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RESUMO

Uma das doengas com maior mortalidade no mundo é o cancer. Atualmente, os principais tipos
de tratamentos utilizados no cancer sdo a cirurgia, radioterapia e a quimioterapia. Devido aos
efeitos colaterais dos quimioterapicos, a prescri¢cdo de suplementacdo vitaminica como o &cido
ascorbico (AA) esta sendo muito usada ultimamente. Essa suplementacdo pode ocasionar um
efeito antagdnico aos efeitos dos antineoplasicos interferindo em sua acdo e eficacia e podendo
atuar intensificando enzimas de reparo de DNA. Dessa forma, o objetivo do estudo foi avaliar a
influéncia do acido ascérbico sobre os danos citogenéticos e genotdxicos induzidos pelos
antineoplasicos cisplatina (CDDP) e 5-Fluorouracil (5-FU). Para tanto, foi realizada a detecgéo
de atividade oxidante e antioxidante atraves do teste de leveduras, utilizando linhagens de
Saccharomyces cerevisiae; teste genotoxico através do teste cometa em células eucarioticas da
medula 0ssea de camundongos Swiss (Mus musculus) transplantados com Sarcoma 180. Para o
teste de levedura, foram preparadas placas com meio de cultura YEL onde foram semeadas cinco
leveduras mutadas em seu sistema de enzimas antioxidante e um selvagem da mesma espécie.
Foram adicionados discos de papel filtro com os antineoplasicos isolados ou associados com AA
por 48h. O 5-FU e CDDP nas concentragdes de 10 e 20 pg/mL induziram significantes (p<0,05)
danos oxidativos nas células de S. cerevisiae, quando comparado ao controle negativo. Estes
danos foram modulados (p<0,05) pelo AA, quando administrado em co-tratamento e apds a meia-
vida das drogas, na maioria das linhagens da levedura, exceto no duplo mutante SOD1SOD2
tratado com 5-FU. Para o teste com animais, os resultados indicam que a reducdo no peso
corporal e nos tumores de animais tratados com a combinacdo de 5-FU ou CDDP com AA foi
inferior a dos grupos que receberam apenas os farmacos. O ensaio de cometa mostrou que o
tratamento com CDDP ou 5-FU induziu danos genotoxicos significativos em células de medula
Ossea, que foram significativamente moduladas pelo AA. Acredita-se que o efeito modulador de
AA em associacdo com CDDP e 5-FU esté relacionado com o seu papel antioxidante, afectando
assim a eficacia dos agentes quimioterapicos. Portanto, a utilizacdo do AA como um adjuvante as
drogas quimioterapicas convencionais no tratamento do cancer deve ser revista, tendo-se em vista

o comprometimento da eficacia da quimioterapia em diferentes sistemas teste.

Palavras-chaves: Cisplatina. 5-Fluorouracil. Acido Ascdrbico. Cancer.
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ABSTRACT

One of the diseases with the highest mortality in the world is cancer. Currently, the main types of
treatments used in cancer are surgery, radiotherapy and chemotherapy. Due to the side effects of
chemotherapy, the prescription of vitamin supplementation such as ascorbic acid (AA) is being
used lately. This supplementation may cause an antagonistic effect to the effects of the
antineoplastic interfering in its action, efficacy and being able to act intensifying DNA repair
enzymes. The aim of this study was to evaluate the influence of ascorbic acid on the cytogenetic
and genotoxic damages induced by antineoplastic cisplatin (CDDP) and 5-Fluorouracil (5-FU) by
detecting oxidative and antioxidant activity through the yeast test using strains Saccharomyces
cerevisiae; Besides the genotoxic tests, such as the comet test in eukaryotic cells of the bone
marrow of Mus musculus rats bearing Sarcoma 180. For the yeast test, plates were prepared with
YEL culture medium where 5 yeasts mutated in their antioxidant enzyme system and one
wildtype were seeded. Filter paper disks with antineoplastics isolated or associated with AA were
added for 48h to measure the growth inhibition halo. 5-FU and CDDP at concentrations of 10 and
20 pg / mL induced significant (p<0.05) oxidative damages in S. cerevisiae cells, when compared
to the negative control. These damages were modulated (p<0.05) by AA when given in co-
treatment and after a half-life of the drugs in most yeast strains, except for no double SOD1SOD2
treated with 5-FU. For animal testing, the results indicate that the reduction in body weight and
tumors treated with a combination of 5-FU or CDDP with AA was lower than the groups
receiving only the drugs. The comet assay showed that treatment with CDDP or 5-FU induced
significant genotoxic damage in bone marrow cells, which were significantly modulated by AA.
It is believed that the modulating effect of AA in combination with CDDP and 5-FU is related to
its antioxidant activity, thus affecting the efficacy of chemotherapeutic agents. Therefore, the use
of AA as an adjunct to conventional chemotherapy drugs in the treatment of cancer should be

reviewed in order to not compromising the efficacy of chemotherapy.

Keywords: Cisplatin. 5-Fluorouracil. Ascorbic acid. Cancer
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1. INTRODUCAO

Uma das doengas com maior mortalidade no mundo e no Brasil é o cancer. Para o biénio
de 2016-2017, estdo previstos mais de 58 mil novos casos de cancer no pais (INCA, 2016). No
Brasil, em ordem de incidéncia e por género, estdo os canceres de pele ndo melanoma, prostata,
pulmao, colon, reto e estbmago, para o sexo masculino, e os canceres de pele ndo melanoma,
mama, colo do Utero, colon e reto e glandula tireoide, para o sexo feminino (INCA, 2014).

Atualmente, os principais tipos de tratamentos utilizados no céncer sdo a cirurgia,
radioterapia e a quimioterapia. Menos frequentes, mas em ascensdo, podemos citar a
imunoterapia e terapia génica. Dentro estes tratamentos citados, a quimioterapia tem um papel de
destaque na eficiéncia do tratamento, tanto nos casos de neoadjuvancia pré-cirirgicos, como
terapia adjuvante pos-cirdrgico (CRUZ-MERINO et al., 2016; SHIN et al., 2017).

Um mecanismo primario de muitos farmacos de quimioterapia contra as células
cancerosas é a formacdo de ROS, ou radicais livres. Os farmacos que formam ROS incluem, mas
ndo estdo limitados a agentes alquilantes, antraciclinas, derivados de podofilina, complexos de
coordenacdo de platina e camptotecinas (BLOCK et al 2008). A quimioterapia usa substancias
quimicas que atuam eletivamente em células em mitose, visando destruir células cancerosas.
Infelizmente, os radicais livres produzidos com quimioterapia sdo muitas vezes uma fonte de
efeitos colaterais graves, tais como a nefrotoxicidade, ototoxicidade, neuropatia periférica,
cardiotoxicidade, leucopenia, trombopenia entre outros (BADAJATIA et al. 2010, Spencer et al.
2005).

Devido aos efeitos colaterais dos quimioterdpicos, a prescricdo de suplementacéo
vitaminica com o acido ascérbico (AA) estad sendo muito usada ultimamente (SUBRAMANI et
al., 2014). Entretanto, esta suplementacdo pode ocasionar um efeito antagdnico aos efeitos dos
antineoplasicos, interferindo em sua acdo e eficacia (WANG; WANG; YU, 2014), ou podendo
atuar intensificando enzimas de reparo de DNA (WEAKLEY et al., 2010).

O uso de antioxidantes como terapia sumplementar no tratamento contra o cancer é
bastante controverso. Estudos clinicos mostaram que altas doses de vitamina C sdo eficientes
como agente antitumoral, sendo parte de terapias complementares para melhorar a qualidade de
vida, proteger contra os efeitos secundarios da quimioterapia, aumentando a defesa do sistema

imunitério e induzindo efeitos anti-proliferativos (VOLLBRACHT et al, 2011), enquanto outros
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estudos ndo mostraram reultados significativos com o uso exclusivo de vitamina C (CREAGAN
ET et al 1979, MOERTEL et al 1985, PARROW et al 2013). Por outro lado, a suplementagao
alimentar em doses ndo terapeuticas durante o tratamento quimioterapico podem influenciar na
acdo de agentes antineoplasicos, uma vez que a vitamina C é um antioxidante soltvel em agua
que desempenha um papel importante no controle do estresse oxidativo (ROS) (PANAYIOTIDIS
et al. 1997). Além disso, por ser comumente introduzido na dieta humana, é relevante verificar se
ela pode oferecer protecdo contra efeitos genotoxicos induzidos por drogas antitumorais.

Nesse sentido, os danos oxidativos e citogenéticos sdo frequentemente monitorados e
estudados através de biomarcadores, como em pesquisas que utilizam células tumorais cultivadas
em laboratdrios, como o Sarcoma 180, juntamente com o teste cometa, para avaliagcdo de reparo
no DNA e genotoxidade (SILVA et al., 2016; TAYLOR et al., 2011), a avaliagéo da resisténcia
tumoral, através de culturas de leveduras (PEREGO; JIMENEZ; GATTI, 2000), e avalicdo de
citotoxidade dos antineoplasicos pelas raizes de Allium cepa (LEME; MARIN-MORALES,
2009).

Assim, o presente trabalho tem como objetivo contribuir para a compreensao dos danos
citogenéticos e genotoxicos da cisplatina e 5-fluorouracil em Sarcoma 180 e efeitos modulatorios
do acido ascorbico em doses ndo terapéuticas sobre os mesmos por meio da deteccdo de atividade
oxidante e antioxidante através do teste de leveduras utilizando linhagens de Saccharomyces
cerevisiae; genotoxidade pelo teste cometa em células eucarioticas da medula 6ssea de ratos Mus
musculus portadores de Sarcoma 180, e o teste citogenético em células meristematicas de Allium

cepa.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia do &cido ascorbico sobre os danos citogenéticos e genotdxicos
induzidos pelos antineoplasicos cisplatina (CDDP) e 5-Fluorouracil (5-FU), por meio da
deteccdo de atividade oxidante e antioxidante através do teste de leveduras utilizando
linhagens de Saccharomyces cerevisiae; além dos testes genotoxicos, como o teste cometa
em células eucaridticas da medula éssea de ratos Mus musculus portadores de Sarcoma
180.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a interferéncia do acido ascdrbico no tratamento tumoral através da analise do
tamanho dos tumores.

Avaliar a interferéncia do acido ascorbico nos parametros bioquimicos e hematologicos
dos camundongos.

Avaliar os provaveis efeitos oxidativos dos antineoplasicos CDDP e 5-FU em linhagens
leveduriformes de Saccharomyces cerevisiae;

Avaliar possiveis modulacdes do acido ascorbico sobre danos oxidativos induzidos pela
CDDP e 5-FU em linhagens de Saccharomyces cerevisiae;

Identificar danos genotoxicos da CDDP e 5-FU em células de medula dssea de
camundongos portadores de Sarcoma 180 por meio dos ensaios cometa;

Identificar a ocorréncia de efeitos modulatérios do acido ascorbico sobre os danos
genotoxicos da CDDP e 5-FU em células medulares de camundongos portadores de

Sarcoma 180 por meio dos ensaios cometa;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Genética do cancer

O céancer (CA) é um problema de salde publica, especialmente entre os paises em
desenvolvimento. Segundo o CDC (Centers for Desease Control and Prevention), até 2025 séo
esperados mais de 19 milhdes de novos casos de cancer no mundo a cada ano. De acordo com as
estimativas de cancer para o biénio 2016-2017, do Instituto Nacional do Cancer José Alencar de
Gomes da Silva (INCA), no Brasil, sdo esperados cerca de 420 mil novos casos de cancer, com
excecdo do cancer de pele ndo-melanoma. Ainda, no pais, o cancer de prostata sera o mais
incidente na populacdo masculina (cerca de 28,6% dos casos), enquanto que o cancer de mama

sera 0 mais frequente em mulheres (28,1% dos casos) (Figura 1).

Figura 1. Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes estudados para 2016 por sexo,
exceto pele ndo melanoma

Localizagio Primiria Casos %  Homens  Mulheres Localizagio Primdria Casos %
Prostata 61.200 28,6% Mama Feminina 57.960 28,1%
Traqueia, Brénguio e Pulmdo  [7.330  8,1% Calon e Reto 17.620 8,6%
Colon e Reto 16,660  7.8% Colo de itero 16340 7.9%
Estémago 12920  6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmdc 10.890 5,3%
Cavidade oral |1.140  52% Esdfago 7.600 3,7%
Eséfage  7.950 37% Corpo do Utero 6.950 34%
Bexiga  7.200  34% Owdrio 6.150 3,0%
Laringe  6.360 3,0% Glandula Tiredide 5.870 2,9%
Leucemias  5.540 2,6% Linfoma ndo Hedgkin 5.030 2.4%
Sistema Mervoso central 5440 2,5% Sistema Mervoso central 4.830 2,3%

Fonte: Adaptado de INCA, 2015
*NUmeros arredondados para maltiplos de 10

O CA é resultado de uma colecdo de mecanismos patoldgicos complexos, durante os
quais as células sofrem alteraces nos processos de divisdo celular (MERLO et al., 2006). Como
consequéncia, as células passam a se dividir e crescer descontroladamente e passam a

desempenhar anormalidades metabdlicas e funcionais. Neste processo, a transformacgdo maligna
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pode ser resultado do acimulo de mutagdes somaticas ou modificagdes epigenéticas (WATSON
et al., 2013).

Segundo Hanahan & Weinberg (2011) todo tumor apresenta, a0 menos, dez marcas
registradas (Figura 2). Dentre elas, a principal caracteristica de células cancerosas é sua
habilidade de se proliferarem, mesmo na auséncia de sinais estimuladores de crescimento, além
de ndo respondem a inducdo de parada do clico celular por fatores supressores de crescimento.
Esta caracteristica esta diretamente relacionada a capacidade da célula cancerosa se reprogramar
metabolicamente, de modo prover a energia necessaria para o crescimento do tumor. Estas
células também desenvolvem mecanismos proprios de resisténcia a morte celular, conseguindo
evadir aos processos de estimulacédo de apoptose (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Figura 2. As marcas registradas do cancer

Autossuficiéncia

BES Evasdo de
em sinais de
J supressores de
crescimento
tumor
Desregulagdo ~
< 9 Evasdo da
da energia 5%
destruigdo
celular .
pelo sistema
imune

Resisténcia a Imortalidade

morte celular replicativa
Inflamacgao
Instabilidade promotora de
no genomae S
mutagdes

Invasido
e metastase

Angiogénese

Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).

A geracdo de tumores macroscopicos se deve a capacidade de células tumorais serem
indestrutiveis, sugerindo que o potencial replicativo sem limite é um fenotipo essencial para
progressao do tumor. Para que o tumor seja mantido, estas células também sdo capazes de induzir

angiogénese, devido a sua capacidade intrinseca de promover o crescimento de vasos sanguineos
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(HANAHAN; WEINBERG, 2011). E, em uma fase mais avancada do tumor, células
provenientes das massas tumorais sdo capazes de se deslocar, invadir tecidos adjacentes e
alcangar lugares de longa distancia para formar novas colonias no organismo. Alguns tumores
apresentam infiltrados de células imunes inatas e adaptativas, capazes de promover condigdes
inflamatorias nos tecidos normais. E a aquisicdo de todas estas capacidades se d& por meio da
aquisicdo, direta ou indireta, de mudancas no genoma, através de mutacdes em genes especificos,
levando a instabilidade gendmica (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O cancer pode surgir a partir de células que adquiriram mutacdes genéticas em genes de
importancia que controlam o ciclo celular, a morte celular e reparo do DNA (MCCARTHY,
2010). As mutacbes podem ser causadas por agentes genotOxicos, ou seja, que afetam a
integridade estrutural do DNA, resultando na quebra das fitas de DNA, instabilidade
cromossdmica e anormalidades nas enzimas de reparo, contribuindo para a carcinogénese
(OMABE; OKOROOCHA, 2010; PAZ-Y-MINO et al., 2012).

Além disso, agentes mutagénicos, que induzem alteracGes permanentes nos genes do
DNA, podem levar a substituicdo, delecdo ou adi¢do de pares de bases. Substancias mutagénicas
podem reagir diretamente com o DNA nuclear, incorporar ao DNA durante a replicacéo celular
ou interferir nos processos de divisdo celular (SLOCZYNSKA et al.,, 2014). Devido a
instabilidade genética causada por estas mutacdes, 0s tumores podem conter clones que se
diferem citogeneticamente (HANAHAN; WEINBERG, 2010).

As modificacBes epigenéticas, por outro lado, ocorrem durante a meiose e/ou mitose, e
consistem em alteracGes na expressdo dos genes, sem que haja mudancas na sequéncia de bases
do DNA (GROSSNIKLAUS et al., 2013). Exemplos de eventos epigenéticos que podem levar a
carcinogénese incluem modificacdes no DNA e na cromatina, tais como metilacdo, modificacéo
de histonas e alto nivel de reorganizacdo da cromatina (WEI; SCHATTEN; SUN, 2014). As
metilacGes ao DNA podem alterar a expressdo de certos genes, tornando-os silenciados, enquanto
que as modificacGes de histonas e remodelacdo de nucleossomas podem alterar a organizacao
usual do DNA, promovendo também o silenciamento de regibes promotoras de importancia
(KAITHOJU, 2014; HARB-DE LA ROSA et al., 2015).

O estresse oxidativo também pode interagir com 0s processos que levam ao cancer,
facilitando o processo de carcinogénese. Espécies Reativos de Oxigénio (EROS) podem: 1) induzir

danos ao DNA no estégio de iniciacdo, por meio da indugcdo de mutagdes, alteracdes na estrutura
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e mau funcionamento dos mecanismos do DNA,; 2) contribuir para expressao anormal de genes,
blogueio da comunicagdo celular e modificagfes nos sistemas de sinalizagdo, promovendo o
aumentando da proliferacdo celular durante o estagio de promocao; ou, 3) podem participar nos
estagios de progressdo do cancer, por meio da promoc¢do de novas mutacdes (REUTER et al.,
2010; SOSA et al., 2016).

O acumulo de mutagdes e de alteracdes epigenéticas no DNA, assim como a exposicao do
mesmo a EROs, associado a defeitos da maquinaria de reparo podem afetar irreversivelmente as
células, podendo levar ao cancer, para o qual sdo adotados diferentes tipos de terapias (SWIFT;
GOLSTEYN, 2014).

3.2. Quimioterapia

A maioria das células cancerosas se divide com mais frequéncia que as células normais e,
por causa desta caracteristica, 0 processo de divisdo celular é o principal alvo da terapia do
cancer. Desta forma, o principal objetivo do tratamento € promover a parada do ciclo celular e/ou
induzir morte de células cancerosas usando agentes citotoxicos, na quimioterapia, ou radiacdes
ionizantes, por meio da radioterapia (BROWMAN et al., 2001). Além disso, a ideia de induzir o
sistema imune do hospedeiro a destruir células cancerosas € o fundamento base da imunoterapia,
a qual também consiste em uma terapia alternativa no tratamento do cancer (FARKONA,;
DIAMANDIS; BLASUTIG, 2016).

A quimioterapia (QT) é uma forma relativamente nova no tratamento do céancer e, até
1940, ndo havia sido desenvolvida nenhuma droga contra o cancer. A partir deste referido ano,
comecaram a serem realizados estudos clinicos testando os efeitos do gas mostarda de nitrogénio
em pacientes com doenca de Hodgkin e linfomas, levando ao desenvolvimento de agentes
alquilantes, e os efeitos do acido folico em criancas com leucemia linfoblastica aguda, levando ao
desenvolvimento de agentes antifolatos (SHAMBAUGH et al., 2003).

O melhor entendimento sobre o cancer no decorrer dos anos, levou ao desenvolvimento
de agentes guimioterapicos que agem, principalmente, por meio da interferéncia da sintese de
DNA e da mitose, levando a inibi¢do de reproducéo de células e induzindo as mesmas a parada
do crescimento (agentes citostaticos) ou a morte (agentes citotdxicos) (FREEDMAN;
PATRIDGE, 2011). O mecanismo de acdo de drogas citotoxicas é, principalmente, causar danos
ao DNA, cujos danos podem levar a celula cancerosa & morte (SWIFT; GOLSTEYN, 2014). No
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entanto, a grande dificuldade no tratamento de c&ncer por agentes quimioterdpicos se deve a
grande semelhanca existente entre as células neoplésicas e células normais, 0 que compromete a
acdo seletiva dos antioneoplasicos, levando ao surgimento de efeitos adversos (DE ALMEIDA et
al., 2005).

Exemplos de agentes citotdxicos incluem radiacbes ionizantes, agentes alquilantes
(ciclofosfamidas, clorambucila, estreptozicina, mostardas de nitrogénio), drogas de platina
(cisplatina, carboplatina, oxaplatina), antimetabdlitos (5-fluorouracil, gencitabina, tegafur,
mercaptopurina), inibidores de topoisomerases (irinotecano, topotecano, camptotecina) (DE
FALCO; DE LUCA, 2010). A maioria destas drogas, exceto as inibidoras de topoisomerases e as
radiagdes ionizantes, promove 0 bloqueio da maquinaria de replicacdo, levando a quebras das
fitas de DNA (HELLEDAY et al., 2008).

3.3. Os antineoplasicos

3.3.1. 5-Fluorouracil

O 5-fluorouracil ¢ um agente antineoplasicos amplamente utilizado na prética clinica
oncolégica (CHEN et al., 2016). E utilizado no tratamento de cancer de mama, estdmago,
esdfago e também empregado como tratamento de primeira linha de cancer colorretal metastatico
(PEREIRA et al., 2015). Desenvolvido em 1957, o 5-FU é um analogo de pirimidina e, por este
motivo, interage diretamente na sequéncia de acidos nucléicos, interferindo na sintese de DNA e
RNA (DER KRAAK et al., 2016).

A metabolizacdo de 5-FU leva a formacdo dos nucleotideos fluorodeoxiuridina
monofosfato (FAUMP), fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP), fluorouridina trifosfato (FUTP),
que estdo relacionados com a citotoxicidade da droga (Figura 3) (GARCIA et al., 2011). O maior
efeito citotdxico da droga em humanos é por meio da ligacdo estavel de 5-FAUMP a timidilato-
sintase (TS) e a deoxitimidina monofosfato (dTMP), resultando em inibicdo da sintese e do
reparo de DNA, levando a morte celular programada (ZHANG et al., 2008; DANENBEG et al.,
2016). A formacdo de 5-FAUTP ocasiona na incorporagdo deste nucleotideo ao DNA,
promovendo a quebra da fita de DNA, levando a apoptose (GROVES et al., 2017). J4 em nivel de
RNA, a incorporagdo de 5-FUTP inibe o processamento e a maturacdo de rRNA, tRNA e
precursores de MRNA (KAEHLER et al., 2014).
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Figura 3. Estrutura quimica do 5-FU e seus metabdlitos.
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Fonte: Adaptado de Kline; EI-Deiry (2013)

A extensdo da citotoxicidade do antineoplasico varia dentre os diferentes tipos de cancer,
perfis genéticos individuais e esquemas de administracdo (SILVERSTEIN; DE VALDIVIA,
VISA, 2011). No entanto, a utilizacdo do 5-FU pode afetar celulas normais e cerca de 30% dos
pacientes apresentam efeitos adversos, tais como diarreia, vOmito, queda de apetite,

fotosensividade, neutropenia e trombocitopenia (GROVESA et al., 2016).

3.3.2. Cisplatina

A cisplatina (cis-diamminedichloro-platinum 11/ CDDP) é um composto molecular de
platina, inicialmente desenvolvido para inibir o crescimento bacteriano, e atualmente é utilizada
no tratamento do cancer (YAN et al., 2016). Foi criada em meados do século 19 por Michel
Peyrone, e os primeiros estudos clinicos com a droga aconteceram em 1971 (FLOERA,
BUSSELBERG, 2011).

Em 1978, foi a primeira droga baseada em platina aprovada pelo FDA (Food and Drugs
Administration) como agente quimioterapico e tem sido amplamente utilizada até os dias atuais
(DASARI; TCHOUNWOU et al., 2014). O tratamento com CDDP consiste na terapia mais
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eficiente de cancer cervical avancado ou recorrente, e também é empregada no tratamento de
outros diversos tipos de cancer, como cancer de testiculo, pulmdo, mama, ovario e bexiga
(CALLEJO et al., 2015).

Os mecanismos de acdo anticancer da cisplatina estdo associados a multiplas vias de
sinalizacdo inter-relacionadas (DUGBARTEY; PEPPONE; GRAAF, 2016). A CDDP é altamente
reativa e se liga covalentemente as bases purinicas do DNA (posicdo N7) para formar adutos de
cisplatina a0 DNA (ZHU et al., 2016). Estes induzem danos ao material genético, causando
interferéncia dos mecanismos de transcricdo e replicagdo que, uma vez ndo reparados, levam a
célula a apoptose (ACILAN et al., 2016). Estudos também tém demonstrado uma possivel
inducdo de citotoxicidade da cisplatina por meio da indugdo de estresse oxidativo e autofagia em
celulas cancerosas (MA et al., 2014; LEE et al., 2016).

Os principais efeitos limitantes relacionados ao uso clinico da CDDP (Figura 4) estédo
relacionados ao surgimento de nefrotoxicidade, cardiotoxicidade e ototoxicidade, além do
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia intrinsecos e adquiridos (ASTOLFI et al., 2013;
OJHA et al.,, 2016). Para superar 0s mecanismos de resisténcia a terapia, a cisplatina é
comumente utilizada em combinacdo com outras drogas, como placitaxel, doxorrubicina,
tergafur-uracil, no tratamento de diferentes tipos de cancer (DASARI; TCHOUNWOU et al.,
2014).

Figura 4 - Estrutura quimica da cisplatina

Cl'/,'l ‘\\NH3

‘Y '} ‘\\\‘

c” NH,

Fonte: Adaptado de Dasari e Tchounwou et al. (2014).

3.4. Estresse oxidativo e os antioxidantes
Os radicais livres (RLs) sdo moléculas quimicas instaveis e altamente reativas, que
contém um ou mais elétrons ndo pareados, produzidos a partir de reagdes ndo enzimaticas de

compostos organicos ou reagdes induzidas por agentes exdgenos, como radia¢fes ionizantes
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(ULLAH; KHAN; KHAN, 2015). Sao essenciais nos processos de manutengdo da homeostase
celular, sinalizagdo, expresséo de genes e ativacao de receptores (NOORI, 2012).

No entanto, devido a sua alta reatividade, os RLs podem promover a oxidagdo de
componentes e moléculas celulares (HAYASHI; CORTOPASSI, 2015). Exemplos de radicais
livres incluem, principalmente, Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), Espécies Reativas de
Nitrogénio (ERNSs) e Espécies Reativas de Cloro (ERCs) (HUSSAIN et al., 2016).

Durante o processo fisiologico de respiracdo celular nas mitocéndrias, ocorre a formacgéo
de radicais livres altamente reativos a partir do oxigénio, chamados de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs) (PANTH; PAUDEL; PARAJULI, 2016). Tais radicais incluem o anion
superoxido (O%), peroxido de hidrogénio (H20) e radical hidroxila (OHY), os quais sdo de
fundamental importéncia nos processos de sinalizacdo celular e protecdo contra patdégenos
(MATEEN et al., 2016). No entanto, quando em excesso nas células, as EROs podem oxidar
lipidios, proteinas, DNA e RNA (BHATTACHARYA, 2015).

ERNs e ERCs também causam a oxidacdo por meio da geracdo de mecanismos que
interferem nos processos fisiologicos normais (GANGULY et al., 2014). Em condicbes de
hipdxia, o oxido nitrico (NO) pode ser produzido durante as reacGes da cadeia respiratoria,
levando a formacdo de ERNS: radical acido nitrico (NO"), peroxinitrito (ONOQO"), radical didxido
de nitrogénio (NO2) e outros oxidos de nitrogénio (WEIDINGER; KOZLOV, 2015). ERCs,
como o &cido hipocloroso (HOCL), podem reagir com nitrito para formar cloreto de nitrila
(NOCI), um radical altamente reativo (SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2014).

Para evitar e combater os efeitos deletérios causados por radicais livres, o organismo
desenvolve mecanismos de defesas antioxidantes, enzimaticas ou ndo enzimaticas, capazes de
retardar ou retardar a oxidacdo de um substrato por radicais livres, mantendo a homeostase do
status redox (equilibrio nos processos de oxidacéao e reducdo) do organismo (RACCHI, 2013). As
principais defesas antioxidantes enzimaticas sdo as superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa peroxidase (GSH-Pxs), responsaveis por reduzir H20, em agua (H20) e oxigénio
(PAMPLONA; COSTANTIN et al., 2011). Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem compostos
de baixo peso molecular, como o acido ascorbico (Vitamina C), a-tocoferol (Vitamina E),
glutationa (GSH) e carotendides (BIRBEN et al., 2012). Abaixo estdo representadas algumas das
fontes que geram EROs, assim como as principais formas de defesa antioxidantes envolvidas na

eliminacdo destes radicais, envolvidas na manutencéo do equilibrio do status redox (Figura 5).
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Figura 5. Manutencéo do status redox
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Fonte: Adaptado de Li et al. (2015)

O desequilibrio entre a producao de radicais livres, principalmente EROs e ERNSs, e de
defesas antioxidantes nas células e tecidos leva a um processo conhecido como estresse oxidativo
(REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATE, 2016). Neste processo, pode ocorrer a desnaturacao
de proteinas, peroxidacédo lipidica e degradacdo de nucleotideos, resultando em danos ou morte
celular (ORTEGA-VILLASANTE et al., 2016). Até o momento, a patogénese de mais de
cinquenta doencas, como doengas cardiovasculares, neurodegenerativas, envelhecimento e até
mesmo o cancer tém sido relacionadas a radicais livres (MOUTHUY et al., 2016).

Sob condigdes de estresse, tais como estresse oxidativo, EROs podem mediar apoptose
por meio da regulacdo da expressdo de varias proteinas pré-apoptoticas, tais como caspases, p21
e p53, e por meio da ativagdo de receptores para morte celular (CIRCU; AW, 2010). A ativacdo
da proteina p53 promove a parada do ciclo celular na fase G1, por meio da inducéo da transcrigdo
de p21, que é uma inibidora de quinase dependente de ciclina (AL-SARAN et al., 2016). Ainda,

na presenca de estimulos apoptéticos induzidos por EROs, a proteina pro-apoptotica Bid causa a
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oligomerizacdo das proteinas pro-apoptoticas Bax/Bak, que causam a formacgéo de grandes poros
na membrana mitocondrial. Logo em seguida, é formado o complexo apoptossomo no
citoplasma, ativando as caspases 9 e 3, as quais executam os processos finais de inducdo de
apoptose (STOJNEV; RISTIU-PETROVIU; JANKOVIU-VELIPKOVIU, 2013). EROs também
podem levar a ativacdo de esfingomielinase &cida, que convertem esfingomielina em ceramidas,
levando ao agrupamento de receptores, 0s quais se ativam e transmitem sinais apoptoticos para o
interior da célula (FORMAN; FUKUTO; TORRES, 2004).

Estudos demonstram que células cancerosas podem funcionar sob altos niveis de estresse
oxidativo, expressando uma grande variedade de genes que respondem a altos niveis de EROs,
que conferem alguma capacidade de resisténcia destas células ao tratamento quimioterapico
(DAYEM, 2010). Natham e colaboradores (2011) observaram um aumento nivel de estresse
oxidativo e status antioxidante reduzido em células de sarcoma. Recentemente, Samuel et. al.,
(2016) demonstraram que o estresse oxidativo crénico é uma caracteristica do microambiente de
proliferacdo de células B na leucemia linfocitica crénica, que pode elevar os niveis de p53, porém
até um nivel abaixo do ideal para inducédo de parada do ciclo e apoptose destas células.

Apesar da resisténcia de células cancerosas a altos niveis de estresse oxidativo e a
apoptose, tém-se sido utilizados na terapéutica quimioterapicos pro-oxidantes que atuam
aumentando os niveis de EROs para além do limiar suportado por estas células, induzindo
apoptose das mesmas (AKLADIOS; ADREW; PARKINSON, 2015). No entanto, o aumento do
estresse oxidativo pode causar danos as células normais e, associada a quimioterapia, 0 acido
ascérbico tem sido utilizado como suplemento vitaminico, com o objetivo de minimizar os
efeitos adversos desenvolvidos durante o tratamento (MCCORMICK et al., 2016).

3.5. Acido ascérbico e sua participacdo na quimioterapia
O é&cido ascérbico (AA) (Figura 6), também conhecido como vitamina C, é uma
substancia antioxidante ndo-enzimatica de alta solubilidade em agua, capaz de remover espécies
reativas de oxigénio, podendo, por exemplo, proteger lipidios contra a oxidacdo e promover a
reducdo de oxidantes no estobmago (ASAIKKUTTIA et al., 2016). O AA pode ser absorvido por
diferentes tipos de células, por meio de transportadores de vitamina C dependentes de sodio

(SVCT-1 e SVCT-2) ou por &cido desidroascérbico, sendo acumulado via transportadores
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facilitadores de glicose independentes de sddio (GLUTS), seguindo de sua reducdo intracelular
(AZZOLINI et al, 2013).

Figura 6. Estrutura quimica do Acido Ascorbico

Fonte; Ahmada et al., 2017

No entanto, o organismo humano ndo é capaz de sintetizar o AA endogenamente e,
portanto, deve ser obtido a partir de fontes exdgenas, tais como frutas, verduras ou na sua forma
industrializada (KUO, 2013; STINCO et al., 2014). Esta vitamina participa de processos
fisiologicos importantes, como promocdo da absor¢do do ferro, formacdo de colageno,
cicatrizacdo de feridas, efeitos anti-inflamatorios e potencializa a resposta inflamatoria (CHEN et
al., 2016). A deficiéncia desta vitamina pode levar a deformacdo de 0ssos ou outros tecidos duros
do organismo (EL-SHAFEI; SALEH, 2016).

Doses intravenosas de vitamina C tém sido utilizadas como suplementacdo dietaria
durante o tratamento do cancer, uma vez que pode aumentar a circulacdo periférica e a resposta
imunolégica (DUCONGE et al., 2007). Quando o AA é administrado oralmente, suas
concentracBes plasmaticas sdo fortemente controladas, enquanto que as injecdes intravenosas
ultrapassam o sistema de absorcdo intestinal, podendo aumentar sua concentragdo citoplasmatica,
a qual pode levar a uma citotoxicidade no tumor (PIRES et al., 2016)

No entanto, sua utilizacdo durante a terapia ainda € controversa, uma vez que o AA pode
apresentar diferentes papeis durante 0s processos oxidativos, agindo como antioxidante ou
oxidante (VAN DER REEST; GOTTLIEB, 2016). Segundo Lee (2009), o AA pode: 1) proteger
células e tecidos contra efeitos do estresse oxidativo, por via antioxidante, reduzindo a
concentracdo intracelular de EROs; ou, 2) acelerar o metabolismo oxidativo, por via pro-

oxidante, ajudando a inibir a proliferacdo de células tumorais, mas ndo de células normais.
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Mikirova et al. (2012) demonstraram que altas doses intravenosas de vitamina C
promoveram a modulacdo da inflamagdo de pacientes com céncer, a qual estava diretamente
relacionada a redugdo de marcadores tumorais nestes pacientes. Guerriero e colaboradores (2014)
analisaram o efeito da associagdo de vitamina C com o mitoxantrone e observaram que a
vitamina potencializa o efeito do antineoplasico, induzindo altos niveis de citotoxicidade em
células tumorais. Park et al. (2012) também observou efeitos positivos na combinacdo de
placitaxel com &cido ascorbico, demonstrando que o &cido ascorbico reduziu a toxicidade de
placitaxel, sem que houvesse interferéncia nos efeitos do antineoplasicos, em modelos in vivo de
sarcoma.

Em contrapartida, um estudo realizado por Heaney et al. (2008) evidenciou que a
administracao de vitamina C antagonizou os efeitos citotoxicos induzidos pelas drogas, por meio
da inibicdo da despolarizacdo da membrana mitocondrial, afetando a resposta terapéutica. Mais
recentemente, Fukumura e colaboradores (2012) demonstraram que o AA inibiu potencialmente a
producdo de EROs por antineoplasicos em células de cancer de prostata, comprometendo a
eficacia das drogas. Desta forma, observa-se o efeito controverso da utilizacdo da vitamina C

durante a quimioterapia.

3.6. Teste cometa

Diversos agentes enddgenos e exdgenos podem comprometer a integridade do DNA
celular, resultando em quebras, modificacdo de bases, crosslinks DNA-DNA e DNA-proteina,
gerando mutacdes ou levando a morte celular (DEUTSCHMANN et al., 2016). A maioria destes
danos € induzida por radicais livres, tais como EROs e ERNSs, 0s quais constituem fatores de
risco para cancer, envelhecimento, doencgas neurodegenerativas e outras indisposicées (REDZA-
DUTORDOIR; AVERILL-BATE, 2016).

Neste contexto, o Teste Cometa (CM), ou Eletroforese em Gel de uma unica célula
(SCGE - Single Cel Gel Electrophoresis), é um teste simples, barato, rapido e sensivel na
caracterizacdo de danos ao DNA. Por isso, é amplamente utilizado como um biomarcador
genotoxico (DEUTSCHMANN et al., 2016). Além disto, este teste requer uma baixa quantidade
de células por amostras e apresenta uma alta sensibilidade para detectar niveis pequenos de danos
ao DNA (GANAPATHY et al., 2016)
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Por estes motivos, o teste CM é extensivamente aplicado durante a analise genotdxica de
novos quimicos, monitoramento ambiental, biomonitoramento humano e epidemiologia
molecular, além de diagndstico de doencas genéticas e pesquisas em dano e reparo ao DNA. As
diferentes variacdes desta técnica permitem a identificacdo de diferentes tipos de danos, tais
como quebras de fita simples, quebra de fitas duplas e outras. Apos realizacdo do teste, as células
sdo exibidas em forma de cometas, 0s quais sdo escorados quantitativamente e qualitativamente,
e sd0 mais exuberantes quanto maior o dano (GLEI; SCHNEIDER; SCHLORMANN, 2016).

O efeito genotdxico de diversas substancias e drogas utilizadas na quimioterapia tem sido
testado por meio do teste cometa. Logeshwaran et al. (2016) demonstraram o efeito genotdxico
de produtos utilizados no combate a incéndios por meio do teste cometa em células meristemais
das raizes de Allium cepa. Ghassemi-Barghi e colaboradores (2016) realizaram a analise da
fragmentacdo de DNA em células HepG2 por meio do teste cometa. O efeito genotdxico dos
antineoplasicos azidotimidina, acetilaminofluoreno, isobutiraldeido e cisplatina também foi
verificado por teste cometa em células hepaticas e do estbmago de ratos machos em um estudo

realizado por Kraynak et al. (2016).

3.7. Sarcoma 180 como modelo de estudo farmacoldgico

Descoberto em 1914 nos Estados Unidos, o Sarcoma 180 (S-180), também conhecido
como tumor de Crocker, é um tipo de tumor que se originou espontaneamente em ratos e, desde
entdo, tém sido mantido a partir de sucessivos transplantes (ZUCKERBERG et al., 1973). S180 é
uma das linhagens de células mais frequentemente utilizadas em pesquisas in vivo e in vitro de
estudos do cancer (BEZERRA et al., 2006).

O sarcoma constitui um grupo heterogéneo tumores originados a partir de células ou
tecidos mesenquimais (ossos, cartilagem) ou tecidos conectivos (musculo, gordura, nervos
periféricos, fibrosos), para os quais foram constatados mais de 70 subtipos diferentes (LIM et al.,
2016). Sarcomas sdo doencas raras, correspondendo a menos que 1% de todos os tumores
malignos, mas corresponde ao terceiro tipo de tumor mais comum em criancas (PAN et al.,
2016).

A partir de uma perspectiva genética e molecular, os sarcomas podem ser classificados em
dois tipos: sarcomas com cariotipos parcialmente diploides, com translocacbes e mutacdes

especificas, e sarcomas com cariétipos complexos e ndo uniformes, com instabilidade genémica e
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heterogeneidade de aberracGes dentre os tumores (TAYLOR et al., 2011). Dependendo do tipo
de tecido afetado, a Organizagdo Mundial de Saiude (WHO — World Health Organization)
classifica os sarcomas como sarcomas de tecidos moles (lipossarcomas, dermatofibrossarcomas,
angiossarcomas, etc) e sarcomas 0sseos (condrossarcoma, fibrossarcoma do 0sso, sarcoma de
Ewing, etc), descrevendo as caracteristicas clinicopatoldgicas e genéticas para cada tipo de tumor
(DOYLE, 2014).

S-180 cresce rapidamente em mais de 90% dos animais nos quais € inoculado, por isso é
amplamente utilizado para inducdo de cancer em modelos in vivo de sarcoma (SATO et al,,
2006). Atividade antitumoral de diferentes compostos, naturais ou sintéticos, tem sido avaliada
em modelos in vivo e em cultura de células de S180 (PARK et al., 2011; DA COSTA et al., 2015;
GHAZARYAN et al., 2016; FACCHINI et al., 2016).

3.8. Saccharomyces cerevisiaes como modelo de estudo farmacoldgico

A Saccharomyces cerevisiae € uma espécie de levedura com sistema eucaridtico
unicelular, existente no solo, ar, plantas, frutos e alimentos. Esta espécie apresenta crescimento
ideal entre 25° e 30° C e se reproduz assexuadamente por brotamento ou por cissiparidade
(BRACONI; BERNARDINI; SANTUCCI, 2016). A S. cerevisiae tem sido amplamente utilizada
como modelo eucariético no estudo da elucidacdo de mecanismos metabdlicos, por conta da
semelhanca da sua maquinaria celular e dos processos metabdlicos desempenhados pela levedura,
e da facil manipulacdo genética (KARATHIA et al., 2011; GONZALEZ-PEREZ et al., 2012;
TONGUL; TARHAN, 2016).

Além disso, existe uma grande semelhanca entre o sistema de defesas antioxidantes da
levedura e o sistema de eucariotos superiores (GIANNATTASIO et al., 2013). Por este motivo, 0
modelo biolégico de S. cerevisiae tem sido amplamente utilizado em estudos do mecanismo de
resposta celular a condicdes de estresse, como também do perfil oxidante/oxidativo de diversos
compostos naturais e sintéticos (AZAD et al., 2013; HOFERL et al., 2014; ODRIOZOLA-
SERRANO et al., 2016).

O estresse oxidativo pode resultar em degeneracdo genética e disfuncdo fisioldgica,
levando a morte das células desta levedura (WU et al., 2011). Nestas circunstancias, esta levedura
responde ao estresse oxidativo usando uma série de respostas celulares que garantem a

sobrevivéncia das células ap6s a exposicdo aos oxidantes (MORANO et al., 2012). Estas
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respostas envolvem mecanismos transcricionais e pds-transcricionais, resultando na ativacéo de
respostas enzimaticas e ndo enzimaticas, que reduzem as taxas de producdo de EROs, e repara 0s
danos causados (ODRIOZOLA-SERRANO et al., 2016).

Semelhantemente a eucariotos superiores, a S. cerevisiae dispde de uma variedade de
enzimas antioxidantes, que estdo presentes em diferentes compartimentos subcelulares e podem
ser superexpressadas em resposta a exposicdo a EROs (MORANO et al., 2012). As principais
enzimas incluem: dois tipos de catalase (CAT1 peroxissomal e CAT2 citoplasmatica), que
convertem H202 em H20 e Oo; duas superoxido dismutases (Cu, Zn-SOD citoplasmética e Mn-
SOD mitocondrial), que converte o &nion superéxido em H»O», para ser utilizado como substrato
por outras enzimas; a glutationa que, dentre outros processos metabdlicos, participa ativamente
do metabolismos de EROs e manutencdo do status redox da célula; 3 classes de glutationa
transferases, que sdo codificadas em situacfes de estresse oxidativo, e outras enzimas
(STEPHEN; JAMIESON, 1996; ESCOTE et al., 2012; KWOLEK-MIREK; ZADRAG-TECZA;
BARTOSZ, 2012). Antioxidantes ndo enzimaticos, como o acido ascorbico e polifendis séo
compostos que também podem proteger as células da levedura contra agentes oxidantes, mas 0s
mecanismos que levam a esta resposta ainda ndo estdo bem esclarecidos (GAMERO-
SANDEMETRIO et al., 2014).
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RESUMO

O cancer é uma das doencas mais frequentes no mundo e representa a 2% maior causa de
morte no Brasil perdendo somente para as doengas cardiovasculares. Dentre 0s
tratamentos do céncer, a utilizacdo de drogas antineoplasicas é reconhecida pelo o
sucesso do aumento da capacidade de sobrevivéncia e os resultados terapéuticos
positivos para muitos dos canceres. O objetivo do estudo foi realizar um levantamento
literario sobre os efeitos dos principais antineoplasicos, Doxorrubicina, Ciclofosfamida,
Cisplatina e 5-Flourouracil, utilizados em associagcdo com 0 &cido ascorbico na terapia
alternativa. Para a revisdo, foram utilizados artigos das seguintes bases de dados:
MEDLINE/PUBMED (Medical Literature Analysis and Retrievel System Online),
ScienceDirect, SCIELO (Scientific Eletronic Library) e LILACS (Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude). Pode-se observar que alguns estudos
demonstraram que o AA néo alterou 0 mecanismo de ac¢do de algumas drogas, além de
ele ndo terem apresentado nenhum beneficio ao paciente quando utilizadas em
associagdo com as drogas estudadas. Porem, na maioria dos estudos analisados, um
efeito benéfico nos tratamentos de varios tipos de cancer diminuindo a toxidade dos
quimioterapicos sobre as células normais, amenizando assim, as reagdes adversas e
consequentemente um aumento na eficiéncia da terapia e na qualidade de vida do
paciente. Contudo, em alguns estudos, a vitamina teve um efeito antagonista em relacéo
ao quimioterapico, comprometendo o tratamento.

Palavras-chave: Cancer; Antineoplasicos; Acido ascorbico.
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ABSTRACT

Cancer is one of the most frequent diseases in the world and represents the 2nd largest
cause of death in Brazil, losing only to cardiovascular diseases. Among cancer
treatments, the use of antineoplastic drugs is recognized by the success of increasing
survival capacity and the positive therapeutic results for many cancers. The objective of
the study was to perform a literary survey on the effects of the main antineoplastic
drugs, Doxorubicin, Cyclophosphamide, Cisplatin and 5-Flourouracil, used in
association with ascorbic acid in alternative therapy. For the review, articles from the
following databases were used: MEDLINE / PUBMED (Scientific Literature Analysis
and Retrieval System Online), ScienceDirect, SCIELO (Scientific Electronic Library)
and LILACS (Latin American and Caribbean Literature in Health Sciences). It can be
observed that some studies have shown that AA did not alter the mechanism of action of
some drugs, besides that they did not present any benefit to the patient when used in
association with the drugs studied. However, in most of the studies analyzed, a
beneficial effect in the treatment of various types of cancer decreasing the toxicity of the
chemotherapeutic drugs on normal cells, thus reducing adverse reactions and
consequently an increase in the efficiency of therapy and the quality of life of the
patient. Furthermore, in some studies, the vitamin had an antagonistic effect on
chemotherapy, compromising treatment.

Keywords: Cancer; Antineoplastic; Ascorbic acid.

4.1. Introducéo

O céncer € uma das doencas mais fequentes no mundo e representa a 2% maior
causa de morte no Brasil perdendo somente para as doencas cardiovasculares
(ARAUJO; GALVAO, 2010). Dentre os tratamentos do cancer, a utilizacdo de drogas
antineoplasicas € reconhecida pelo o sucesso do aumento da capacidade de
sobrevivéncia e o0s resultados terapéuticos positivos para muitos dos canceres
(INCA,2014). A quimioterapia € a terapia sistémica de grande impacto e de comum uso,
ap0s a resseccao cirurgica, empregada no manejo clinico do céancer cujo objetivo
primario é destruir as células neoplasicas, preservando as normais e sua acao pode atuar
de forma direta ou indireta sobre as células tumorais. (ZENG; MORGENSTERN;
NYSTROM, 2014).

Os quimioterapicos podem ser classificados em agentes alquilantes,
antimetabdlitos, compostos de platina, antibioticos, produtos vegetais, horménios e
andlogos e agentes diversos (MALUF, ERDTMANN, 2000). Os agentes
antineoplasicos mais empregados no tratamento do cancer incluem Doxorrubicina,
Cisplatina, 5-Fluorouracil e Ciclofosfamida (GALLUZZI et al., 2012; CHENNURU;
SALEEM, 2013; WANG et al., 2015;). O tratamento moderno do cancer compreende
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cada vez mais a quimioterapia combinada, e as vezes, em associagdo com outros
meétodos de tratamento, incluindo terapias alvo, terapias génicas e imunoterapia
(MIOIA; PERVELLINI, 2000; LUTTERBECK; MACHADO; KUMMERER, 2015).
Dentre os tratamentos adjuvantes do cancer, o Acido Ascérbico (AA) ou
Vitamina C é considerado um potente antioxidante que pode contribuir para qualidade
de vida das pessoas no que se refere em reduzir danos e efeitos colaterais ndo
intencionais produzidos pelas EROs, capacidade de resposta imune (SUBRAMANI,
2014) e também ser utilizado como co-factor para vérias enzimas (HERST et al., 2012).
O uso do AA como terapia do cancer ou adjuvante a quimioterapica
convencional ainda é bastante controverso. Estudos mostram que a suplementacdo com
vitamina C pode induzir a formacdo de genotoxinas de hidroper6xidos e resultar em
danos ao DNA e iniciacdo da carcinogénese quando o uso é diario, mesmo em doses
moderadas (LEE; OE; BLAIR, 2001; UETAKI et al., 2015), potencializando a
citotoxicidade de alguns antineoplasicos, a qual pode estar relacionada a producéo
extracelular de peroxido de hidrogénio, comprometendo na eficicia da terapia (MA et
al., 2014).
O objetivo do estudo foi realizar um levantamento literario sobre os efeitos dos
principais antineoplasicos, Doxorrubicina, Ciclofosfamida, Cisplatina e 5-Flourouracil,

utilizados em associagcdo com o &cido ascorbico na terapia alternativa.

4.2. Metodologia

4.2.1. Tipo de estudo
Trata-se de uma revisdo sistematica de literatura, baseada numa pesquisa
qualitativa descritiva com embasamento tedrico em artigos cientificos publicados nos
altimos anos.
4.2.2. Coleta de dados
Os dados foram todos obtidos dos principais sites de periddicos conhecidos no
meio académico, considerando a questdo norteadora os efeitos dos principais
antineoplasicos, Doxorrubicina, Ciclofosfamida, Cisplatina e 5-Flourouracil, utilizados
em associa¢do com o 4cido ascOrbico na terapia alternativa. As bases de dados como
MEDLINE/PUBMED (Medical Literature Analysis and Retrievel System Online),
ScienceDirect, SCIELO (Scientific Eletronic Library) e LILACS (Literatura Latino-

Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude). Nos diferentes bancos de dados,
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utilizaram-se as seguintes combina¢Oes de termos, em portugués e inglés, para a

pesquisa: 1) “Cisplatina” ou “Cisplatin” e “vitamina C” ou “vitamin C” ou “acido

ascorbico” ou “ascorbic acid”; 2) “5-Fluorouracil” ou “5-FU” e “vitamina C” ou

“vitamin C”

“Cyclophosphamide” e “vitamina C” ou “vitamin C”

194

ou a

ou “acido ascorbico” ou “ascorbic acid”; 3) “Ciclofosfamida” ou

cido ascoOrbico” ou “ascorbic

acid”; 4) “Doxorrubicina” ou “Doxorubicin” e “vitamina C” ou “vitamin C” ou “dcido

ascorbico” ou “ascorbic acid”.

4.2.3. Critérios de incluséo e exclusao

Para a construgdo da revisdo, foram utilizados apenas os artigos que relatavam

acerca dos efeitos da associacdo de diferentes antineoplasicos com a vitamina C em

humanos ou modelos animais, publicados nos ultimos 10 anos. Os trabalhos que nao se

encaixavam nestes critérios pré-determinados foram descartados (Figura I).

Figura 1. Tabelas com a relacdo dos artigos encontrados, utilizados e descartados.

DOXORRUBICINA + VIT. C

CICLOFOSFAMIDA + VIT. C

PUBMED ScienceDirect Scielo LILACS PUBMED ScienceDirect Scielo LILACS
71 artigos 16 artigos 1 artigos 52 artigos 61 artigos 14 artigos 4 artigos 35 artigos
encontrados | encontrados | encontrados | encontrados encontrados | encontrados | encontrados | encontrados
6 artigos 2 artigos 0 artigos 3 artigos 4 artigos 2 artigos 1 artigos 3 artigos
utilizados utilizados utilizados utilizados utilizados utilizados utilizados utilizados
65 artigos 14 artigos 1 artigos 49 artigos 57 artigos 12 artigos 3 artigos 32 artigos
descartados descartados descartados | descartados descartados | descartados | descartados | descartados

CISPLATINA + VIT. C 5-FLUOROURACIL + VIT. C

PUBMED ScienceDirect Scielo LILACS PUBMED ScienceDirect Scielo LILACS

85 artigos 55 artigos 0 artigos 79 artigos 24 artigos 9 artigos 1 artigos 40 artigos
encontrados | encontrados | encontrados | encontrados encontrados | encontrados | encontrados | encontrados

17 artigos 8 artigos 0 artigos 11 artigos 3 artigos 2 artigos 1 artigos 3 artigos

utilizados utilizados utilizados utilizados utilizados utilizados utilizados utilizados

68 artigos 47 artigos 0 artigos 68 artigos 21 artigos 7 artigos 0 artigos 37 artigos
descartados descartados descartados | descartados descartados | descartados | descartados | descartados

4.2.4. Andlise dos dados

Os artigos escolhidos foram tabulados em planilhas no Word/Excel para melhor

demonstracdo dos resultados e foram feito comparacdes cruzadas entre os dados de

diversos autores para o enriquecimento do contetdo.
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4.3. Resultados e Discussao

Ao total, foram utilizados 36 artigos para a construgdo da Tabela 1: 20 acerca
dos efeitos da associacdo de cisplatina e vitamina C, seis artigos sobre a associagéo de
5-FU a vitamina, 5 sobre a associacdo de ciclofosfamida & vitamina C, sete artigos sobre
os efeitos da associacdo de vitamina C a Doxorrubicina. Vale salientar que, durante o
levantamento de dados, alguns artigos foram exibidos em diferentes bancos de dados e
um artigo relatava acerca da associa¢do de varios antineoplasicos com a vitamina C,
além de alguns apresentarem os resultados similares.

Apesar de alguns ensaios pré-clinicos e casos clinicos terem a terapia
suplementar com vitamina C como um ponto positivo no tratamento do cancer, essa
terapia alternativa ainda esta em debate na comunidade cientifica, tendo-se em vista que
provas cientificas sobre a seguranca e efetividade desta vitamina, além de muitas outras
evidéncias terapéuticas, ainda ndo terem sido clinicamente investigadas (FUCHS-
TARLOVSKY et al.,, 2011); HOFFER et al., 2015; LI; ZHANG; TANG, 2016).

Foi observado que alguns estudos demonstraram que o AA ndo alterou o
mecanismo de acdo de algumas drogas como a cisplatina e a ciclofosfamida, alem de
ndo apresentar nenhum beneficio ao paciente quando utilizadas em associacdo com as
drogas estudadas. Também foi visto que o AA possui, na maioria dos estudos
analisados, um efeito benéfico nos tratamentos de varios tipos de cancer diminuindo a
toxidade dos quimioterapicos sobre as células normais, amenizando assim, as reacoes
adversas e consequentemente um aumento na eficiéncia da terapia e na qualidade de
vida do paciente. Contudo, em alguns estudos, a vitamina teve um efeito antagonista em
relacdo ao quimioterapico, comprometendo o tratamento (Tabela 1).

O 5-Fluorouracil (5-FU) é um anélogo da uracila e timina diferenciando apenas
0 atomo de flior na posicdo C-5 em vez de hidrogénio (KAEHLER et al., 2014). E uma
droga amplamente utilizada sozinha ou em combinacdo no tratamento de varias
patologias (LONGLEY; KARKIN; JOHNSTON, 2003; TUMMALA, KUMAR,
PRAKASH, 2014). Seu mecanismo de acdo é baseado na sua capacidade de inibicdo a
sintese de DNA e RNA, na conducdo a paragem do ciclo celular levando a apoptose,
bem como, na inibicdo da enzima timidilato sintetase utilizada na sintese de
nucleotideos (LONGLEY; KARKIN; JOHNSTON, 2003; KANDIOLER et al., 2015).

No estudo realizado por Al-Asmari et al., (2015) observou-se que, o0 AA quando
associado com ao 5-FU, atua de forma antioxidante modulando do estresse oxidativo

provocado pela antineoplasico através da ativacdo de fatores de transcrigcdo sensiveis a
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alteracOes no status redox e a regulacéo da transcrigdo de moléculas alvo. Dessa forma,
a vitamina C atenua a toxicidade causada por 5-FU, principalmente nas células hepaticas, dado
um efeito protetivo (ABOU-ZEID, 2014).

Em contrapartida, da mesma forma que o efeito antioxidante do AA atua na
diminuicdo de hepatotoxidade causado pelo 5-FU, esse mesmo mecanismo da agéo
pode causar inferéncias no tratamento, devido o principal mecanismo de ac¢do do 5-FU
ser 0 aumento do estresse oxidativo em células tumorais. Em um trabalho realizado por
Fu et al. (2014) demonstrou que a vitamina C (50ug/kg) reduziu o efeito citotdxico de
5-FU em células de cancer de c6lon, por meio da regulacdo da fosforizacdo de caspase-
7 dependente de Src.
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Tabela 1. Resultados da pesquisa realizadas sobre os principais antineoplasicos usados no tratamento contra o cancer feita nos principais bancos

de dados online

Tipo de Associagéo Dose de vit. C Efeitos Referencias Bancos de dados
Pré-tratamento com vitamina C atenua a
Diferentes antineoplasicos citotoxicidade de drogas antineoplasicas em linhagens Heaney et al.,
+ vitamina C 20 U/pmol de células de linfoma e leucemia. Efeito antagonista (2008) PUBMED
da droga.
« Reducdo dos niveis de GSH, tornando células
5-FU + Vitamina C Solugdo tumorais de linfoma de Dalton mais susceptiveis a Prasad et al, LILACS
aquosa 1% . . (2010)
morte celular induzida por 5-FU.
5-FU ou Ciclofosfamida Aumento nos niveis de defesas antioxidantes e Suhail et al
ou Doxorrubicina + 500mg reducdo de danos ao DNA em pacientes com cancer (2012) N PUBMED/LILACS
Vitaminas C de mama.
5-FU + Vitamina C 12 mg/kg Atenuacao da hepatoto_xmldade_causada_ por_5-FU em Abou-Zeid, (2014) Science Direct
camundongos. Efeito protetivo da vitamina C.
5-FU + Vitamina C 500 mg/kg Reducdo da toxicidade gast_rointegtipal em ratos Al-Asmari et al., Science Direct
tratados com o antineoplasico. (2015)
Atenua a geracgdo de radicais livres e mediadores Al-Asmari et al
5-FU + Vitamina C 500 mg/kg inflamatdrios pela droga. Reducéo da toxicidade (2016) N PUBMED/Science Direct
hepética de ratos.
Cisplatina + vitamina C 500mg/kg Efeito nefroprotetor da vitamina Ajith et al., (2007) Science Direct
Doses Unicas ou multiplas da associacdo de vitaminas
Cisplatina + Vitaminas C 500mg/kg melhora os danos renais causados pela cisplatina em | Ajith et al., (2009) PUBMED
ratos.
A vitamina reduz parcialmente os efeitos Narayana et al
Cisplatina + Vitamina C 10 mg/kg gonodotoxicos causados pela cisplatina em (2009) " PUBMED
camundongos
Cisplatina + Vitamina C 10 mg/kg A vitamina na}o_tem Efe'EO sobre a citotoxicidade do Narayana (2010) PUBMED/Science Direct
antineoplasico em células de camundongos.
A associacdo de antioxidantes preveniu o nimero de Ahmed et al
Cisplatina + Vitamina C 100 mg/kg células apoptdticas em tecidos testiculares de ratos (2011) N PUBMED/Science Direct

que receberam tratamento com a droga.
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Cisplatina + Vitamina C

Solucgéo
aquosa 1%

Aumento da peroxidacao lipidica de mitocondrias de
células de linfoma de Dalton. Aumento da atividade
tumoral da cisplatina.

Martha et al.,
(2011)

PUBMED/LILACS

A vitamina C aumenta a apoptose de células humana

Cisplatina + Vitamina C 100pg/ml de cancer de colon tratadas com a droga, Anetal., (2011) PUBMED/LILACS
Danos ao DNA e fosforilagdo de p53 em células .
Cisplatina + vitamina C 0,1mg/kg hepaticas sdo mitigados pela vitamina C. Efeito Narayna (2012) PUBMED/IE)IiI;Q::S/ Science
hepatopotetor.
Cisplatina + vitamina C 500mg/kg Efeito hepatoprotetor da vitamina em camundongos. ?\;12&; (:t)hg)(/)){z;)e PUBMED/LILACS
Cisplatina + vitamina C 250mg/kg Vitamina C ndo apresenta efe_lto nefroprotetor em Nematbakhsh et PUBMED
ratas oferectomizadas. al., (2012)
Cisplatina + vitamina C 50mg/kg Vitamina reduz a ototoxicidade induzida pela droga Tokgoz et al., LILACS/PUBMED
em ratos. (2012)
Cisplatina + vitamina C SOm%(/?(ge 100 Efeito protetivo contra anemia induzida pela droga. Gao et al., (2013) LILACS
Cisplatina + coquetel de Antioxidantes protegem e aumentam a recuperacdo Kilarkaje et al.,
antioxidantes 50mg/kg das fungdes testiculares de ratos apds a quimioterapia. (2013) PUBMED
Cisplatina + vitamina C 100 mg/ml Administracao intratimpanica da vitamina previne Celebi et al., PUBMED/ LILACS
ototoxicidade. (2013)
Vitamina C reduz os efeitos adversos em
Cisplatina + vitamina C 200mg/kg e camundong_os po_rtadores de cancer de pulm_a(? . Chen et al., (2014) PUBMED/LILACS
1000mg/kg tratados com cisplatina, sem comprometer a eficacia
da droga.
Clsplatln_a + coquetel de 50mg/kg Aumento da sintese de testosterona em ratos que Kilarkaje (2014) PUBMED
antioxidantes receberam a quimioterapia.
. . L Pré-tratamento com a vitamina reduz nefrotoxicidade Guindon et al.,
Cisplatina + vitamina C 25 mg/kg e melhora qualidade de vida de camundongos. (2014) PUBMED/LILACS
Cisplatina + Vitamina C 100mglkg Prevencdo de estresse oxidativo causado pela droga Aksoy et al., LILACS/MEDLINE/PUBMED
em ratas. (2015)
. . N 17.65a19.20 Reducéo da toxicidade nos tecidos de camundongos | Longchar e Prasad . .
Cisplatina + vitamina C . Science Direct
mg portadores de linfoma de Dalton. (2015)
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. . N Inducéo de morte de células de cancer cervical via Leekha et al.,
Cisplatina + Vitamina C 100 pg/ml alteracdo do status redox e ativacao de p53. (2016) PUBMED/LILACS
Reducdo dos niveis de GSH reduzida, tornando
Ciclofosfamida + vitamina Solucgéo células tumorais de linfoma de Dalton mais Prasad et al.. PUBMED/LILACS/Science
C aquosa 1% susceptiveis a morte celular induzida por (2010) Direct
ciclofosfamida.
Ciclofosfamida + vitamina 200mg/kg Efeito protetivo da vitamina contra a toxicidade Gurgen et al., PUBMED/LILACS/Science
C caudada pela droga em ovarios de ratas. (2013) Direct
Ciclofosfamida + vitamina 200mglkg Administrgg_éo c_JraI dg vitamina C atenua cistite Farshid et al., PUBMED/LILACS
C hemorragica induzida pela droga em ratos. (2013)
Ciclofosfamida + vitamina A vitami_na qéo apresentou efeito prot_etivo co ntra os Araujo et al.
c 50mg/kg danos oxidativos ocasionados pelo antineoplasico em (2016) ’ SCIELO
camundongos
Doxorrubicina + Suple_ment_agéo crénica com vitaminz_:\s aumenta a Santos et al
Vitami 250 mg/kg sobrevivénvia e melhora pardmetros bioguimicos em N PUBMED
itaminas C ratos. (2007)
. N Modulacédo da cardiotoxicidade induzida pelo
Doxorrubmwg + Vitamina 25 uM antineoplasico pela reducédo de p53 e ativacdo de Luc(jlz<glec')[)al., Science Direct
proteina quinase.
Doxorrubicir&a + Vitamina 5 - 100 M Efeito protetivo da vite(ljmina em células do miocardio Ludke et al., PUBMED/LILACS
e ratos. (2012)
Doxorrubicina + Vitamina Efeito cardioprotetor na toxicidade do miocérdio Swamy et al.,
C 20 mg/kg induzida pela doxorrubicina em ratos. (2015) PUBMED
Doxorrubicina + Vitamina 25 UM A vitamina reduz o estresse nitrosativo induzido pela Akolkar et al., Science Direct
C H droga. Efeito cardioprotetor. (2015)
Doxorrublcn(w:a + Vitamina 100uMol/kg Efeitos protetivos no miocérdio por via antioxidante. Wa(ggleé)al., PUBMED/LILACS
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A cisplatina, incluida no grupo dos agentes alquilantes, € um complexo neutro
inorgénico e planar e seu mecanismo de acdo envolve a producdo de Espécies Reativas
de Oxigénio (EROs), as quais induzem a formacdo de lesdes oxidativas no DNA,
levando a quebras simples ou duplas na estrutura destas moléculas (GEORGIADIS et
al., 2016; KANG et al., 2012). A acdo citotoxica da cisplatina € descrita pela sua
interacdo com sitios nucleofilicos N-7 das purinas no DNA, formando interacfes
proteina-DNA, liga¢des cruzadas inter- e intrafitas e monoadutos com o DNA, os quais
sdo as principais lesdes responsaveis pela morte celular (WANG; LIPPARD, 2005).

Em associagdo com a cisplatina, a vitamina C intensifica a agdo citotoxicas da
droga em células humanas de cancer de célon (AN et al., 2011) e da linhagem de células
SiHa (LEEKHA et al., 2016), por meio do aumento da expressdo de p53 e de aumento
de peréxido de hidrogénio, levado ao aumento de apoptose nestas células. Outros
estudos também demonstram que esta vitamina, quando usada em combinacdo a
cisplatina, acentua a toxicidade induzida pela droga, sem afetar nos seus efeitos
quimioterapicos (DE MARTINIS; BISNCHI, 2001; FATIMA; ARIVARASU;
MAHMOOD, 2007; LONGCHAR; PRASAD, 2016).

No estudo realizado por Heaney et al. (2008) demonstrou que, quando a
vitamina C é administrada antes da cisplatina, ela antagoniza a eficacia terapéutica da
droga em um modelo humano de cancer hematopoiético, por meio da preservacao do
potencial de membrana na mitocondria, levando a uma reducdo dos niveis de apoptose
nas células cancerosas tratadas com os antineoplasicos.

Por este motivo, a utilizacdo da vitamina C em concomitancia com agentes
usados no tratamento do cancer, tais como a cisplatina e 5-FU, levam ao aumento na
producdo de EROs, na inducéo de citotoxicidade de células tumorais potencializando os
efeitos de antineoplasicos, por meio da geracdo EROS, por via pro-oxidante ou
controversamente atenuar as atividades de antineoplasicos que induzem a producdo de
EROs, por via antioxidante (GONZALEZ et al., 2005; LI et al., 2014).

A ciclofosfamida, ainda no grupo dos agentes alquilantes, € uma classe de
moléculas citotoxicas, que possuem, em comum, uma habilidade de tornar-se
compostos eletrofilicos fortes, que formam ligacGes covalentes com os grupos do DNA.
O mecanismo de acao consiste na acilacdo com substituicdo nucleofilica (SN1 ou SN2)
do DNA, preferencialmente a 7N-guanina, 60-guanina e 3N-citosina (KOROKOLVAS;
KOROKOLVAS; CUNHA, 2002; HAUBITZ et al., 2002).
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A combinacdo da ciclofosfamida com o AA produz uma redugdo dos niveis de
GSH, tornando células tumorais mais susceptiveis a morte celular induzida pela
ciclofosfamida (PRASAD et al., 2010). Essa associagdo também produz um efeito
protetivo contra citotoxidade do antineoplasico nas células reprodutivas, digestivas e
renais, diminuindo o efeito adversos e melhorando a qualidade vida do paciente que
reagem melhor a terapia (GURGEN et al., 2013, FARSHID et al., 2013). Na pesquisa
realizada por Araljo et al., (2016), a vitamina C ndo apresentou efeito protetivo contra
os danos oxidativos ocasionados pelo antineoplasico em camundongos. Contudo,
também néo se observou nenhum efeito prejudicial aos camundongos.

A Doxorrubicina atua na inibicdo da topoisomerase | e Il, responsaveis pela
separagdo das cadeias duplas de DNA durante a replicacdo produz espécies reativas de
oxigénio (EROs) conduzindo danos ao DNA, morte celular por apoptose, estimulacao
da ligagdo a p53-DNA, ativacdo da cascata de caspase, e reticulacio do DNA
(MINOTTI et al.,, 2004, CORTES-FUNES; CORONADO, 2007). Danos no DNA
topoisomerase Il é seguido por paragem do crescimento em G 1 e G 2 e morte celular
programada (ATTIA; BAKHEET, 2013).

A associacdo da Doxorrubicina com a vitamina C ndo apresenta nenhum efeito
sobre a acdo citotoxica do antineoplasico em uma variedade de células tumorais
(SWAMY et al., 2015). Isso sugere que a producdo de EROs pode ndo ser o principal
mecanismo subjacente a atividade antitumoral da Doxorrubicina (TAKEMURA,;
FUJIWARA; 2007). Porém, Wang et al. (2016), em seu estudo, demonstrou que a vitamina C
modula os efeitos cardiotoxicos induzidos pelo antineoplasico pela reducdo de p53 e
ativacdo de proteina quinase em ratos sem o0 comprometimento da quimioterapia.

Entdo, deve-se levar em consideracdo a utilizacdo da vitamina C como agente
antioxidante, uma vez que ele proporciona uma reducdo dos efeitos adversos induzidos
na quimioterapia, mas em alguns casos pode apresentar o potencial de reduzir a
efetividade da quimioterapia em células cancerosas. Dessa forma, sdo necessarios
estudos especificos para cada antineoplasico para um melhor entendimento de sua

interacdo com os diferentes antineoplasicos (SUBRAMANI et al., 2014).

4.4, Consideracoes Finais
Devido ao limitado numero e complexidade dos estudos clinicos sobre o efeito
de antioxidantes do &cido ascorbico na modulacdo tratamento do céncer, muitos

pesquisadores e oncologistas acreditam que o concomitante uso de antioxidantes
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suplementares devem ser evitados durante o tratamento convencional do cancer, pois 0s
antioxidantes podem interferir com quimioterapia, impedindo com que células
cancerosas sejam mortas por espécies reativas de oxigénio (EROS).

No entanto, em defesa dos antioxidantes, estudos experimentais tém
demonstrado que a vitamina C induz seletivamente a apoptose em células cancerosas,
mas ndo em células normais. Além disso, estudos mostram um aumento da eficécia de
muitos agentes quimioterapéuticos, bem como uma diminuicdo dos efeitos toxicos
adversos quando administrado concomitantemente com antioxidantes como a vitamina
C, o que sugere um potencial papel adjuvante na terapia do cancer.

A teoria mais aceita pelos estudos mais recentes é que o acido ascérbico, quando
utilizado em baixas doses com o0s antineoplasicos, apresenta um efeito antioxidante,
atenuando assim a acao destes farmacos (AKOLKAR et al., 2015; WANG et al., 2016).
Ja quando utilizado em altas doses, apresenta um efeito pro-oxidante, atuando assim em
sinergismo com o0s antineoplasicos, potencializando a terapia anticancer (NA et al.,
2011; MARTHA et al., 2011).
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RESUMO

A quimioterapia tem sido um dos principais tratamentos contra o cancer. Em muitos casos, a
terapia do cancer provoca uma elevacgéo nos niveis de estresse oxidativo em células e tecidos
saudaveis, levando a danos no DNA e efeitos colaterais. Grande parte dos efeitos colaterais
provocados pelos quimioterapicos pode ser amenizada pelo uso de agentes antioxidantes,
porém pouco se sabe se seu uso ndo terapéutico tem potencial de diminuir os efeitos da
quimioterapia nas células malignas. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a
citotoxidade e a atividade antioxidante da Cisplatina (CDDP) e 5-Fluorouracil (5-FU)
isolados e associados com &cido ascorbico (AA) (2uM) em S. cerevisiae. Para o teste de
levedura, foram preparadas placas com meio de cultura YEL onde foram semeadas 5
leveduras mutadas em seu sistema de enzimas antioxidante e um selvagem da mesma espécie.
Foram adicionados discos de papel filtro com os antineoplasicos isolados ou associados com
AA por 48h. Depois se mediu o halo de inibicdo de crescimento. O 5-FU e CDDP nas
concentracdes de 10 e 20 pg/mL induziram significantes (p<0,05) danos oxidativos nas
células de S. cerevisiae, quando comparado ao controle negativo. Estes danos foram
modulados (p<0,05) pelo AA, quando administrado em co-tratamento e ap0s a meia-vida das
drogas, na maioria das linhagens da levedura, exceto no duplo mutante SOD1SOD?2 tratado
com 5-FU. Os resultados indicam que o efeito modulatério do AA se deve a sua propriedade
antioxidante. Portanto, o AA pode interferir na acdo oxidativa e antitumoral da CDDP e 5-FU,
podendo comprometer a eficacia do tratamento, especialmente durante o periodo de acdo das
drogas.

Palavras-Chaves: Cisplatina. 5-Fluorouracil. Acido Ascérbico. Saccharomyces cerevisiae.
Alluim cepa.
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ABSTRACT

Chemotherapy has been the major cancer treatment. In many cases, cancer therapy causes
elevated levels of oxidative stress in healthy cells and tissues, leading to DNA damage and
side effects. A large part of the side effects caused by chemotherapy can be alleviated using
antioxidant agents, but little it is known whether its non-therapeutic use has the potential to
reduce chemotherapy effects on malignant cells. Thus, the aim of this study was to evaluate
the cytotoxicity and antioxidant activity of Cisplatin (CDDP) and 5-Fluorouracil (5-FU)
isolated and associated with low doses of ascorbic acid (AA) (2uM) in Saccharomyces
cerevisiae. For the yeast test, plates were prepared with YEL culture medium, where 5 yeasts
cell lineage mutated in their antioxidant enzyme system and one wildtype were seeded. Filter
paper discs were added withantineoplastics isolated or associated with AA for 48h, and the
halo of growth inhibition was measured. In S. cerevisiae cells, 5-FU and CDDP at
concentrations of 10 and 20 pg/mL, induced significant (p<0.05) oxidative damages when
compared to the negative control. These damages were modulated (p<0.05) by AA when it
was administrated in co-treatment and after the half-life of the drugs, in most yeast strains
except the double mutant SOD1SOD?2 treated with 5-FU. The results indicate that the
modulatory effect of AA is due to its antioxidant properties. Therefore, AA may interfere with
the oxidative and antitumor action of CDDP and 5-FU, which may compromise the efficacy
of the treatment especially during the period of drug action.

Keywords: Cisplatin. 5-Fluorouracil. Ascorbic Acid. Saccharomyces cerevisiae. Allium cepa.

5.1. Introducéo

A quimioterapia tem sido um dos principais mecanismos tratamento contra o cancer.
Porém, a mesma também possui um lado negativo, relacionado aos seus efeitos secundarios,
0S quais em muitos casos podem se apresentar de forma muito agressiva, ocasionando
problemas renais, hepaticos, gastrointestinais e outros (PETERSON et al., 2016; SPENCER,
2016, HSIU et al., 2016). A citotoxidade causada pelos antineoplasicos pode ser provocada
pelo aumento de substancias, como espécies reativa de oxigénio (EROS) e nitrogénio (ERNS).
Essas substancias elevam o nivel de estresse oxidativo no tecido onde se encontram, podendo
causar les6es ou danos no material genético (PUJARI, 2010).

Um antineoplasico frequentemente utilizado no tratamento do cancer é a cisplatina
(CDDP), um alquilante que tem como mecanismo de a¢do induzir um aumento excessivo de
EROs em células cancerigenas, 0s quais causam danos ao DNA, impedindo que a célula se
replique, levando-a a apoptose (MA et al., 2014, LEE et al., 2016). Outro antineoplasico
importante é o 5-FU, uma droga que possui um alto grau de citotoxidade principalmente para

as células renais, cardiacas e figado. Sua citotoxidade se deve ao aumento do estresse
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oxidativo também em células normais, resultado em morte celular (MIURA et al., 2010;
RASHID et al., 2014).

No entanto, nosso organismo possui um sistema de defesa que impede que 0s agentes
oxidantes atuem danificando as células e tecidos. As enzimas antioxidantes atuam impedindo
0 aumento de EROS nas células normais, diminuindo o estresse oxidativo. Algumas dessas
enzimas sdo: superoxido disputasse (SOD), catalase (CAT), a glutationa peroxidasse (GPX) e
a glutationa (GSH) (ARANGIIZ et al., 2009). Outra substancia que ajuda na diminuigio dos
niveis de estresse oxidativo é o acido ascorbico, um agente antioxidante que quando em
baixas concentracOes, age se ligando aos radicais livres, impedindo 0os mesmos de causarem
danos (TRABER; STEVENS, 2012; FRANKE et al, 2013; CARR; VISSERS, 2013).

Uma forma simples e rapida de mensurar citotoxidade e atividades oxidantes € o0 uso
de bioensaios através da levedura Saccharomyces cerevisiae. Os testes com leveduras, em
geral, utilizam a espécie S. cerevisiae com defeitos (mutacdes) em algumas enzimas
antioxidantes, as quais sao homdlogas as dos seres humanos, com o objetivo de observar o
efeito antioxidante ou oxidativo da substancia a ser testada (GUARIENT; BERTOLIN;
COSTA, 2010).

Nesse sentido, este estudo tem como objetivo avaliar alteragdes nos niveis de
citotoxidade e de atividade oxidativa da Cisplatina e 5-Flourouracil quando em associacédo

com baixas doses de &cido ascorbico em dois sistemas testes, S. cerevisiae e Allium cepa.

5.2. Metodologia
5.2.1. Linhagens de leveduras utilizadas

Seis linhagens de levedura foram utilizadas para avaliar atividades antioxidantes. A
linhagem selvagem utilizada nédo apresentava nenhuma mutacdo nas enzimasde defesa contra
substancias oxidativas, enquanto que as outras cinco linhagens selecionadas apresentavam
defeitos em pelo menos uma enzima antioxidativa. A linhagem EG118 é mutada na enzima
superéxido dismutase citoplasmatica (CuZnSOD - produto do gene SOD1), a EG110 é
mutada na SOD mitocondrial (MnSOD - produto do gene SOD2); a EG133 possui uma
mutacdo em duas enzimas a SOD1 e SOD2; a EG223 mutada em CAT1 e EG mutada em
SOD1 e CAT1(Tabela 1)
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Tabela 1. As linhagens de levedura S. cerevisiae que foram utilizadas neste trabalho.

DESCRIQAO GENOTIPO ORIGEM
EG103 (SODWT) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+ Edith Gralla, L Angeles
EG118 (SodlA) sod1::URA3 all other markers as EG103 Edith Gralla, L Angeles
EG110 (Sod2A) s0d2::TRP1 all other markers as EG103 Edith Gralla, L Angeles
EG133 (Sod1ASod24) s0d1::URA3 sod2::TRP1 double mutant all other markers Edith Gralla, L Angeles

as EG103

EG223 (CatlA) EG103, except catl:: TRP1 Edith Gralla, L Angeles
EG (Sod1ACat1A) EG103, except sodl:: URA3 and catl:: TRP1 Edith Gralla, L Angeles

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2014.

5.2.2. Teste do disco central em S. cerevisiae

O teste foi realizado no meio de cultura YEL como descrito por Oliveira et al. (2014)
(Figura 1)..Resumidamente, a inoculacdo foi realizada em linha reta iniciando das
extremidades ao centro da placa evitando a contaminacdo entre as linhagens. Apés a
finalizacéo da placa, um disco de filtro estéril foi colocado no centro da placa e adicionado em
sua superficie 100uL das concentracdes (10 pg/mL e 20 pg/mL) de antineoplasicos para 0s
testes das drogas isoladas e para as associacdes de droga e AA foi adicionado mais 10uL de
AA naconcentragédo de 2 uM em co e poOs-tratamento.

Figura 1. Disposicéao das linhagens de leveduras utilizadas no teste

2 6
3 5
1. SODWT
2. SOD1
4 4
3. SOD2
4. SOD1S0OD2
5 3
6 2

As placas ficaram incubadas por 48h em uma estufa a 30°C. Ap6s a incubacgdo, 0s
halos de inibicdo foram medidos, em milimetros, desde a margem do papel filtro até a
extremidade do halo onde se inicia o crescimento celular (AKBARI; JAVAR, 2013;
DASARI; TCHOUNWOU, 2014).
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5.2.3. Avaliagdo da modulacdo do &cido ascorbico sobre os antineoplasicos
O percentual de modulacdo do acido ascorbico frente aos danos causados pelos
A-B+ A4

antineoplasicos CDDP e 5-FU foi calculado de acordo com a formula; %M = ——— = 100

A

onde, “A” ¢ o valor de inibi¢ao de crescimento induzidos pelos antineoplasicos ¢ “B+AA” é o

valor de crescimento induzidos pelos antineoplasicos associados ao AA.

5.2.4. Analise estatistica
Os resultados que obedecerem a uma distribuicdo paramétrica foram analisados pela
Andlise de Variancia (ANOVA), pelo teste One-way e pos-teste de Tukey através do
programa GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego
California USA, Copyright ©.

5.3. Resultados e Discussao

5.3.1. Auvaliacédo dos efeitos oxidante da cisplatina e 5-Fluorouracil por meio do teste de
S. cerevisiae

Os resultados da avaliacdo do potencial oxidativo da cisplatina e do 5-fluorouracil em
S. cerevisiae demonstram que todos os antineoplasicos em todas as doses induziram danos
oxidativos significantes (p<0,05) em todas as linhagens testadas, quando comparados ao
controle negativo. Contudo, os danos oxidativos induzidos pelos antineoplasicos nas suas
diferentes doses foram significantemente (p<0,05) modulados pelo acido ascérbico na maioria
das linhagens.

O 5-FU nas doses de 10 e 20 pg/mL induziu significantemente (p<0,05) danos
oxidativos em todas as linhagens de S. cerevisiae, quando comparado ao controle negativo.
Na observacao do efeito do AA frente aos danos induzidos por 5-FU e cisplatina em linhagens
de S. cerevisiae proficientes ou mutadas em defesas antioxidantes, observou-se que o AA
administrado em co-tratamento ou poOs- tratamento (8 horas) modulou significantemente
(p=<0,05) os danos induzidos por 5-FU nas doses de 10 e 20 pg/mL, exceto nas linhagens com
duplo mutante SOD1SOD?2 (Figura 2).

De forma similar ao 5-FU, os resultados do presente estudo demonstram que a
cisplatina (CDDP) também induziu significantes (p<0,05) danos oxidativos nas diferentes

linhagens de S. cerevisiae. Estes danos foram significantemente (p<0,05) modulados pelo AA
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administrado em coO-tratamento ou pds- tratamento (24 horas) nas diferentes linhagens,

quando comparados ao controle positivo ou ao tratamento com a cisplatina apenas (Figura 3).
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Figura 2. Potencial oxidativo do 5-Fluorouracil (5-FU) isolado ou em associagcdo com &cido ascorbico (AA) em linhagens de S. cerevisiae em
co-tratamento (0) e p6s-tratamento (8). Os gréaficos representam os halos de inibicdo mensurados em mm nas linhagens SODWT, Sod1, Sod2,
Sod1Sod2, Catl e Sod1Catl. Valores em média+ desvio padrdo dos halos de inibicdo (0-40 mm). ANOVA, one-way, pds-teste de Bonferroni. 2
p<0,05 comparado ao CN; ® p<0,05 comparado ao H202; ¢ p<,05 comparado ao 5-FU 10pg/mL; ¢ p<0,05 comparado ao 5-FU 20pg/mL.
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Figura 3. Potencial oxidativo da cisplatina (CDDP) isolado ou em associa¢do com acido ascorbico (AA) em linhagens de S. cerevisiae em co-
tratamento (0) e pos-tratamento (24). Os gréaficos representam os halos de inibicdo mensurados em mm nas linhagens SODWT, Sod1, Sod2,
Sod1Sod2, Catl e Sod1Catl. Valores em média+ desvio padrdo dos halos de inibicdo (0-40 mm). ANOVA, one-way, pds-teste de Bonferroni. 2
p<0,05 comparado ao CN; ® p<0,05 comparado ao H»O2; ¢ p<0,05 comparado ao CDDP 10pg/mL; ¢ p<0,05 comparado ao CDDP 20pg/mL.
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No que diz respeito ao percentual de modulagdo do AA, houve uma modulagédo
de 48,7% e 20,8% aos danos induzidos por 5-FU nas concentragdes de 10pg/mL e 20
pg/mL, respectivamente, quando em co-tratamento (Oh), em SODWT. Na linhagem
SOD1, o AA modulou em 32,8% e 40,4% os danos induzidos por 5-FU nas
concentracdes de 10pg/mL e 20 pug/mL, respectivamente, quando em co-tratamento. Na
linhagem SOD2, o AA modulou em 36,9% e 41,5% os danos induzidos por 5-FU a
20pg/mL, em co-tratamento e pds-tratamento, respectivamente. Na linhagem CAT, a
modulagdo do AA foi de 68,9% em co-tratamento com 5-FU na concentragdo de 20
pg/mL. Ja na linhagem duplo mutante SOD1CAT, o AA modulou em 40% e 64,9% o0s
danos oxidativos induzidos por 5-FU nas concentragbes de 10 e 20 pg/mL,

respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Percentual de modulag&o do acido ascorbico frente os antineoplasicos.

5-FU+AA | 5-FU+AA (8h) | CDDP +AA CD?ZZ:)AA

LINHAGENS

10 20 10 20 10 20 10 20
pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL

SODWT 48.7% | 20,8% | 14,3% 0% 19,6% | 43.3% | 53.6% | 46.1%

SOD1 32.8% | 40,4% | 22,7% | 5.1% | 29.9% 0% 11.6% | 8.7%

SOD2 30.7% | 36,9% | 40% | 415% | 36.4% | 2.2% | 20.3% | 32.8%

SOD1soD2 | 16,8% | 08% | 3,4% | 3,8% | 24.6% | 3.8% | 26.2% | 25.2%

CAT1 35.1% | 68% | 17.1% | 32% | 64.2% | 19.6% | 43.4% | 58.8%

SOD1CAT 40% | 64,9% | 27.5% | 24,3% | 68.2% | 22.8% | 50% | 50.9%

Em relacdo ao antineoplasico CDDP, a linhagem selvagem SODWT, quando em
co-tratamento com cisplatina (20 pg/mL), o AA modulou em 43,3% os danos induzidos
pela droga, enquanto que a modulacdo do AA foi de 53,6%, quando administrado 24h
apos o tratamento com o antineoplasico na concentragdo de 10 pg/mL. Quando em
administrado juntamente com a CDDP (10 pg/mL) na linhagem SOD1, o AA modulou

em 29,9% os danos oxidativos induzidos pelo antineoplasico. Em SOD2, a modulagéo
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do AA foi de 36,4% nos danos induzidos por CDDP (10 pg/mL) em co-tratamento. Na
mesma linhagem, o0 AA modulou em 20,3% frente 32,8% os danos induzidos pela droga
nas concentragdes de 10 e 20 pg/mL, respectivamente, quando em pds-tratamento.

Durante o co-tratamento com cisplatina na linhagem deficiente em SOD1SOD2,
a modulagdo de AA foi de 24,6% e 3,8% frente aos danos induzidos pela droga nas
concentracdes de 10 e 20 pg/mL, respectivamente. Seguidas 24h ap6s a administracdo
da droga, o AA modulou em 26,2% os danos induzidos por CDDP a 10 pg/mL e em
25,2% os danos induzidos pelo antineoplésico na concentragdo de 20 pg/mL. Na
linhagem deficiente em CAT1, o AA modulou em 64,2% os danos induzidos por CDDP
(10 pg/mL) durante co-tratamento, e em 58,8% os danos induzidos pela droga (20
pg/mL) durante pds-tratamento. J& na linhagem deficiente em SOD1CAT1, o percentual
de modulacdo do AA foi de 68,2% frente aos danos induzidos pela cisplatina
(10pg/mL) em co-tratamento e de 50,9% frente aos danos induzidos por esta droga na
concentracdo de 20 pg/mL em pds-tratamento.

Devido a grande semelhanca com o metabolismo de eucariotos superiores,
linhagens da levedura S. cerevisiae tém sido amplamente utilizadas em estudos de
estresse oxidativo e efeito de antioxidantes (YI et al., 2016; SHI et al.,, 2016;
KITICHANTAROPAS et al., 2016; GUVEN et al., 2016). No presente estudo, foi
observado que 5-FU e CDDP apresentam um potencial efeito oxidativo, o qual pode
contribuir no efeito citotoxico das drogas frente as células da levedura S. cerevisiae
utilizadas como modelo bioldgico. Neste caso, tanto o 5-FU quanto a cisplatina atuaram
de modo a limitar a proliferacdo de celulas de diferentes linhagens de levedura,
proficientes ou mutadas nestas defesas antioxidantes.

Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que, além de mecanismos de
acdo particulares, o 5-FU também pode induzir citotoxidade de células eucariéticas por
meio do aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, levando a uma condi¢édo
de estresse oxidativo persistente na célula (Zhang et al., 2008). O estudo realizado por
Numazawa e colaboradores (2010) demonstrou que o tratamento com 5-FU causou um
aumento significante de biomarcadores de estresse oxidativo, além da reducdo dos
niveis da glutationa, uma enzima antioxidante endogena, levando a mielosupressdo da
medula Ossea de camundongos em consequéncia do estresse oxidativo gerado.
Resultados semelhantes foram relatados, nos quais foi observado que o estresse
oxidativo intracelular gerado por 5-FU induziu apoptose de células cardiacas de ratos
(LAMBERTI et al., 2012) e células endoteliais (FOCACCETI et al., 2015). O 5-FU
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também pode provocar disfungdes mitocondriais que contribuem para a inducdo de
morte celular via ativacdo de caspases (LIU et al., 2016). Contudo, a producdo de EROs
por 5-FU esté associado a promocéo de efeitos adversos durante o tratamento, tais como
cardiotoxicidade, e mucosite (POLK et al., 2013; THOMAS et al., 2016).

Estudos também tém demonstrado que a citotoxidade induzida por cisplatina
pode ocorrer por meio da promocao de estresse oxidativo nas mitocondrias, levando a
apoptose de células renais (MARTINS et al., 2008). Esta promogdo é independente da
quantidade de danos induzidos pela droga ao nDNA, contribuindo para a citotoxidade
do antineoplasico (MARULLO et al., 2013). Além da inducdo de danos ao DNA, ha
relatos de que a cisplatina também pode induzir a producdo de EROs e inibir diversas
enzimas antioxidantes, levando a apoptose causada por estresse oxidativo
(GLEZERMAN; JAIMES, 2016). Segundo Kim et al. (2013), a fosfoliracdo de quinase
regulada extracelular (ERK) através de ROS produzidos pela cisplatina esta envolvida
na inducédo da expressdo de p53 e do fator de necrose tumoral o (TNF-a), que induzem
apoptose em macrofagos de murinos. Todavia, a producdo excessiva de EROs pela
CDDP, e consequente geracdo de estresse oxidativo, também esta envolvida em muitos
dos efeitos adversos provocados pela droga, como nefrotoxicidade e ototoxicidade
(PERES; JUNIOR; 2013; KIM et al., 2010; NASR, SALEH, 2014).

Na tentativa de melhorar os efeitos adversos induzidos pelo aumento intracelular
de EROs durante a quimioterapia, ¢ feita a terapia nutricional com antioxidantes, como
a vitamina C (ROHENKOHL; CARNIEL; COLPO, 2011). Aqui, observou-se que a
vitamina C atuou de modo a modular os danos oxidativos induzidos por ambos
antineoplasicos em estudo em algumas linhagens da levedura, provavelmente por via
antioxidante. Isto significa que esta vitamina pode reduzir os danos citotoxicos
induzidos pela cisplatina e pelo 5-FU, indicando que a sua administracdo em baixas
doses em concomitancia com os antineoplasicos podem comprometer os efeitos da
droga. Ainda sdo escassos estudos a cerca da influéncia de antioxidantes no efeito
anticancer de antineoplasicos, mas ha relatos a cerca da utilizacdo de vitamina C na
reducdo da toxicidade em células normais induzidas pelas drogas.

Em contraste aos nossos resultados, Runtuwene e colaboradores (2015)
demonstraram que altas concentragcdes de antioxidantes (8 mM por gavagem) podem
aumentar o efeito inibitorio induzido por 5-FU em células cancerosas. Outros estudos
também demonstram que a vitamina C pode atenuar a toxicidade hepatica e

gastrointestinal causada pela droga em modelos in vivo, via modulagdo de estresse
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oxidativo (ABOU-ZEID, 2014; AL-ASMARI et al.,, 2015). Por outro lado, em
concordancia com os resultados obtidos no presente estudo, Fu et al. (2014) mostrou
que a associacao de 5-fluorouracil a antioxidantes ndo é efetiva durante o tratamento de
pacientes com cancer de colon, uma vez que a producdo de EROs por 5-FU é
significantemente reduzida, indicando que antioxidantes podem reduzir o efeito
apoptético induzido pela droga.

Choung e Kong (1994) demonstraram que a vitamina C (0,5 e 10 mg/kg por via
intraperitoneal), por meio de sua capacidade de remover radicais livres, reduziu
diretamente a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina, sem comprometer a atividade
anticancer da droga. Mais recentemente, estudos tém demonstrado que o pré-tratamento
de camundongos com vitamina C reduz os efeitos mutagénicos induzidos pela
cisplatina, uma vez que reduz consideravelmente a peroxidacao lipidica e aumento de
glutationa e outras defesas antioxidantes em celulas hepaticas (LONGCHAR,
PRASAD, 2015; LONGCHAR, PRASAD, 2016).

Um estudo in vitro com linhagens de células de leucemia e linfoma evidenciou
que o pré-tratamento com vitamina C (250 mg/kg por via intravenosa) causa uma
atenuacdo dose-dependente da citotoxicidade induzida por cisplatina e outros
antineoplasicos por meio da inibicdo da despolarizagdo da membrana mitocondrial,
vindo a antagonizar a eficacia terapéutica da droga. Neste estudo, os autores concluem
que a suplementacdo com vitamina C durante a terapia do cancer pode afetar

consideravelmente a resposta terapéutica (HEANEY et al., 2008).

Matsumoto et al. (2015) demostrou o efeito citotoxico in vitro de 5-FU em
diferentes linhagens de células cancerosas. Também ha relatos acerca do efeito
citotoxico de cisplatina em linhagens de células derivadas de diferentes tumores e em
células normais do rim (GERMAIN et al., 2010; YAO et al., 2007). A inducdo de
citotoxicidade € um dos principais mecanismos de acdo de drogas antineoplasicas,
durante a qual sdo induzidos danos ao DNA, que podem levar a morte de células
cancerosas (SWIFT; GOLSTEYN, 2014).

A citotoxicidade do 5-FU aqui observada pode ser explicada pelo fato de que a
metabolizacdo do antineoplasico resulta da incorporacdo destes seus metabdlitos ao
DNA, e RNA, resultando em quebras das fitas de DNA, bloqueio dos processos de
transcricdo, tradugdo e de mecanismos de reparo, levando as células & morte
(MARTINS; WAGNER; LINDEN, 2013). Segundo a literatura, o mecanismo de



77

inducdo de citotoxicidade da cisplatina esta relacionado a sua interacdo com os sitios
nucleofilicos N7 de bases purinicas do DNA, formando ligacdes interfitas DNA-DNA e
DNA-proteina, além de crosslinks intrafitas, que culminam em morte celular,
explicando os resultados observados no presente estudo (SIDDIK, 2003; CEPEDA et
al., 2007; DASARI; TCHOUNWOU, 2014).

No entanto, corroborando com os resultados encontrados no ensaio de S.
cerevisiae, a associacdo de vitamina C aos antineoplasicos, tanto em co-tratamento
como em pds-tratamento, reverteu o efeito das drogas, o que foi observado pelo
aumento do indice mit6tico das células, quando comparadas aos grupos tratados apenas
com as drogas. Estes resultados apontam, mais uma vez, para o efeito antagonico da
vitamina frente aos efeitos anticancer desempenhados pelos quimioterapicos.

Estudos mostram que qualquer antioxidante capaz de reduzir a toxicidade
causada nas células saudaveis, pode também ter o potencial de diminuir a efetividade do
quimioterapico nas células malignas (HACISEVKI, 2009; SIRMALI et al., 2014). De
outra forma, a literatura também relata que a vitamina C também pode desempenhar um
efeito protetivo dose-dependente, prevenindo as células normais dos efeitos danosos
causados pelo estresse oxidativo induzido por antineoplasicos sem comprometer a agédo
destas drogas (BHATTACHARYYA, MEHTA, 2000; ANTUNES; DARIN; BIANCHI,
2000). Assim, como evidenciado nos resultados do presente estudo e na literatura, 0s
dados acerca do efeito da vitamina C no tratamento do cancer ainda sdo conflitantes,
uma vez que a vitamina pode atuar de modo a potencializar ou antagonizar os efeitos
das drogas, e estudos clinicos que demonstrem 0s seus efeitos ainda sdo escassos
(UNLU et al., 2016).

5.4. Concluséao

A levedura Saccharomyces cerevisiae constituiu em um modelo bioldgico
conveniente para estudo de estresse oxidativo, permitindo observar que a terapia com
cisplatina ou 5-FU causa danos oxidativos em células eucaridticas, os quais podem ser
modulados pela vitamina C, quando administrada concomitantemente ou apds a meia-
vida das drogas. Os resultados do presente estudo apontam para os riscos de dietas ricas
em antioxidantes, em especial, 0 AA, que pode antagonizar a a¢do antitumoral de
agentes quimioterapicos, comprometendo a eficdcia da terapéutica dos pacientes

oncoldgicos. Assim, ressalta-se a necessidade de novos estudos para melhor elucidar os
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mecanismos de acdo do AA e 0s possiveis efeitos de sua administragdo durante o

tratamento do cancer.
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Avaliacao de danos genotoxicos induzidos por Cisplatina e 5-Flourouracil, isolados ou
associados com &cido ascorbico em modelos in vivo de sarcoma 180

Evaluation of genotoxic damages induced by isolated or ascorbic acid-associated Cisplatin
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RESUMO

Apesar dos avangos no tratamento do cancer, a quimioterapia classica ainda tem sido o
tratamento de primeira linha para uma variedade de tumores. Embora muito eficaz na redugéo
de tumores, principalmente iniciais, prevencdo de metastases e reincidéncias, seus efeitos
colaterais associados ainda sdo um problema para a sua utilizagdo e um dos maiores
responsaveis pelo abandono do tratamento. Nesse sentido, o uso de agentes antioxidantes tem
sido bastante utilizados para reduzir os efeitos colaterais associados, porém pouco se sabe
sobre sua associacdo com a quimioterapia e seus possiveis efeitos antagénicos. Sendo assim,
0 presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos citotoxicos e genotoxicos do
tratamento com o quimioterapico cisplatina (CDDP) e 5-fluorouracil (5-FU) em camundongos
transplantados com Sarcoma 180 e dos efeitos da associacdo do acido ascorbico (AA) com
esses antineoplasicos. Os animais foram divididos em 9 grupos de estudo (n=5), nos quais,
foram induzidos com o sarcoma 180 na regido axilar. Os animais receberam um tratamento
com CDDP ou 5-FU isolados ou em associagdo com AA. Apos 7 dias de tratamento, os
animais foram sacrificados para analises. Os resultados indicam que a quimioterapia com
cisplatina reduziu significativamente (p<0,05) o peso corporal e 0 peso dos tumores, além de
induzir leucopenia, danos hepaticos e renais. A reducdo do peso corporal e dos tumores dos
animais tratados com a associacdo de 5-FU ou CDDP com AA foi menor quando comparado
aos grupos que receberam apenas as drogas. O teste cometa permitiu observar que a o
tratamento com CDDP ou 5-FU induziu significantes (p<0,05) danos genotdxicos em células
da medula dssea, os quais foram significantemente (p<0,05) modulados pela vitamina.
Acredita-se que o efeito modulatério da vitamina frente a acdo da CDDP e 5-FU esteja
relacionado seu papel antioxidante afetando assim, a eficacia dos antineoplasicos. Os
resultados sugerem que utilizacdo do AA como um adjuvante as drogas quimioterapicas
convencionais no tratamento do cancer deve ser avaliada com cuidado, tendo-se em vista o
comprometimento da acdo dos quimioterapicos em modelo animal.

Palavras-Chaves: Sarcoma 180. Cisplatina. 5-Fluorouracil. Acido Ascarbico.
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ABSTRACT

Despite advances in cancer treatment, classical chemotherapy has still been the first-line
treatment for a variety of tumors. Although very effective in reducing tumors, especially early
tumors, metastasis prevention and relapses, their associated side effects are still a problem for
their use and one of the biggest responsible for stopping the treatment. In this sense, the use of
antioxidants has been widely used to reduce the associated side effects, but little is known
about its association with chemotherapy and its possible antagonistic effects. Therefore, this
study aims to evaluate the cytotoxic and genotoxic effects of cisplatin (CDDP) and 5-
fluorouracil (5-FU) in mice transplanted with Sarcoma 180 and the effects of the association
of ascorbic acid (AA) with antineoplastic agents. The animals were divided into 9 study
groups (n = 5), in which a solid tumor (sarcoma 180) was induced in the axillary region.
Animals were treated with CDDP or 5-FU isolated or in combination with AA. After seven
days of treatment, the animals were sacrificed for testing. The results indicate that cisplatin
chemotherapy significantly reduced (p <0.05) body weight and tumor weight as well as
induced leukopenia, hepatic and renal damage. The reduction in body weight and tumors of
animals treated with the combination of 5-FU or CDDP with AA was lower than those
compared to the groups which received only the drugs. The comet assay showed that
treatment with CDDP or 5-FU induced significant (p <0.05) genotoxic damage in bone
marrow cells, which were significantly (p <0.05) modulated by the AA. It is believed that the
modulatory effect of AA in association with CDDP and 5-FU is related to its antioxidant role
thus affecting the efficacy of chemotherapy agents. The results showed that use of AA in
association with conventional chemotherapy for cancer treatment caused reduced treatment

efficacy in animal models, suggesting further studies in dietary options for cancer patients.

Key Words: Sarcoma 180. Cisplatin. 5-Fluorouracil. Ascorbic acid.
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6.1.Introducéo

A quimioterapia € uma das formas mais usada para combater o desenvolvimento do
cancer. Essa forma de tratamento demonstra uma eficiéncia na cura de certos tumores, como
também na prevencdo de metéstase ou sua reincidéncia. Todavia, os efeitos colaterais da
quimioterapia ainda ¢ um problema para a sua utilizagdo (COLLING; DUVAL; SILVEIRA,
2012; RODRIGUES; POLIDORI, 2012).

O 5-Fluorouracil é o antineoplasico de primeira linha mais utilizado no mundo o qual
possui um mecanismo de acdo diretamente relacionado com o bloqueio de producdes de
enzimas essenciais ao metabolismo (LI et al., 2014; LI et al., 2015). O 5-FU apresenta uma
grande propriedade citotdxica principalmente para as células renais, cardiacas e figado. Sua
citotoxidade se deve a ndo seletividade de sua acdo sobre as ceélulas anormais e normais
ocasionando o aumento do estresse oxidativo e morte célular (MIURA et al., 2010; RASHID
et al., 2014). Outro antineoplasico usado no tratamento do céncer é a cisplatina. Ele é
produzido utilizando como base a platina e tem como seu mecanismo de acdo induzir um
aumento excessivo de EROs em células cancerigenas, provocando a ativa¢do dos processos de
morte celular e a eliminacdo das células demasiadamente danificadas (MA et al., 2014, LEE
et al., 2016).

Estudos sugerem que a suplementacéo dietética com antioxidantes pode influenciar a
resposta a quimioterapia, bem como o desenvolvimento de efeitos colaterais adversos que
resultam do tratamento com agentes antineoplasicos. A administracdo de agentes
antineoplasicos resulta em stress oxidativo, isto é, na producdo de radicais livres e outras
espécies reactivas de oxigénio (EROs) que causam a reducdo das atividades de enzimas
antioxidativas no organismo (REUTER et al., 2010). A auséncia dessas enzimas provoca um
aumento de radicais livres que se ligam as moléculas de DNA gerando danos irreversiveis
devido a sua alta reatividade (AKLADIOS; ADREW; PARKINSON,2015).

EROs podem causar ou contribuir para certos efeitos secundarios que sdo comuns a
muitos medicamentos  anticancerigenos, tais como toxicidade gastrointestinal,
cardiotoxicidade e nefrotoxicidade (CONKLIN, 2000). Os antioxidantes, dentre eles, 0 acido
ascérbico, podem reduzir ou prevenir muitos destes efeitos secundarios, porém pouco se sabe
se sua suplementacdo pode interferir nos efeitos citotoxicos dos agentes quimioterapicos.

Uma forma de avaliar e monitorar os danos provocados por estresse oxidativo é com o
ensaio cometa (DUSINSKA; COLLINS, 2008, FANG et al., 2015). Este ensaio vem sendo
utilizado desde o final do século XX para avaliar a toxicidade de alguns compostos

terapéuticos, acdes antioxidantes de algumas substéncias e para determinar a capacidade de
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reparo de DNA em humanos (SPIVAK et al., 2009). E um teste de facil realizacio e possui
uma alta sensibilidade para avaliar a quebra do DNA em um pequeno nimero de células
(KAWAGUCHI et al., 2010; WANG et al., 2013).

Neste sentido, o presente trabalho tem como objetivo avaliar os danos genotdxicos
induzidos pela cisplatina e 5-FU e os efeitos antioxidantes do acido ascorbico na modulagdo

desses quimioterapicos no tratamento decamundongos transplantados com sarcoma 180.

6.2. Matérias e Métodos

6.2.1. Aspectos éticos

Este trabalho foi submetido e aprovado a sua execucdo ao Comité de Etica em
Experimentacdo com Animais da Universidade Federal do Piaui - UFPI. O nimero de
protocolo de aprovacao do experimento pelo comité de ética é 076/15.

6.2.2. Animais

Foram utilizados neste experimento camundongos da linhagem Swiss e espécie Mus
musculus, todos machos, albinos, em torno de dois meses de idade, com peso entre 20 a 30g
adquiridos do Biotério do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais (NPPM) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os animais foram mantidos sob condicOes
monitoradas de temperatura equivalente a 26 £ 1°C, com livre acesso a ragao tipo pellets
(Purina®) e agua, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de 05h30 as
17h30.

6.2.3. Delineamento do experimento

Os animais foram organizados em nove grupos onde cada grupo possui n=5 de
animais e foram dispostos como a seguir: CN = grupo negativo, Cisplatina (5mg/kg/dia), 5-
Fluorouracil (5mg/kg/dia), Vit C 2uM, Vit C 10uM, Cisplatina (5mg/kg/dia) + Vit C 2uM,
Cisplatina (5mg/kg/dia) + Vit. C 10uM, 5-Fluorouracil (5mg/kg/dia) + Vit C 2uM., 5-
Fluorouracil (5mg/kg/dia) + Vit C 10uM. Em todos os grupos foram induzidos sarcoma
solido periaxilar. Exceto no grupo negativo, os demais grupos foram tratados com cisplatina
ou 5-fluorouracil durante sete dias com uma Unica dose por dia. Apos o tratamento 0s ratos
foram pesados em uma balanca analitica e eutanasiados para a realizacdo dos testes. O tumor,

os rins e o figado foram extraidos pesados e fixados em formol a 10%.
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6.2.4. Ensaio cometa

O teste cometa utilizado foi a versdo alcalina de acordo com Tice et al. (2000). Uma
aliquota de 10 uL de medula foram misturados com uma fina camada de agarose lowmelting
0,75% e disposta sobre laminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%; em seguida, as
laminas foram imersas 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 48h a 40C, para a
lise das membranas celulares. Apés a lise celular, as laminas foram incubadas em tampéo
alcalino (300 mMMNaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) por 20 minutos e em seguida aplicado em
uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) por 15 minutos em uma cuba de
eletroforese de DNA. Imediatamente a eletroforese, as laminas foram neutralizadas com
tampao Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com Giemsa.

6.2.5. Parametros hematologicos e bioquimicos

Para analise bioquimica, as amostras de sangue total foram coletadas e armazenadas
em tubos de ensaios e depois centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos. Logo apos, foram
dosados os seguintes parametros: uréia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (AIT). Os ensaios foram realizados em aparelho semiautomatico Analisador
Bioquimico Bioplus semiautoméatico Modelo BIO-2000 IL (BR).

Para andlise hematologica, as amostras foram coletadas em tubos de ensaios com
anticoagulante EDTA e foram rapidamente analisados os seguintes parametros: hemoglobina,
hematocrito, indices hematimétricos, RDW, leucocitos e plaquetas. Os ensaios foram
realizados em aparelho semiautomatico Analisador Hematologico automatico Mindray
Modelo BC-2800 (EUA).

6.2.6. Andlises Estatisticas

Os resultados foram analisados pela Anélise de Variancia (ANOVA), pelo teste One-
way e pos-teste de Tukey através do programa GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows,
GraphPad Software, San Diego California USA, Copyright ©.

6.3. Resultados e discussao

6.3.1. Caracterizacdo dos animais quanto ao peso corporal, peso do tumor e 6rgaos
Os resultados indicam que os animais tratados com os antineoplasicos apresentaram

um menor peso corporal (p<0,05), quando comparados ao grupo controle. Os grupos tratados
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com cisplatina e vitamina C nas doses de 2 e 10 M apresentaram um peso significativamente
(p<0,05) maior quando comparados aos grupos que receberam apenas cisplatina. O grupo
tratado com 5-FU e vitamina C na dose de 2uM também apresentou um peso
significantemente maior (p<0,05), quando comparado ao grupo que recebeu apenas 5-FU.
Diferentemente, 0 grupo que recebeu 5-FU e vitamina C na dose de 10 UM nédo apresentou

diferenca de peso significante em relacéo aos outros grupos (Figura 1).

Figura 1. Peso (g) corporal para os diferentes grupos de tratamento. ANOVA one-way,
seguido de Tukey. Significancia de a P<0,05 comparado ao grupo CN; b P<0,05 comparado
ao grupo CDDP; ¢ P<0,05 comparado ao grupo 5-FU.
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Peso

Os resultados deste estudo indicam que a terapia com antineoplasicos influencia no
peso dos animais. A cisplatina foi a droga que mais promoveu a reducdo de peso corporal,
quando comparado a 5-FU. No entanto, quando associada com vitamina C, esta substancia
parece atuar de maneira protetiva, de modo a diminuira perda de peso nos animais.

Existem relatos de que o tratamento com quimioterapicos promove a reducdo de peso
em animais. Segundo Garcia et al. (2013), a cisplatina reduz o peso corporal, gorduras (com a
reducdo do didmetro e tamanho de adipdcitos) e a massa magra. Outros estudos também tém
demonstrado que a cisplatina reduz significantemente a ingestdo de alimentos e o peso
corporal de animais (HOLLAND et al., 2014; GUINDON et al., 2014). De Martinis (2001)
observou que a administracdo de 100 mg/kg de vitamina C em associacdo com cisplatina
demonstrou um possivel efeito protetivo, reduzindo a perda de peso nos animais que
receberam o tratamento. No entanto, no estudo realizado por Guindon et al. (2014) ndo houve
diferenca de peso corporal entre o grupo tratado apenas com cisplatina e o grupo que recebeu

tratamento de cisplatina e vitamina C (25 mg/kg s.c.).
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H4 relato de que o tratamento com 5-FU ndo revelou diferencas significantes no peso
corporal de camundongos tratados, quando comparado aos que ndo receberam tratamento
(SHARMA; ADAM; SCHUMACHER, 1997). Contudo, Goto et al. (2004) observou que a
administracdo oral de 5-FU provocou significante reducdo de peso de modelos de ratos com
sarcoma de Yoshida portadores de cancer de célon que receberam o tratamento. Em
concordancia com os resultados observados neste estudo, resultados semelhantes tambem
foram encontrados por Abd et al. (2014) e Runtuwene et al. (2014).

O peso dos tumores também foi mensurado e observou-se que a cisplatina e 5-FU
reduziram significantemente os pesos dos tumores (p<0,05), quando comparados ao controle

negativo (Figura 2).

Figura 2. Peso (g) do tumor para os diferentes grupos de tratamento. ANOVA, one-way
seguido de Tukey. Significancia de a P<0,05 comparado ao grupo CN; b P<0,05 comparado
ao grupo CDDP; ¢ P<0,05 comparado ao grupo 5-FU.
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Os resultados apontam para os efeitos antitumorais de cisplatina e 5-FU, que
reduziram o peso dos tumores dos animais que receberam o tratamento. Os resultados
observados no presente estudo corroboram com os relatos na literatura. O estudo realizado por
Park et al. (2009) demonstrou a cisplatina (4mg/kg) reduziu o tamanho e peso de tumores
solidos em camundongos portadores de melanoma. Sharma e colaboradores (1997)
observaram que, apos 4 dias consecutivos recebendo 3 doses diarias de 5-FU (50mg/kg), o
antineoplasicos reduziu significantemente o peso do tumor de célon. Runtuwene et al. (2014)
também observou redugdo do tumor de célon apds tratamento com 5-FU em ratas fémeas.

O tratamento com a combinagéo de vitamina C, tanto na dose de 2uM como na dose

de 10 uM, com a cisplatina ou 5-FU ndo promoveu reducdo do peso dos tumores, quando
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comparado aos grupos que foram tratados apenas com as drogas. Estes resultados indicam que
a vitamina C pode ter antagonizado os efeitos antitumorais induzidos pela cisplatina e 5-FU.
Na literatura hd relatos de que a vitamina C pode reduzir a efetividade de drogas
antineoplasicas, afetando o retardo do crescimento tumoral induzido pelas drogas em murinos
portadores de tumor (HEANEY et al., 2008; PERRONE et al., 2009).

Os pesos do rim e figado dos animais de todos os grupos de tratamento também foram
avaliados. Em geral, ndo houve variacdo significante no peso do rim ou figado entre os
animais que receberam tratamento e o grupo controle. Apenas os animais tratados com
cisplatina em associacdo com vitamina C apresentaram uma significativa (p<0,05) reducédo do

peso do figado, quando comparados ao controle negativo (Figura 3).

Figura 3. Peso (g) do rim e figado para os diferentes grupos de tratamento. ANOVA, one-
way seguido de Turkey. Significancia de a P<0,05 comparado ao grupo CN; b P<0,05
comparado ao grupo CDDP; ¢ P<0,05 comparado ao grupo 5-FU.
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O estudo realizado por Aketa et al. (2013) aponta resultados que discordam com 0s
encontrados neste estudo. Os autores demonstraram que houve significante reducdo do peso
do figado de camundongos tratados com 5-FU. Garcia (2013) e Nasr (2013) também
observaram que o tratamento de animais com cisplatina promoveu a diminuigdo do peso do
figado destes animais, sugerindo algum grau de hepatotoxicidade causada pela droga.

Adicionalmente, Nematbakhsh et al. (2013) demonstrou que cisplatina pode induzir
nefrotoxicidade, durante a qual s&o observados aumento do peso dos rins, acompanhado de
aumento da intensidade de danos no tecido renal, além de aumento de marcadores plasmaticos
para danos renais. Nasri (2013) também relatam alteracfes no peso dos rins apos tratamento

com cisplatina, que pode causar nefrotoxicidade via geracéo de estresse oxidativo.

6.3.2. Correlagdo com parametros hematoldgicos e bioquimicos

Para se avaliar a seguranca da terapia com antineoplasicos em associacdo com o0 AA,
niveis plasmaticos de parametros bioquimicos e exames hematoldgicos foram avaliados. No
que diz respeito aos parametros hematoldgicos, observou-se significante (p<0,05) leucopenia,
com presenca de neutropenia, em todos os grupos tratados com as drogas isoladas ou em
associagdo com AA, quando comparados ao grupo controle, exceto nos grupos tratados
apenas com AA. Nao houve alteracdes significantes nos demais parametros hematoldgicos
analisados (Tabela 1).

Em concordancia com estes resultados, diversos autores tém relatado acerca da
mielossupressao causada por ambos antineoplasicos (KOJIMA et al., 2003; PARK et al.,
2012; ASTOLFI et al., 2013; CAO et al., 2014; QIAN et al., 2015). A literatura relata que a
citotoxicidade induzida pela quimioterapia suprime o sistema hematopoiético, observando-se
principalmente neutropenia severa, 0 que leva a predisposicdo dos pacientes em tratamento a
infecgdes (CRAWFORD; DALE; LYMAN, 2003).

Além disso, houve significantes (p<0,05) alterac6es tanto dos marcadores renais (uréia
e creatinina) quanto dos marcadores hepaticos (AST e ALT) nos grupos que foram tratados
com as drogas sozinhas ou em associacdo com o AA, quando comparados ao grupo controle,
exceto o grupo tratado apenas com AA. Aparentemente, o uso de AA ndo foi capaz de reduzir
0s niveis de ureia e creatinina causado pelos agentes neoplasicos.

A cisplatina induz citotoxicidade induzida por EROs, causando aumento nos niveis
plasméaticos de creatinina e, consequentemente, uma reducdo nos niveis urinérios de
creatinina, como demonstrado neste estudo (DE MARTINIS; BIANCHI, 2001). Para avaliar
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injurias agudas no rim em 50 pacientes com cancer de cabeca e pescoco, recebendo cisplatina,
Peres et al. (2014) coletaram sangue para analisar os niveis plasmaticos de creatina e uréia. Os
autores observaram que 78% dos pacientes desenvolveram injuria renal aguda, apresentando
aumento dos niveis de creatinina e ureia no soro, em concordancia com os resultados aqui
observados. Também ha relatos a cerca de altos niveis de uréia em pacientes tratados com 5-
FU (CHEN; HO, 2012).

Corroborando com os resultados deste estudo, Mir et al. (2015) demonstrou os efeitos
da cisplatina sobre os hepatocitos e enzimas hepéaticas de ratos, observando niveis
significantemente elevados das enzimas hepaticas ASL e ALT, confirmando os danos causado
nos hepatdcitos pela droga, demonstrando a hepatoxicidade induzida pela cisplatina. Outros
estudos também demonstraram resultados semelhantes (LU; CEDERBAUM, 2005;
ARHOGHRO; IKEH; PROHP, 2014). Também ha relatos a cerca do aumento dos niveis
plasméticos de enzimas hepaticas induzidas por 5-FU, indicando um grau de toxicidade da
droga nas células do figado (ABDEL-HAMID et al., 2011). Em contraste com os resultados
obtidos neste estudo, AKETA et al. (2013) ndo observou alteracfes bioquimicas (ALT,

bilirrubila, albumina ou creatinina) apos tratamento com 5-FU.
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Tabela 1. Parametros hematoldgicos e bioquimicos de Mus musculus tratados com diferentes concentragdes dos quimioterapicos cisplatina e 5-FU (1 mg/mL;
10 mg/mL e 50 mg/mL), e a modulacio destas pela vitamina C. ANOVA, one-way seguido de Tukey. Significancia de * P<0,05 comparado ao grupo CN; °
P<0,05 comparado ao grupoCDDP; ¢ P<0,05 comparado ao grupo 5-FU. Todos comparados em relacdo ao mesmo parametro.

Tratamento
2 UM Vit.C + 10 uM Vit.C + 10 uM Vit.C +5-
CN CDDP 5-FU 2 uM Vit.C 10 pM Vit.C 2 pM Vit.C + 5-FU
CDDP CDDP FU
Parametros Hematolégicos
GBT 2710474 15544237a 966+376a 25241265 2658+607 2492+956b 1974+846a 1920+639ac 1566+251ac
Neu 15724347 750%569a 214+127a 964+553 1398+441 127047342 848+791ab 430+618a 316+258a
Lin 860+243 700+317 624+278 768+250 11461301 774+341 804381 11504314 900+130
Mon 1504121 106+75.3 99483 138.8+225 6575 376252 290+193 3244223 341.2+323
Eos 8.245.2 33.4+44 4.643.2 14.6+7.7 2618.9 68.4+87 31.4439 8.4+12 4+1.4
Bas 21+11.4 6.4%3.5 6.2+10.5 14.48.9 29+8.9 6x4.1 8+7.1 11.4+4.8 13.645.9
GV 6.694+0,37 7.582+0.82 7.244+0.76 6.636+0.56 6.688+0.74 8.128+0.55 8.83+0.97 7.054+0.67 7.362£0.39
Hb 11.66%0.56 13.26%1.67 12.52+1.44 11.44+1.25 11.82+0.94 14.12+0.81 15.16+1.6 12.28+1.55 13.2410.66
Ht 36.14+2.17 40+3.26 39.02+4.85 34.5+3.88 35.98+2.81 43.36%3.1 47.26%5.2 39.1245.9 42.2+2.4
VCM 53.96+1.44 51.48+1.87 53.76x1.29 51.88+1.78 53.96+1.98 53.4%2.9 53.58+2.7 55.18+3.4 57.34+0.87
HCM 17.42+0.41 16.9+1.17 17.28+0.35 17.22+0.42 17.72+0.69 17.38+0.83 17.220.8 17.36x0.65 18+0.17
CHCM 32.3+0.99 32.48+2.36 32.14+1 32.78+0.47 32.86+0.41 32.58+0.52 32.08+0.38 31.52£1.2 31.36%0.37
RDW 14.1+0.56 13.7+0.54 13.62+0.43 13.64+0.47 13.70.49 13.02+0.58 13.22+0.37 13.840.25 13.380.42
PLT 872.2+134 679.61+84.66 680.4+130 839.4+209 804.2+253 623.6+134 681+269 782.4+113 654.8+202
Parametros Bioquimicos
Ureia 34.6+3.78 69.8 £11.30a 66 +7.31a 34.6 +4.92bc 32.4 +3.36bc 60.8 +4.542 59.8 +4.14a 57 +8.15a 59.6 £5.59a
Creatina 0.48 £ 0.08 1.64 £0.18a 1.58+0.19a 0.52+0.13bc 0.48 + 0.08bc 1.38+0.212 1.26+0.18a 1.36+0.27a 1.28 +0.31a
ALT 129.6 £ 7.56 185.8 + 10.94a 179 +20.38a 137 +6.05b 135.6 + 7.02bc 153.8 +9.86 163.6 + 6.2ab 176.6 £5.31a 155.4 £19.03
AST 49.6 +£10.16 81.6 + 5.85a 97.6 +13.79a 58.4+5.77bc 41.4 +7.16ab 71+12.94 62.4 + 8.96b 84.8 £10.05a 82.4+5.41a

Legenda: CN=controle negativo; CDDP= cisplatina; 5-FU= 5-fluorouracil; Vit.C= Vitamina C; GB= gldbulos brancos totais; Neu= neutrdfilos; Lin= linfécitos; Mon= mondcitos; Eos= eosindfilos; Bas= basdfilos; GV=
gldbulos vermelhos; Hb= hemoglobina; Ht= hematdcrito; VCM= Volume corpuscular médio; HCM= Hemoglobina corpuscular média; CHCM = concentragdo de hemoglobina corpuscular média; RDW=
Distribui¢do de eritrdcitos; PLT= plaquetas; ALT= Alanina aminotransferase; AST= Aspartato aminotransferase
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6.3.3. Perfil de danos ao DNA em células da medula 6ssea de animais tratados com cisplatina,

5-FU ou vitamina C por meio do Teste Cometa

Por meio da aplicagdo do teste cometa, foram identificados e avaliados os danos
genotoxicos induzidos por cisplatina e 5-fluorouracil em células da medula 6ssea, assim como a
modulagdo dos efeitos destas drogas pela vitamina C, que foram classificadas de acordo com a
escala de grau de danos (que varia de 0 a 4) observados nas células cometa. Os danos
genotdxicos foram avaliados com base no indice de Danos (ID) e na Frequéncia de Danos (FD)
observados em cada um dos grupos de tratamento.

Os resultados mostram que os antineoplasicos, especialmente a cisplatina, induziram
significativamente (p<0,05) danos ao DNA, observados pelo aumento dos indices e das
frequéncias de danos, quando comparados ao grupo controle. A frequéncia de danos induzidos
pela cisplatina foi de aproximadamente 85%, enquanto que a frequéncia de danos induzidas por
5-FU foi de mais de 76% (Figura 4).

Ainda foram observados que os indices de danos induzidos pela vitamina C, nas doses de 2
e 10 uM, foram significantemente menores (p<0,05), quando comparados aos indices de danos
induzidos pela cisplatina e 5-FU. As frequéncias de danos nos animais tratados apenas com
vitamina C foram de aproximadamente 15% e 20% para as doses de 2 e 10 UM, respectivamente,
semelhantemente aos danos observados no grupo controle negativo. Ainda, estas frequéncias de
danos foram significantemente menores, quando comparadas as frequéncias de danos induzidas
por ambos antineoplasicos. Os resultados indicam quem o AA, nas concentracfes de 2 e 10 pM,

ndo induziu danos significativos ao DNA celular.
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Figura 4. Avaliagdo da modulagéo da vitamina C nos danos genotdxicos induzidos por cisplatina
(CDDP), 5 — Fluorouracil (5-FU) em células de medula déssea por meio do ensaio Cometa.
ANOVA, one-way seguido de Tukey. Significancia de # P<0,05 comparado ao grupo CN; P
P<0,05 comparado ao grupo CDDP; ¢ P<0,05 comparado ao grupo 5-FU.
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Nas analises das associacdes drogas-AA, se verificou a influéncia desta vitamina nos
efeitos citotdxicos induzidas pelas drogas quimioterapicas em questdo. Quando administrado
juntamente com a cisplatina ou 5-FU, a vitamina C nas doses de 2 e 10 uM modula
significativamente o indice e a frequéncia de danos induzidos por ambas as drogas, com p<0,05,

quando comparado as drogas sozinhas (Figura 4).
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No caso da cisplatina, a frequéncia de danos (FD) resultante da sua associacdo com 2uM da
vitamina foi de aproximadamente 63%, enquanto que da associacdo com 10 puM de vitamina C
demonstrou uma frequéncia de danos de 70%. A frequéncia de danos na associacdo de vitamina
C e cisplatina foi significantemente (p<0,05) menor, quando comparados ao grupo tratado apenas
com a droga (FD= 84,6%), assim como o indice de danos. Os resultados indicam que o AA
interferiu na inducdo de danos ao DNA causados pela cisplatina, comprometendo a sua eficacia.

De forma semelhante ao que ocorreu com a cisplatina, os resultados indicam que a vitamina
C pode influenciar nos danos genotdxicos induzidos pela 5-FU, de modo a atenuar os efeitos da
droga. A associacdo da vitamina C na dose de 2uM e 5-FU induziu uma frequéncia de danos de
aprox. 55%, enquanto que a vitamina C na dose de 10 uM em concomitancia com 5-FU induziu
uma frequéncia de danos de aproximadamente 60%. Estes valores foram significantemente
(P<0,05) menores, quando comparados ao grupo que foi tratado apenas com a 5-FU (FD=
76,1%).

A realizacdo do teste cometa demonstrou o efeito genotdxico causado pelos
antineoplasicos, assim como o efeito protetivo da vitamina C sobre estes danos. Ainda que as
drogas antineoplasicas desempenhem mecanismos de acdo particulares na destruicdo de celulas
cancerosas, a maioria destas drogas interfere na proliferacdo celular, através da destruicdo de
DNA, interrupcdo da sintese de RNA e do processo de replicacdo, induzindo citotoxicidade
(SAKHVIDI et al., 2016). Drogas citotdxicas, como a cisplatina e o 5-FU, interagem diretamente
ou indiretamente com o DNA, causando danos a molécula, induzindo, consequentemente, a
morte celular (TROMBINI et al., 2016).

H& relatos acerca do efeito ndo-nocivo de vitamina C no DNA de células eucarioticas.
Farghaly e Abo-Zeid (2009) observaram semelhantes aos encontrados neste estudo. Por meio do
teste cometa, 0s autores observaram que as células da medula éssea de ratos tratados apenas com
a vitamina C na dose de 20mg/kg apresentaram uma média comprimento da cauda semelhante a
média observada no grupo controle (sem tratamento). Em um estudo realizado por Azqueta e
colaboradores (2013), a vitamina C na concentracdo de 200 pM nao induziu aumento dos niveis
de quebras das fitas ou de oxidagdo de purinas no DNA nuclear de células HelLa, detectada por
meio do teste cometa. Ainda, Yoshikawa et al. (2006) demonstrou que esta vitamina, em

concentragdes milimolares, desempenha um efeito protetivo contra quebras duplas induzidas ao
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DNA induzidas por um corante fluorescente, sugerindo que este efeito esta associado a suas
propriedades antioxidantes, capaz de intervir na acdo de EROs, e sua capacidade de interagir
diretamente ao DNA, promovendo uma reorganiza¢do de alto nivel na estrutura da molécula.

Para amenizar os efeitos adversos causados pelos antineoplasicos, via inducdo de estresse
oxidativo, o uso de vitaminas antioxidantes tem sido utilizado concomitantemente a
quimioterapia. Os resultados do presente estudo indicam que esta vitamina reduz
significantemente a eficacia do 5-FU e cisplatina, por interferir na inducdo dos danos oxidativos
ao DNA causados por estas drogas. Em concordancia com o efeito modulatérios da vitamina aqui
obseservado, Heaney et al. (2008) demonstrou que, quando a vitamina C é administrada antes de
drogas antineoplésicas (cisplatina, doxorrubicina, vincristina, metotrexato e imatinibe), ela
antagoniza a eficacia terapéutica das drogas em um modelos humanos de cancer hematopoiético,
por meio da preservacdo do potencial de membrana na mitocdndria, levando a uma reducéo dos
niveis de apoptose nas células cancerosas tratadas com os antineoplasicos. O efeito de modulacéo
da vitamina C no efeito da cisplatina também foi observado em outros estudos (DE MARTINIS;
BIANCHI et al., 2001).

Fu et al. (2014) demonstrou que a vitamina C (50ug/kg) reduz o efeito citotoxico de 5-FU
em células de cancer de colon, por meio da regulacédo da fosforizacao de caspase-7 dependente de
Src. No estudo desenvolvido por Al-Asmari et al. (2015), vitamina C (500mg/kg) atua de forma
antioxidante, por meio da modulacdo do estresse oxidativo, ativacdo de fatores de transcricao
sensiveis a alteracBes no status redox e regulacdo da transcricdo de moléculas alvo, vindo a
modular a toxicidade em ratos tratados com 5-FU. Em contrapartida, foi descrito a acdo da
vitamina C como um potencial sensibilizador quimico de linhagens de células HEp-2 e de
fibroblastos de pulmdo humano resistentes a 5-FU (NAGY et al., 2003) e linhagens de células
esofageais (ABDEL-LATIF et al., 2005), além do seu efeito protetivo contra a hepatotoxicidade
induzida pela droga (ABOU-ZEID, 2014).

Em contraste, estudos demonstram que, em associacdo com a cisplatina, a vitamina C
aumenta o efeito citotoxico da droga em células humanas de cancer de célon (AN et al., 2011) e
da linhagem de células SiHa (LEEKHA et al., 2016), por meio do aumento da expressdo de p53 e
de aumento de perdxido de hidrogénio, levado ao aumento de apoptose nestas células. Outros
estudos também demonstram que esta vitamina, quando usada em combinacdo a cisplatina,

acentua a toxicidade induzida pela droga, sem afetar nos seus efeitos quimioterdpicos (DE
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MARTINIS; BISNCHI, 2001; FATIMA,; ARIVARASU; MAHMOOD, 2007; LONGCHAR;
PRASAD, 2016).

Em altas concentragdes, a vitamina apresenta efeitos antiproliferativos em diferentes tipos
de células, sensibiliza células cancerosas a alguns agentes citostaticos e protege contra os efeitos
adversos relacionados a quimioterapia (FROMBERG et al., 2010). No entanto, altas doses do AA
também estdo relacionadas a sua toxicidade no organismo. Altas doses de vitamina C induzem a
geracdo excessiva de perdxido de hidrogénio (H20:), que causa senescéncia celular, via ativagéo
de proteina quinase Cd (PKC9), e liberagdo de citocromo C a partir das mitocondrias, levando a
apoptose (BUETTNER, 2011; UETAKI et al., 2015). Além disso, a producdo de H20. pela
vitamina pode alterar o balanco redox da célula, por meio da mudanca na proporcdo de defesas
antioxidantes, causando danos a célula (CHEN et al., 2012).

Entdo, deve-se considerar que qualquer antioxidante que desempenhe um papel
antioxidante na reducdo dos efeitos adversos induzidos na quimioterapia, também pode
apresentar o potencial de reduzir a efetividade da quimioterapia em células cancerosas
(SUBRAMANI et al., 2014). Desta forma, o efeito modulatorio da vitamina C frente aos danos
genotoxicos induzidos pela cisplatina e 5-FU observado neste estudo provavelmente esta

relacionado ao seu potencial antioxidante, quando administrada em baixas concentragdes.

6.4. Conclusao

A quimioterapia com cisplatina e 5-fluorouracil reduziu o tamanho dos tumores em
modelos in vivo de Sarcoma 180, promovendo perda de peso, leucopenia, danos hepaticos e
renais. Quando associadas a vitamina C, os efeitos antitumorais e genotoxicos induzidos pelas
drogas foram significantemente modulados pelo antioxidante. Devido ao efeito antagonista do
AA frente aos efeitos de agentes quimioterapicos, o presente estudo com roedores sugere que a
utilizacdo da vitamina C, como um adjuvante as drogas quimioterapicas convencionais, afeta
significativamente a acdo destes no tratamento do cancer, tendo-se em vista 0 comprometimento
da eficacia da quimioterapia com 5-FU e cisplatina. Estes achados podem ter relevancia clinica

significativa devido ao uso indiscriminado de antioxidantes como suplemento nutricional. O uso
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de antioxidantes ainda é controverso e os dados recentes garantem estudos clinicos adicionais,

avaliando doses ndo-farmacoldgicas de AA em pacientes que estdo sob tratamento de cancer.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Por meio do teste Allium cepa, os resultados do presente estudo indicam que a vitamina C
na dose de 2 uM reduz a citotoxicidade induzida por cisplatina ou 5-FU.

A levedura Saccharomyces cerevisiae constituiu em um modelo biolégico conveniente
para estudo de estresse oxidativo, permitindo observar que a terapia com cisplatina ou 5-FU
causa danos oxidativos em células eucariéticas, os quais podem ser modulados pela vitamina C,
quando administrada concomitantemente ou apds a meia-vida das drogas, porem essa modulacdo
causa um efeitos controversos desempenhado pelo AA, que pode antagonizar a agdo antitumoral
de agentes quimioterapicos, comprometendo a eficacia da terapia.

A quimioterapia com cisplatina e 5-fluorouracil reduziu o tamanho dos tumores em
modelos in vivo de Sarcoma 180, promovendo perca de peso, leucopenia, danos hepaticos e
renais. Por meio da aplicacdo do teste cometa, observou-se que a administracdo de cisplatina ou
5-fluorouracil induziu danos genotoxicos em células da medula. Quando associadas a vitamina C,
os efeitos antitumorais e genotdxicos induzidos pelas drogas foram significantemente modulados

pelo antioxidante.



ANEXO A - CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL-UFPI




