadas no monitoramento de danos citogenéticos. O
S180 sdo células tumorais (linhagem Murino) amplamente utilizadas para estudos
farmacoldgicos de avaliacdo de agentes anti-tumorais, por apresentar respostas semelhantes
em células neoplasicas humanas (BERNARDES et al., 2015). Com relagdo as metodologias, 0
CBMN é um biomarcador de mutagenicidade utilizado para avaliar danos no DNA em células
binucleadas por meio da presenca de micronucleos (MN), pontes e brotos nucleoplasmaticos,
além de células apoptoticas e necroticas (BULL et al., 2011). E o Ensaio Cometa é um
importante biomarcador de genotoxicidade utilizado para mensurar danos ao DNA em células
eucarioticas, capaz de detectar quebras de fita simples e dupla no DNA (APOSTOLOU et al.,
2014). Assim, o presente estudo teve por objetivo a avaliacdo da acdo antigenotdxica,
antimutagénica e anticitotoxica do AA na modulacdo 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 Quimicos e suas diluicbes

As drogas utilizadas no estudo foram: 1) Fluorouracila (Eurofarma), solucéo injetavel
de 25 mg/mL, diluido em salina estéril até a concentracdo final de 20 pug/mL ; 2) Docetaxel
tri-hidratado (Eurofarma), solucdo injetavel de 20 pug/mL, diluido em salina (0,9%) estéril até
a concentragdo final de 2 pg/mL; Citrato de Tamoxifeno (Eurofarma), comprimido de 20 mg,
diluido em solucdo salina (0,9 %) com Dimetilsulfoxido (DMSO) a 10%, até a concentragdo
final de 20 pg/mL; e Acido L(+) Ascorbico P.A. (Dindmica Ltda.), diluido em tampao fosfato
estéril até a concentracao final de 50 pmol.

As concentracOes das drogas foram calculadas baseadas nas doses padrdes utilizadas
por pacientes oncologicos e a concentracdo do AA foi previamente determinada devido ao
fato de que concentracdes acima de 40-80 umol podem ter efeito pré-oxidantes, considerando
gue os antioxidantes devem agir em baixas concentracdes, 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 manutengdo do tumor sarcoma 180 em camundongos Mus musculus foram
previamente aprovados pelo comité de ética em experimentacdo animal da UFPI, sobre o
namero 081/14. O liquido ascitico, com células de Sarcoma 180 germinadas por 7 a 9 dias, foi
aspirado da cavidade intraperitoneal em condi¢des assépticas e centrifugado (500 rpm, 5 min,
4° C) para obtencdo do pellet celular. A concentracdo celular para a cultura em RPMI foi
ajustada a 0.5 x 10° células/mL (FERREIRA et al., 2011).

2.3 Viabilidade celular de células de Sarcoma 180
A viabilidade celular foi analisada com a aplicagdo do teste de exclusdo por azul de
Tripan de acordo com Renzi et al. (1993). Apds o periodo de 72 horas de tratamento, bem

como as células sem tratamento, foram usadas para a aplicacdo da técnica, onde 90 pL da
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suspensdo de células foram retirados das culturas e acrescidos de 10 pL do azul de Tripan aos
diferentes grupos. As células ndo viaveis foram contadas por sua coloragdo azulada, sendo
consideradas como células mortas. Em oposicdo, as células vidveis ndo apresentam esta
coloracdo devido as suas capacidades de bloguearem a entrada do corante azul de Tripan. As
diferenciacbes celulares foram observadas em microscopia éptica com o aumento de 40X,

com o auxilio da camara de Neubauer.

2.4 Teste cometa com células de Sarcoma 180

Apo6s a centrifugacdo das culturas de S-180, seguiu-se a versdo alcalina do teste
cometa, conforme descrito por Tice e colaboradores (2000) com adaptacGes. Aliquotas de 10
ul das amostras foram misturadas com uma fina camada de agarose “low melting” 0,75% (95
ul) e colocadas sobre ldminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%; estas laminas foram
mergulhadas em uma solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com
adicdo de 1% Triton X-100 e 10% DMSO na hora do uso), por no minimo 1 hora até no
maximo 72 horas a 4°C, para o rompimento das membranas celulares. A lise celular permitiu
a migracdo dos fragmentos de DNA que foi realizada apds a incubacdo das laminas em
tampdo alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) por 20 minutos e subsequente
aplicacdo de uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V por 15 minutos nas células lisadas sobre
as laminas para microscopia em uma cuba de eletroforese de DNA. As laminas foram
neutralizadas logo ap6s a eletroforese com tampéo Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com solucéo
de prata. Os resultados foram expressos em indice de danos (ID) e frequéncia de danos (FD).
O ID foi obtido pela avaliacdo visual das classes de dano (de 0 a 4), extraindo-se um indice
que expressa o dano geral sofrido por uma populacéo de células (50 células por lamina em
duplicata), os nucleos intactos aparecem redondos (classe 0 — sem danos), ja nas células
lesadas, 0 DNA migra do nucleo em direcdo ao anodo, durante a eletroforese, mostrando uma
“cauda” de fragmentos sedimentados, semelhante a um cometa e sdo classificados entre
classes um (dano minimo) a quatro (dano maximo). A FD foi calculada baseada no nimero de

células sem cauda (dano 0) menos 100.

2.5 Teste de Micronucleo 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 adaptagOes. Em
frascos de cultura contendo 2 mL de meio RPMI suplementados com soro bovino fetal (20%),
antibidticos (Sigma, St. Louis, MO) e fitohemaglutinina A (Gibco, Grand Island, NY) foram
adicionados 20 pL de suspensdo celular de Sarcoma 180 (0.5 x 10%/mL). Em cada frasco de
cultura foram adicionados 10 pL das solucbes contendo antineopldsicos em estudo na
concentragéo final de 5-Fluorouracil 20 pg/mL, Docetaxel 2 pg/mL e Tamoxifeno 20 pug/mL,
o0s quais foram preparados por meio de diluicdo com solucdo salina (0,9%) estéril, e utilizados
separadamente, bem como em associacgdo entre eles. Além disso, foram adicionados 10 pL de
acido ascérbico na concentragdo final de 50 pumol (AA) para o co-tratamento, solubilizado em
tampao fosfato, totalizando 11 grupos diferentes (Figura 1).

Figura 1 — Grupos de tratamento utilizados no estudo

‘ GRUPO SEM TRATAMENTO |

5-FLUOROURACIL (20 ug/mL)
+

DOCETAXEL (2 ug/mL)
| S-FLUOROURACIL (20 ug/mL) |

5-FLUOROURACIL (20 ug/mL)
+

{ 5-FLUOROURACIL (20 ug/mL) ‘ + ACIDO ASCORBICO (50 uM) +ACIDO ASCORBICO (50 uM)

DOCETAXEL (2 ug/mL)

5-FLUOROURACIL (20 ug/nL)
‘ DOCETAXEL (2 ug/mi) | +

TAMOXIFENO (20 uig/nL,)
| DOCETAXEL (2 ug/mL) | + ACIDO ASCORBICO (50 1))

5-FLUOROURACIL (20 ug/mL)
+ + ACIDO ASCORBICO (50 uM)
TAMOXIFENO (20 ug/mL)

TAMOXIFENO (20 ug/mL)

TAMOXIFENO (20 ug/mL) =+ ACIDO ASCORBICO (50 uM)

As células foram incubadas por 44h a 37° £ 1°C. Em seguida, foram adicionados as
culturas 6 pg/mL de Citocalasina B (Sigma, St. Louis, MO), retornando os frascos a
incubacdo 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 apo6s a adicdo de 5 mL de
fixador (metanol:acido acético 5:1) e 3 gotas de formaldeido aos tubos. O procedimento foi
repetido por 2 vezes utilizando fixador 3:1 e sem o formaldeido. Ao final, o sobrenadante foi
descartado e 2 a 4 gotas da suspensdo celular foram gotejados sobre l1aminas, as quais foram
coradas com solucéo de Giemsa 20% por 7 minutos. As laminas foram analisadas por meio de

microscopio optico, com aumento de 1000X, considerando os danos nucleares (micronucleos,
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pontes nucleoplasméticas e brotos nucleares) e apoptose, presentes em 1000 células por
lamina em duplicata.
2.6 Indice de divis&o celular (IDN)

O IDN de acordo com lonescu e colaboradores (2011) é um importante marcador de
proliferacdo celular para mensuracdo de citotoxicidade, calculado pela formula pré-

NDI = M1+2(M2)+3(M3) + 4(M4)/500

estabelecida, onde “M1” a “M4” representa o numero de células viaveis com 1 a 4 nucleos.

2.7 Calculos da modulacdo do AA frente aos danos induzidos pelos antineoplasicos em

células de Sarcoma 180

Os valores do percentual de modulacdo do AA nos danos (mutagénicos e genotoxicos)
induzidos pelos antineoplasicos Docetaxel, 5-Fluorouracil e Tamoxifeno, bem como
associados entre si e com 0 &cido ascérbico, foram calculados de acordo com a seguinte

férmula;

%M = (A-(B+AA))/A*100

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

representa os valores induzidos pelos antineopléasicos associados ao Acido Ascorbico.

2.8 Andlise Estatistica

Os resultados que obedeceram a uma distribuicdo paramétrica foram analisados pela

Anélise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de Bonferroni, através do programa GraphPad
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Prism versdo 6.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,
Copyright©. Significancia para P<0,05. Os dados ndo paramétricos (percentagens) foram
analisados por meio do teste qui-quadrado. O mesmo programa (GraphPad Prism®©) foi

utilizado para confeccdo dos graficos e tabelas dos resultados obtidos neste trabalho.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacéo anticitotdxica do AA frente aos danos induzidos em células de S-180 pelos
antineoplésicos, por Azul de Tripan e teste de Micronucleo com Bloqueio de Citocinese
(CBMN)

O tratamento com 5-FU, DOCE e TAMOX reduziu significantemente a viabilidade
celular em relacdo ao grupo sem tratamento (ST). De forma similar, foi observada a reducao
da viabilidade nas interacBes entre os antineoplasicos 5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX.
Entretanto, o AA em associacdo com 0s antineoplasicos apresentou significantes efeitos
modulatorios em 5-FU+AA, DOCE+AA e TAMOX+AA, bem como nas interacdes entre as
drogas 5-FU+DOCE+AA e 5-FU+TAMOX+AA (Figura 2).

Figura 2 - Viabilidade Celular por meio do Teste de Exclusdo por Azul de Tripan em células
de Sarcoma 180. ANOVA two-way, pds-teste de Bonferroni. Valores significantes (Média +
Desvio Padrdo) 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 pg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil
(20 pg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 ug/mL) AA: Acido Ascorbico (50 pmol).

T +AA 62,7+ 6,5 a,f
5-FU+Tamox
T +AA 57,7+ 10,8 a, e
5-FU+Doce
- -AA -—| 21,0+ 5,4 a
T +AA 76,7 + 5,9 ad
Tamox
T— +AA 68,0+ 5,2 a,c
Doce
+AA 61,2 +8,3a,b
5-FUI
-AA 27,0+ 4,5a
Sem tratamento 133 + 14
I 1 L] 1
Q Q Q Q
) N NS

Viabilidade celular

0.5 x10° células/mL
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Dentre as terapias utilizadas para o tratamento do céncer estdo a quimioterapia e a
endocrinoterapia. A quimioterapia é empregada desde 1950, e tem como objetivo a reducéo
da populacdo de celulas tumorais a zero, para assim, levar a cura, por meio de drogas
citotoxicas 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 diminuicdo significativa da viabilidade celular das células de S180 quando
tratadas com os quimioterapicos 5-FU e DOCE. A endocrinoterapia é muito utilizada no
tratamento de CM, pois interfere na estimulacdo do estrogénio em células neoplasicas,
principalmente em mulheres ER+, e possui diferentes agentes terapéuticos como o
Tamoxifeno e Toremifeno, Anastrazole e Exemestase, e Fulvestran (VISOVSKY, 2014). O
TAMOX também apresentou reducdo 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 modulacdo significativa na diminuicdo 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 suplementacdo durante o tratamento com tamoxifeno, que
induz efeitos citotoxicos, apoptose por ativacdo de pro-caspases, € citostatico em pacientes
com cancer de mama. Estudo in vitro, de celulas humanas de cancer de mama MCF-7 em
exposicao ao AA, relevaram atenuacdo da morte celular induzida pela droga, podendo afetar a
resposta terapéutica.

Com a avaliacdo da citotoxicidade por meio do CBMN em células de S180 foi
possivel a avaliacdo da mutagenicidade induzida pelos antineoplasicos e suas interacfes em
associagdo com o AA. O CBMN é um método citogenético, que foi desenvolvido
inicialmente para cultura de linfocitos humanos e posteriormente adaptado para outros tipos
celulares, utilizado para a avaliagdo de danos ao DNA (microndcleos, pontes
nucleoplasmaticas, brotos nucleares, apoptose e necrose), que se baseia na analise de células
binucleadas, as quais apresentam uma divisdo celular completa com bloqueio de divisdo
subsequente realizado pela Citocalasina-B (FENECH, 2000; PEJCHAL et al., 2011).

Outro parametro avaliado, foi o indice de Divisdo Celular (IDN), importante marcador
de proliferacdo celular para mensuracao de citotoxicidade. O IDN dos antineoplasicos (5-FU,
DOCE e TAMOX) e interagdes (5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX) foram significantemente
menores do que suas associacdes com AA (5-FU+AA; DOCE+AA; TAMOX+AA; 5-
FU+DOCE+AA e 5-FU+TAMOX+AA) em relacdo ao grupo sem tratamento. Entretanto, foi
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observada uma modulagdo significante (P<0,05) do AA no grupo 5-FU+TAMOX+AA em
relacdo a 5-FU+TAMOX (Figura 3).

Figura 3 - Indice de divisdo celular (IDN) induzido pelos antineoplasicos, suas interagdes e
associacBes com Acido Ascorbico em células de Sarcoma 180. ANOVA two-way, pds-teste
de Bonferroni. Valores significantes (Média + Desvio Padrdo) para P<0,05; DOCE:
Docetaxel (2 pg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 pg/mL)
AA: Acido Ascorbico (50 umol).

Sem tratamento 0,907 £ 0,103

I

T - AA 0,475 +0,035a
5-FU
- +AA 0,751 + 0,055
— - AA _-| 0,505 + 0,055
Doce
- 4+AA 0,781 + 0,111
Tamox
L 4+AA 0,847 + 0,188
5-FU+Doce
L s 0,825 + 0,091
T - AA -—| 0,402 + 0,087 a
5-FU+Tamox
L ian 0,83 0,098 f
L] L] 1
0.0 0.5 1.0 1.5

indice de Divisdo Nuclear

Foi observada uma modulacdo significante na associacio do Acido Ascérbico com a
interacdo 5-FU+TAMOX, demonstrando que o uso do AA reduziu a citotoxicidade neste tipo
de associacdo. Du, Cullen e Buettner (2012) relatam que ha estudos que apontam que o uso do
AA em conjunto com quimioterdpicos convencionais apresentam efeitos citotdxicos
sinérgicos. Entretanto, em estudos com camundongos com cancer de pancreas, 0S quais
receberam duas doses diarias (4 g/Kg) de AA e o tratamento apresentou uma reducao da taxa
de crescimento tumoral, entretanto, apos cessar o tratamento, foi observado um aumento do
crescimento tumoral, evidenciando que o AA, neste modelo, agiu de forma citostatica, ndo
citotoxica. Stephenson e colaboradores (2013) relatam que estudos com linhagens celulares
apontam efeitos citotoxicos do AA em linhagens celulares nas concentragbes UM e mM.
Ensaio pré-clinicos com elevadas doses de AA apresentaram efeitos antineoplasicos em

modelos animais e culturas de tecidos. E clinicos iniciais sugeriram que o AA (intravenoso ou
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oral) pode diminuir os sintomas e prolongar a vida de pacientes com cancer terminal. Pathi e
colaboradores (2011) realizaram um estudo com células de cancer de célon (SW480 e RKO) e
observaram que o AA na dose de 1-3 mM reduziu a proliferacdo celular, devido a diminuicao

da expressao de proteinas SP, assim como, induziu apoptose e necrose.

3.2 Avaliagdo dos efeitos antigenotdxicos do AA frente aos danos induzidos pelos

antineopléasicos em células de S-180

Foi observado aumento significante (P<0,05) do ID nas células tratadas com 5-FU,
DOCE e TAMOX, em relacdo ao grupo sem tratamento (ST), assim como nas interacdes
entre os antineoplasicos (5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX). Entretanto, foi evidenciada uma
modulacdo significante (P<0,05) do AA guando associado ao 5-FU (47,1%), DOCE (48,5%)
e TAMOX (41,6%). Quando associado as interacdes de drogas, 0 AA apresentou modulagéo
significante (P<0,05) apenas em 5-FU+DOCE+AA (41%) (Figura 4; Tabela 1). Com relagéo
a FD, foi observado aumento significante (P<0,05) nas células tratadas com 5-FU, DOCE e
TAMOX, em relacdo ao grupo sem tratamento (ST), bem como nas interacfes entre 0s
antineoplasicos (5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX). A associagdo do AA ndo evidenciou
modulacdo nas células tratadas com 5-FU, DOCE e TAMOX. Contudo, quando associado a
5-FU+TAMOX, o AA apresentou modulagdo significante (P<0,05) (31%) (Figura 5; Tabela
1).
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Figura 4 — Indice de Danos induzidos pelos antineopléasicos, suas interacbes e associacdes
com Acido Ascorbico em células de Sarcoma 180. ANOVA two-way, pos-teste de
Bonferroni. Valores significantes (Média + Desvio Padrdo) 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 pug/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20
ng/mL) AA: Acido Ascorbico (50 pmol).
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Figura 5 — Frequéncia de Danos induzidos pelos antineoplésicos, suas interagdes e
associacBes com Acido Ascorbico em células de Sarcoma 180. ANOVA two-way, pos-teste
de Bonferroni. Valores significantes (Média + Desvio Padrdo) para *P<0,05; **P<0,001;
***pP<(0,0001. a: comparado a ST; f: comparado a 5-FU+TAMOX. ST: grupo sem tratamento;
DOCE: Docetaxel (2 pug/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20
ng/mL) AA: Acido Ascorbico (50 pmol).
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+AA 67 + 9,8 a,f
5-FU+Tamox
T tAA 82+56a
5-FU+Doce
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Tamox
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Doce
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Tabela 1 - Percentual de modulacdo do Acido Ascorbico frente a genotoxicidade induzida
pelos antineoplasicos e suas interacdes em células de Sarcoma 180. Percentual obtido a partir
da equacdo: %M = (A-(B+AA))/A*100, onde A significa a genotoxicidade provocada pela
droga, e B significa a droga + Acido Ascdrbico. 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 pg/mL); 5-FU: 5-
Fluorouracil (20 pg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 pg/mL) AA: Acido Ascorbico (50
pmol).

indice de Danos Frequéncia de Danos
5-FU+AA 47,1%"° 22,5%
DOCE+AA 48,5% °© 20,2%
TAMOX+AA 41,6% ¢ 15,6%
5-FU+DOCE+AA 41% © 6,3%
5-FU+TAMOX+AA 26,3% 31%"

O teste cometa (Single Cell Gel Electrophoresis), € um dos métodos mais importantes
para estudo de genotoxicidade e danos ao DNA, quem tem por principio a migragdo dos
fragmentos danificados, e negativamente carregados, de DNA em dire¢do ao anodo durante a
eletroforese (neutra ou alcalina), gerando uma cabeca, que consiste no DNA intacto e um
rastro semelhante a uma cauda de cometa, onde a medicéo desta cauda reflete a extensdo dos
danos a0 DNA (VANDGHANOONI; ESKANDANI, 2011; GUNASEKARANA; RAJ;
CHAND, 2015). Este ensaio foi utilizado para evidenciar o aumento de danos ao DNA
induzidos por diferentes concentracdes de 5-FU em hepatocitos e linfocitos de zebrafish

(KOVACS et al., 2015). O ensaio também apresentou significancia 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 sensivel para avaliacdo de exposi¢do genotdxica
(PARELLA et al., 2015).

Os dados apontam o aumento de danos genotoxicos (ID e FD) induzidos pelos
antineoplasicos e suas interagdes em relacdo ao grupo sem tratamento. Estes danos ao DNA
sdo uma importante via para o tratamento oncoldgico, onde 0s agentes genotoxicos agem por
meio de acionamento de checkpoints de reparo com o objetivo de interromper o crescimento e
desencadear a apoptose em células neoplasicas, as quais perdem a capacidade de reparo
(TORGOVNICK; SCHUMACHER, 2015). Entretanto, foi observada uma modulacdo
significante do AA quando associado aos antineoplésicos e suas intera¢des, evidenciando uma
diminuicdo dos danos genotoxicos induzidos pelas drogas, agindo, desta forma, como
antioxidante. O AA é um antioxidante altamente eficaz que participa da neutralizacdo de
EROs e sua utilizacdo no tratamento do céancer tem sido estudada nos Gltimos 50 anos,
demonstrando que a suplementacdo vitaminica de AA pela dieta tem apresentado efeitos
preventivos em multiplos tumores (FRAJESE et al., 2016).

Estudos apontam que a suplementacdo alimentar, ou terapia nutricional, tem sido
empregada nos Gltimos 100 anos em pds-operatdrio de pacientes oncoldgicos com o objetivo
de reduzir os efeitos adversos da cirurgia, como infeccdes e desnutricdo. A imunonutricdo é
uma area da farmaconutricdo que por meio da implementacdo de férmulas na dieta contendo
aminoacidos, vitaminas, lipidios e nucleotideos, melhora a funcdo imune, e
consequentemente, sua resposta ao tratamento (MAUSKOPF et al., 2012; KLEK;
SZYBINSKI; SZCZEPANEK, 2014).

3.3 Avaliacdo antimutagénica do AA frente aos danos induzidos em células de S-180
pelos antineoplasicos, por meio do teste de microndcleo com bloqueio de citocinese
(CBMN)

A avaliacdo dos efeitos mutagénicos induzidos pelos antineoplasicos e suas interagdes
em associacdo 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 farmacoldgicos de avaliacdo de agentes anti-tumorais,
caracterizado na forma de ascite e inoculado de forma intraperitoneal em camundongos ou
ratos. Possui caracteristicas indefinidas, altos indices de metastase e progndstico ruim, o que

tornou um o6timo modelo experimental ao longo dos anos, como modelo comparativo com
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respostas semelhantes em células neopléasicas em humanas (BERNARDES et al., 2015;
FERREIRA et al., 2015).

Apos a realizacdo do CBMN em células de S180, foi observado aumento significante
(P<0,05) de brotos e pontes nucleoplasmaticas nas células tratadas com 5-FU, DOCE e
TAMOX, em relagdo ao grupo sem tratamento (ST), assim como nas interagdes entre 0s
antineoplasicos (5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX), as quais apresentaram aumento significante
de micronucleos, pontes e brotos em relacdo ao ST. Entretanto, foi evidenciada uma
modulacéo significante do AA quando associado aos antineoplasicos (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 interacdes 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 antineoplasicos e suas associagdes com Acido
Ascorbico em células de Sarcoma 180. ANOVA two-way, pds-teste de Bonferroni. Valores
significantes (Média + Desvio Padrdo) 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 pg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 pg/mL)
AA: Acido Ascorbico (50 umol).
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I Micronucleo

I Brotos Perfil fotomicrografico de células
de Sarcoma 180 com micronucleo
(A). broto nuclear (B) e ponte
nucleoplasmica (C). Giemsa 10%.

Pontes

Figura 7 - Mutagenicidade induzida pelas interacdes dos antineoplasicos e suas associacdes
com Acido Ascorbico em células de Sarcoma 180. ANOVA two-way, pos-teste de
Bonferroni. Valores significantes (Média + Desvio Padrdo) 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 pg/mL); 5-FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20
ng/mL) AA: Acido Ascorbico (50 pmol).
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Tabela 2 - Percentual de modulacdo do Acido Ascorbico frente a mutagenicidade induzida
pelos antineoplésicos e suas interagdes em células de Sarcoma 180. Percentual obtido a partir
da equacdo: %M = (A-(B+AA))/A*100, onde A significa a mutagenicidade provocada pela
droga, e B significa a droga + Acido Ascorbico. 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 pg/mL); 5-FU: 5-
Fluorouracil (20 pg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 pg/mL); AA: Acido Ascorbico (50
pmol).

Microntcleo Brotos Pontes Apoptose

5-FU+AA 10,6% 67,4% 2 60,9% ° 47,2%°
DOCE+AA 11,2% 40% ° 48,2%"° 37,4%°"
TAMOX+AA 21,1% 38,5% °© 44% © 42% ©
5-FU+DOCE+AA 31,5% 37,3% ¢ 25,5% ¢ 35,9% ¢
5-FU+TAMOX+AA 32,5% 34,8% © 30% ® 45,4% °

Como observado, os dados foram significantes para pontes, brotos e apoptose. Os
micronucleos sdo oriundos de fragmentos de cromossomos ou cromossomos soltos, 0s quais
ndo foram incluidos no nucleo principal durante a mitose, devido a alteracBes estruturais
espontaneas ou por fatores mutagénicos, envoltos por uma membrana nuclear, tornando-se um
artefato nuclear, pequeno e separado. As pontes nucleoplasmaticas sdo indicativo de
disfuncdo dos telémeros apOs perda de reparo ou quebra dupla do DNA, que gera
cromossomos dicéntricos puxados para polos opostos do fuso mitético durante a anéafase,
formando uma ponte estreita entre os dois nicleos. E os brotos nucleares sdo corpos ligados

ao nucleo principal, por uma ligacdo nucleoplasmaética fina, originados por um mecanismo
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pelo qual as células removem o DNA amplificado (amplificacdo de gene) (FENECH, 2011;
PEJCHAL et al., 2011).

Cornetta e colaboradores (2008) realizaram o teste de micronucleo em enfermeiras
expostas a antineoplasicos e observaram aumento significante de niveis de danos ao DNA,
onde a idade e o género influenciavam no aumento de MN em relagdo ao grupo controle.
Bouraoui e colaboradores (2011) realizaram estudos semelhantes e observaram que houve um
aumento de MN e aberracbes cromossémicas nas amostras de enfermeiras expostas a
antineoplasicos. Mrdanovic e colaboradores (2012) também desenvolveram estudo
semelhante e evidenciaram um aumento significante de MN, entretanto, ap6s suplementacéo
vitaminica (vitaminas C, E, A e selénio) houve uma diminuicdo significante da frequéncia de
MN com relacdo ao grupo controle. Villarini e colaboradores (2016) elaboraram um meta-
analise sobre estes estudos com trabalhadores expostos a antineoplasicos e apontam que 15
dos 24 estudos analisados descrevem um aumento significante da frequéncia de MN nesses
sujeitos comparados ao grupo controle.

Com relacdo a andlise de células necrdticas e apoptdticas, foi evidenciado, ap6s o
CBMN em celulas de S180, um aumento significante de apoptoses nas células tratadas com 5-
FU, DOCE e TAMOX em relacdo ao grupo sem tratamento (ST). De forma similar, ocorreu
nas interacGes entre os antineoplasicos, onde foi notado um aumento significante de apoptoses
nas células tratadas com 5-FU+DOCE e 5-FU+TAMOX em relacdo ao ST. Entretanto, a
associacdo do AA apresentou uma modulacdo significante em 5-FU+AA (47,2%),
DOCE+AA (P<0,01) (37,4%) e TAMOX+AAB (42%), bem como nas interacdes entre 0s
antineoplasicos (5-FU+DOCE+AA e 5-FU+TAMOX+AA) (35,9% e 45,4% respectivamente)
(Figura 8; Tabela 2).

Figura 8 - Apoptose induzida pelos antineoplasicos e suas interacdes em associagdo com
Acido Ascorbico em células de S-180. ANOVA two-way, pos-teste de Bonferroni. Valores
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significantes (Média + Desvio Padrdo) 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 pg/mL); 5-
FU: 5-Fluorouracil (20 pg/mL); TAMOX: Tamoxifeno (20 pg/mL) AA: Acido Ascérbico (50
pmol).
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A apoptose é caracterizada por células arredondadas, com pseuddpodes retraidos,
volume celular reduzido, cromatina condensada e nucleos fragmentados (corpos apopt6ticos),
podendo ser desencadeada por fatores intrinseco e extrinsecos. A apoptose intrinseca é
desencadeada por diversas condi¢fes, como danos ao DNA e estresse oxidativo, e requer a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial, estando diretamente relacionada a familia de
proteinas Bcl-2. A apoptose extrinseca € conduzida por um complexo de sinalizagéo
composto por sinais extracelulares de estresse, que sdo detectados e propagados por
receptores de membranas especificos (Fas, TNFR1 e TRAIL) (GORDY; HE, 2012,
POMARA et al., 2015).

A atividade antitumoral da maioria das terapias anti-cancer tem por base mecanismos de
acao que levam a inducdo de morte celular em células neoplésicas (FULDA, 2013). O 5-FU
tem como mecanismo de a¢do a inibicdo de processos biossintéticos essenciais, dificultando o
crescimento celular pela inibi¢do da timidilato sintetase, impedindo desta forma, a transcricdo
de DNA e translacdo de RNA, além de se incorporar nestas macromoléculas, inibindo suas
funcBes normais, levando, assim, a apoptose e a citotoxicidade (ZHANG et al., 2012; ASARA
et al, 2013; LI et al., 2015). O DOCE atua pela interferéncia da dinamica dos microtabulos
interrompendo o ciclo celular e promovendo senescéncia e apoptose, a qual ocorre devido a
alteracbes na expressdo e fosforilagdo de proteinas da familia Bcl-12 (QU et al., 2014;
MONTERO et al., 2015). E 0 TAMOX é um modulador dos receptores de estrégeno, o qual
compete com este hormdnio e impede que ocorra a ligagdo nesses sitios que poderiam levar a
uma proliferacdo celular. Estudos apontam que ele também pode inibir a proliferacdo e
induzir a apoptose de cancer ER, por meio do aumento do status oxidativo celular, da inibigéo
de proteina C quinase (PKC) (LIU et al., 2014; RADIN; PATEL, 2016).

Entretanto, estudos apontam sobre a resisténcia de células neoplasicas a quimioterapia,
por meio de diversos mecanismos, como absor¢do reduzida, aumento da bomba de efluxo e
evasdo da morte celular programada, ou apoptose, a qual tem sido reconhecida como uma das
principais alteragcdes que promovem o crescimento maligno (PECQUEUR et al., 2013; SUN,
2016). Fulda (2013) afirma que uma das caracteristicas dos canceres humanos é a evasao da
apoptose, devido a perda de expressdo ou de funcdo de moléculas pré-apoptoticas ou pela
super-expressao de proteinas que inibem a morte celular. Resultados semelhantes foram
encontrados neste estudo proveniente da agdo moduladora do AA, que proporcionou

diminuicdo da apoptose quando associada aos quimioterapicos e suas interacoes.
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4. CONCLUSAO

Os antineopléasicos 5-FU, DOCE e TAMOX (nas concentracOes testadas), bem como
suas interacbes induziram genotoxicidade, por possiveis mecanismos oxidativos;
mutagenicidade por indugdo de anormalidades nucleares indicativas de clastogenia e /ou
aneugenia, pela formacdo de microndcleos, inducéo de brotos (superexpressao de genes), bem
como de pontes nucleoplasmaticas, na linhagem tumoral S-180. Entretanto, 0 AA modulou
esses danos por diversos mecanismos associados aos efeitos antitumorais dos antineoplasicos
com excelentes percentuais de modulagdo. Os dados apontaram que o AA na concentracao de
50 uM tem efeitos: (1) anticitotoxico, por interferéncia na viabilidade celular e IDN; (2)
antigenotdxicos, por possiveis mecanismos antioxidantes que interferiram sobre os indices de
frequéncias de danos dos antineoplasicos ao DNA de S-180 e (3) antimutagénicos, pela
inibicdo de anormalidade nucleares do tipo pontes e brotos e por modulagdo de morte celular,
especialmente de apoptoses. Essas atividades do AA em S-180 séo de importancia para outros
estudos que apontem os riscos de interacdes entre 0 AA e 0s antineoplasicos para a eficacia de
terapias oncoldgicas, especialmente durante a acdo dos antineoplasicos frente a muitas

controvérsias sobre o uso de antioxidante durante as terapias oncoldgicas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizacdo da revisdo sistematica sobre o Acido Ascorbico na prevencgdo e/ou
tratamento do cancer foi observado que ainda ha incompatibilidade com relacdo as doses de
acido ascdrbico utilizadas, como também a necessidade de caracterizacdo em relacdo aos
estudos clinicos de seus mecanismos de acdo. Desta forma, outros estudos devem ser
realizados para o entendimento das variacfes de dose-reposta, bem como seu direcionamento
de mecanismos de acdo, tanto como agente antioxidante ou antitumoral, para auxiliar o
tratamento e a prevencdo do céncer, visando melhor qualidade de vida dos pacientes e
populagdo em geral.

No estudo realizado em linhagens de Saccharomyces cerevisiae, 0s dados
demonstraram que o Acido Ascorbico teve acBes antioxidantes e antigenotdxicas frente aos
danos induzidos pelos antineoplasicos isolados e em associagcBes. Assim apontamos a
realizacdo de outros testes ndo clinicos e clinicos para elucidar as interferéncias do Acido
Ascorbico durante terapias oncologicas.

Por fim, foi realizado um estudo com células de Sarcoma 180, onde os dados
apontaram que o Acido Ascérbico na concentracio de 50 pM tem efeitos: Anticitotoxico, por
interferéncia na viabilidade celular; Antigenotdxicos, por possiveis mecanismos antioxidantes
que interferiram sobre os indices de frequéncias de danos dos antineopléasicos ao DNA de S-
180; e Antimutagénicos, pela inibicdo de anormalidade nucleares do tipo pontes e brotos e por
modulacdo de morte celular, especialmente de apoptoses. Essas atividades do Acido
Ascérbico em Sarcoma 180 sdo de importancia para outros estudos que apontem 0s riscos de
interacbes entre o Acido Ascorbico e os antineoplasicos para a eficacia de terapias
oncoldgicas, especialmente durante a acdo dos antineoplasicos frente a muitas controveérsias

sobre 0 uso de antioxidante durante as terapias oncoldgicas.
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ANEXO A

Capa do artigo publicado na Revista da Associacdo Médica Brasileira
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ANEXO B
Trabalhos apresentados em eventos

Trabalho “Acido Ascorbico como agente antitumoral no tratamento do cancer”

apresentado no Il Simposio Latino-Americano de Biotecnologia do Nordeste.
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Trabalho “Avaliagdo do potencial oxidativo do 5-Fluorouracil e Docetaxel em linhagens
de Saccharomyces cerevisiae e dos efeitos do Acido Ascorbico” apresentado no III
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