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Resumo

GARCIA, Rosane Scussel. Efeito da suplementacéo de vitamina C sobre
neutropenia induzida por ciclofosfamida em camundongos. 2015. 56f.
Dissertacao (Mestrado em Nutricdo e Alimentos). Programa de Pdés Graduagdo em
Nutricdo e Alimentos. Universidade federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

A neutropenia € um efeito adverso ocasionado apdés a administracdo de drogas
antineoplasicas, como a ciclofosfamida, usada para tratamento de diferentes
neoplasias. A vitamina C é um micronutriente antioxidante e imunomodulador, mas
pouco se sabe sobre sua acéo frente a neutropenia. Dessa forma o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a suplementacdo de Vitamina C sobre neutropenia
induzida por ciclofosfamida (CLF) e perda de peso em camundongos. O estudo foi
realizado com a suplementagéo de vitamina C 50 mg/kg intraperitoneal (i.p) por 7
dias em camundongos fémeas, Swiss albino, adultas, imunossuprimidas com CLF,
divididos em quatro grupos com 8 animais cada: Grupo controle (dgua destilada i.p.),
CLF (150 mg/kg i.p. no dia 1 e 100 mg/kg i.p. no dia 4), vitamina C (50 mg/kg i.p.,
diariamente) e CLF + vit C (Ciclofosfamida 250 mg/kg i.p. e vitamina C 50 mg/kg i.p).
O grupo CLF apresentou perda significativa de peso de 24% no terceiro dia em
relacdo ao grupo controle. Quando co-administradas a vitamina C e CLF houve uma
interacao significativa, ou seja, a vitamina C intensificou a diminuicdo de neutrdfilos.
A vitamina C nao interferiu nos valores de leucdcitos. Os resultados mostraram que
a suplementacdo de vitamina C 50 mg/kg i.p. por 7 dias intensificou a neutropenia
induzida por ciclofosfamida (250 mg/kg i.p.) € ndo preveniu a perda peso ponderal
induzida por CLF em camundongos ao final do experimento bioldgico.

Palavras-chave: 4cido ascorbico; imunossupressao; quimioterapico



Abstract

GARCIA, Rosane Scussel. Effect of vitamin C supplementation on
cyclophosphamide-induced neutropeniain mice. 2015. 56f. Dissertation (Master
Nutrition and Food ). Graduate Program in Nutrition and Food. Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2015.

Neutropenia is caused adverse effect after administration of antineoplastic drugs,
such as cyclophosphamide, used for treatment of different neoplasms. Vitamin C is
an antioxidant and immunomodulatory micronutrient, but little is known about its
action against the neutropenia. Thus the aim of this study was to evaluate the
supplementation of Vitamin C on cyclophosphamide-induced neutropenia (CLF) and
weight loss in mice. The study was conducted with vitamin supplementation C 50 mg
/kg intraperitoneal (i.p.) for 7 days in female mice, Swiss albino, adult,
immunosuppressed with CLF, divided into four groups of eight animals each: Control
group (distilled water i.p.) , CLF (150 mg / kg i.p. on day 1 and 100 mg / kg i.p. on
day 4), vitamin C (50 mg / kg i.p., daily) and CLF + VITC (Cyclophosphamide 250 mg
/kg i.p. and vitamin C 50 mg / kg i.p.). The CLF group showed significant weight loss
of 24% on the third day compared to the control group. When co-administered
vitamin C and CLF there was a significant interaction, so, vitamin C enhanced the
decrease in neutrophils. Vitamin C did not interfere with leukocyte values. The results
showed that supplementation of vitamin C 50 mg / kg i.p. for 7 days intensified
neutropenia induced by cyclophosphamide (250 mg / kg i.p.) and the weight did not
prevent weight loss in mice induced CLF the end of the biological experiment.

Keywords: ascorbic acid; immunosuppression; chemotherapy
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1 INTRODUCAO GERAL

A administracdo de drogas anti-neoplasicas € vista de forma benéfica no
tratamento de cancer, porém as toxicidades decorrentes dos quimioterapicos,
comprometem Orgdos e sistemas, sendo o principal fator limitante desta terapia
(Culakova, Thota et al. 2014;). A ciclofosfamida (CLF), drogas anti-neoplasica,
administrada para varios tipos de tumores apresenta potencial citotoxico e
imunossupressor, acarretando neutropenia (INCA, 2015).

A neutropenia, diminuicdo significativa de leucécitos e neutrdfilos, induzida
por quimioterapia €& um efeito adverso importante durante o tratamento
guimioterapico, sendo necessario diagnostico e tratamento precoce, visto que pode
tornar-se grave, e rapidamente pode evoluir para um quadro de neutropenia febril
com suas complicagbes (Lima, Franca et al. 2013; Ford and Marshall 2014). Durante
o periodo de neutropenia a diminuicdo dos neutrofilos compromete o sistema
imunologico. A utilizacdo de nutrientes imunomoduladores tem sido estudada a fim
de minimizar este efeito.

A vitamina C nutriente imunomodulador, tem sido estudada por apresentar
poder antioxidante, pré-oxidante e também por ser considerada como um nutriente
potencializador da funcdo imunolégica, embora os mecanismos envolvidos ainda
nao estejam completamente elucidados (Heaney, Gardner et al. 2008; OHNO, Ohno
et al. 2009; F.Ullah, H.Bhat et al. 2012; Park 2013; Putchala, Ramani et al. 2013).

Em funcéo do seu potencial imunomodulador, Manning, Mitchell et al. (2013),
estudaram o papel da vitamina C in vivo (em camundongos) e in vitro (cultura de
células T) sobre a maturacéo e a funcdo de linfocitos e, evidenciaram que a vitamina
C pode favorecer ambos os processos, reforcando desta forma, a funcéo imune.

Suhail et al. (2012), investigaram o efeito protetor das vitaminas C e E sobre
os efeitos nocivos dos quimioterapicos, e observaram que a suplementacdo dessas
vitaminas pode minimizar os efeitos de drogas antineoplasicas. Também Girgen et
al. (2013), referenciaram que o tecido ovariano pode ser poupado dos efeitos
citotoxicos da CLF com o uso da vitamina C, E e selénio. Assim como o estudo
realizado por Ajith et al. (2007), no qual demonstrou que a suplementacdo de
vitamina C em camundongos foi capaz de atenuar a nefrotoxicidade induzida por

cisplatina, outro quimioterapico bastante utilizado na pratica clinica.
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Estudo realizado por Vollbracht, C. et al. (2011), relata que a administracéo de
vitamina C intravenosa foi bem tolerada por pacientes com cancer de mama,
reduzindo efeitos secundarios relacionados a quimioterapia.

Em vista disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o impacto da
suplementacdo de vitamina C durante o0 processo de imunossupressdo em

camundongos induzida por CLF.
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1. Introducéo

O avancgo constante no desenvolvimento de novas tecnologias e abordagens
terapéuticas anti-neoplasicas é vista de forma benéfica, porém as toxicidades
decorrentes dos quimioterapicos utilizados acabam comprometendo o sistema
imunologico. A toxicidade hematoldgica associada a mielossupressao compromete o
sistema imune, com a diminuicdo do nimero de células de defesa e aumento do
risco de complicagdes infecciosas, sendo o principal fator limitante da terapia anti-

neoplasica (Maliakel, Kagiya et al. 2008; Culakova, Thota et al. 2014)

1.1Ciclofosfamida e imunossupressao

A ciclofosfamida (CLF) € uma droga anti-neoplasica, alquilante e
imunossupressora, amplamente utilizada no tratamento de varios tipos de céancer,
porém, como consequéncia acarreta toxicidade sistémica. Esta tem por objetivo
eliminar as células tumorais, mas age também sobre as células sadias. A quantidade
de CLF e o tempo entre as administracdes devem ser planejados de modo a garantir
um efeito anti-neoplasico maximo, com toxicidade minima, permitindo uma
adequada recuperacao das células normais. Assim o célculo da dose a administrar
deve ser realizado de modo criterioso. O efeito citotdxico e imunossupressor é dose-
dependente e um intervalo sem a droga anti-neoplasica € sempre necessario de
modo a permitir a restauracdo da funcéo do sistema imune (Shayne, Culakova et al.
2007; Ayhanci, Uyar et al. 2008; Ziepert, Schmits et al. 2008; Bonassa 2012;
Weycker, Li et al. 2014; Ministério da Saude 2015).

As drogas anti-neoplasicas afetam a producéo das células do sistema imune
(neutrdfilos), diminuindo as células brancas (leucopenia), que predispde o organismo
a invasao e proliferacdo de micro-organismos, aumentando o risco de contrair
infeccdes e inibindo a resposta inflamatdéria (Lima, Franca et al. 2013).

A contagem das diferentes células sanguineas é importante, pois permite, por
meio de comparacdo com valores de referéncia, avaliar a fun¢cdo imunolégica. O
namero total de leucocitos é utilizado para esta avaliagdo, sendo compostos por

neutroéfilos (50 a 70%), linfocitos (30 a 40%) e mondcitos (7%). A neutropenia é
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caracterizada pela reducdo do numero total de leucécitos tanto em humanos como
em animais (Zuluaga, Salazar et al. 2006; Santos, Bandeira et al. 2009).

Durante o periodo de mielossupressédo, ocasionado pelas drogas anti-
neoplasicas, a neutropenia € o evento adverso mais importante, sendo necessario
diagnostico e tratamento precoce de infecgbes, visto que se torna grave, e
rapidamente pode evoluir para um quadro de neutropenia febrii com suas
complicacbes (Lima, Franca et al. 2013; Ford and Marshall 2014). Além disso, a
neutropenia é uma importante causa de mortalidade por cancer relacionada com o
tratamento anti-neoplasico (Ford and Marshall 2014; Hinojosa-Andia and Del Carpio-
Jayo 2014; Vioral and Wentley 2015).

Em estudo prospectivo de coorte nos EUA entre 2002 e 2006, com 3.638
pacientes adultos com tumores sélidos (mama, pulmao, colo-retal, ovario) e linfoma
em inicio de quimioterapia, foi observado que a maioria dos eventos neutropénicos e
infecgbes ocorreram no primeiro ciclo e permanecem nos ciclos subsequentes. A
incidéncia de neutropenia e a reducéo na dose da droga anti-neoplasica variou com
o tipo e estagio do tumor (Culakova, Thota et al. 2014).

No Brasil, estudo realizado com 79 mulheres com cancer de mama em
tratamento de quimioterapia adjuvante (49,4%) e neoadjuvante (50,6%), totalizando
572 ciclos de quimioterapia, pode observar que a ocorréncia de neutropenia foi tanto
no tratamento neoadjuvante como no adjuvante, em torno de 60%. A neutropenia foi
responsavel pela suspensédo temporaria do tratamento em 42 ciclos, ndo foram
administrados medicagcédo em 44 ciclos e ainda foi responséavel pelo atraso em média
de 6,3 dias entre os ciclos de quimioterapia (Nascimento, Andrade et al. 2014).

Pesquisas recentes indicam que a neutropenia € uma complicacdo prevalente
em pacientes imunocomprometidos, com aparecimento nos intervalos das
administracdes das drogas anti-neoplasicas, representando um fator limitante do
tratamento, prolongando o inicio do novo ciclo, podendo ter como consequéncia um
resultado final inferior ao esperado (Khan, Dhadda et al. 2008; Lami Casaus 2009;
Cortés, Cuervo et al. 2013; Gozzo 2014; Nascimento, Andrade et al. 2014).

Estima-se que 60% dos adultos em quimioterapia desenvolvem neutropenia
(Khan, Dhadda et al. 2008; Nascimento, Andrade et al. 2014) e entre as neoplasias
hematoldgicas essa prevaléncia € em torno de 80% (Cortés, Cuervo et al. 2013;
Madrid, Diaz et al. 2013; Gozzo 2014), esta associada com gravidade e duracéo,

altos custos, alta morbidade e mortalidade (Caeiro 2009; Bellesso 2013; Lima,
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Franca et al. 2013; Weycker, Li et al. 2014; Burutaran, Guadagna et al. 2015; Vioral
and Wentley 2015).

A descricdo de eventos de neutropenia € importante para permitir tratamento
mais rapido e eficaz, visto que ndo € possivel prever quem ird desenvolver
neutropenia (Ahn, Lee et al. 2011; Lima, Franca et al. 2013; Lima, Franca et al.
2013; Gozzo 2014). O tempo transcorrido entre a aplicacdo da droga e a ocorréncia
do menor valor de contagem hematoldgica é denominado de “NADIR”, ocorre entre
0 sétimo e o décimo quarto dia de tratamento e a recuperacdo hematoldgica ocorre
em torno de 30 dias ap6s a aplicagdo. As consequéncias previsiveis da
quimioterapia sugerem que ha espaco para ac¢des preventivas, com rastreamento
pos-quimioterapia no aparecimento de sinais e sintomas de neutropenia, quando &
recomendado um teste hematolégico (Weycker, Edelsberg et al. 2012; Ford and
Marshall 2014).

Em humanos, dependendo da classificagdo, a neutropenia pode ser
considerada leve e assintomatica, quando os valores de neutrofilos encontram-se
entre 1000 e 1500 U/mm?®. Este estagio ndo é considerado grave e prolongando a
data da proxima sessdo de quimioterapia ou reduzindo a dose do quimioterapico
pode normalizar os valores dos neutréfilos. Em casos graves, quando os neutréfilos
apresentam valores menores que 1000 neutréfilos/mm?®, o organismo fica suscetivel
a infeccbes mais frequentes, estando associada a perda qualidade de vida, a
morbidade e mortalidade (Kuderer, Dale et al. 2006; Ahn, Lee et al. 2011).

Em camundongos, estudo realizado por Zuluaga, et al. (2006) com objetivo de
avaliar imunossupressao induzida por CLF em modelo animal com 250 mg/kg e
caracterizando os efeitos sob as células sanguineas brancas (neutrdfilos, linfocitos e
monacitos) verificou que os valores de neutropenia sdo diferentes dos humanos. A
neutropenia, em camundongos, é caracterizada por neutrofilos abaixo de 100
U/mm3, e a neutropenia severa quando menor ou igual a 10 U/mm3. A administracao
de 150 mg/kg de CLF em camundongos ocasiona neutropenia entre o terceiro e 0
quarto dia, e a administracdo de uma segunda dose de 100 mg/kg de CLF, mantém
a neutropenia severa até o sétimo dia apos a primeira administracdo, quando entao
comeca a recuperacdo, e atinge valores basais aproximadamente no décimo dia

(Figural) (Zuluaga, Salazar et al. 2006).



18

2500 1st dose:
2000 1505mgfkg

1500+

1000+
600
550
500+
450
400
350
3004
250
200
150+
00 errersseessmensesnssssssmsseeNoesssssssssssssssssessssssssssssnsfossasnsnsesassssesssssssnsassssas Neutropenia

50
[ S R, ¥ S e S , Severe neutropenia

2nd dose:
100 mglkg

Number of neutrophils / mm?

Time (days)

Figura 1. Modelo imunossupressao induzido por ciclofosfamida em
camundongos (Zuluaga, Salazar et al. 2006).

Em camundongos, o estudo que avaliou o uso de uma erva medicinal chinesa
(Raiz Angélica Sinensis) sobre a imunidade induzida por CLF, mostrou que esta erva
promoveu a taxa de recuperacdo do sistema imune em 14 dias de tratamento. Este
estudo concluiu gue o namero de leucocitos apresentou queda significativa no dia 4
e 11, a recuperagdo iniciou-se no dia 4 e voltou ao nivel normal no dia 7. A
administracdo de 5 mg/kg por dia da erva durante 14 dias mostrou-se eficaz na

recuperacédo do sistema imune (Hui MKC 2006).

1.2 Vitamina C e fung¢éo imunologica

A vitamina C apresenta uma importante atividade antioxidante e também é
considerada como um nutriente potencializador da fungdo imunolégica, embora os
mecanismos envolvidos ainda ndo estejam completamente elucidados (Heaney,
Gardner et al. 2008; OHNO, OHNO et al. 2009; F. Ullah, H. Bhat et al. 2012; Park
2013; Putchala, Ramani et al. 2013; Wilson, Baguley et al. 2014). A vitamina C atua
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como co-fator de processos bioquimicos podendo interagir no sistema imunoldgico
indiretamente (Mahapatra, Chakraborty et al. 2011; Mohammed, Fisher et al. 2013),
nao é citotdoxica para as células normais, podendo ser um agente positivo para a
funcdo imunitaria (Lee 2009; Hoffer, Robitaille et al. 2015).

Estudo realizado para avaliar o papel da vitamina C in vivo (em
camundongos) e in vitro (cultura de células T) sobre a maturacdo e a funcédo de
linfocitos, evidenciaram que a vitamina C pode favorecer ambos 0Ss processos, e
desta forma reforcar a funcao imune (Manning, Mitchell et al. 2013).

Os neutrofilos tém papel na resposta aos patdgenos, regulando as defesas e
modulando a inflamag¢@o (Mohammed, Fisher et al. 2013). Sendo que niveis baixo
circulante de vitamina C sdo associados com atraso no tempo de resolucdo da
inflamacdo (Mohammed, Fisher et al. 2014).

A desregulacdo do sistema imunoldgico esta envolvida com o estresse
oxidativo causado pelas drogas anti-neoplasicas. Um estudo recente evidenciou que
a suplementacdo com antioxidantes pode diminuir de forma eficaz a peroxidacao
lipidica, causada pelo estresse oxidativo, e 0s niveis da proteina C-reativa,
importante marcador inflamatério em ratos com diabete induzida por
estreptozotocina (Park, Park et al. 2011), evidenciando o papel da vitamina C como
potente antioxidante e anti-inflamatério.

Estudo realizado por Girgen et al. (2013, com o objetivo avaliar a eficacia da
vitamina C, E e selénio em tecidos ovarianos de ratas tratadas com 75 mg/kg de
CLF (1vez por semana, durante 3 semanas) e 200 mg/kg de vitamina C diariamente,
observou que o tecido ovariano pode ser poupado dos efeitos citotéxicos da CLF
com o uso destas vitaminas. Também Suhail et al. (2012), investigando o efeito
protetor das vitaminas C e E dos efeitos nocivos dos quimioterapicos e observou que
pode ser Util a suplementacédo dessas vitaminas (Suhail, Bilal et al. 2012; Glrgen,
Erdogan e}t al. 2013

1.3 Vitamina C e nefrotoxicidade

A nefrotoxicidade também é uma das preocupacdes durante a administracao
das drogas anti-neoplasicas, isto porque a maioria dessas drogas sdo excretadas
pelos rins. Como antioxidante, a vitamina C tem sido amplamente estudada por

demonstrar o efeito benéfico frente a nefrotoxicidade causada pelas drogas anti-
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neoplasicas (Atasayar, Gurer-Orhan et al. 2009; Chen, Yang et al. 2014; Almaghrabi
2015).

Em estudo prévio realizado por Ajith (2007), foi demonstrado que a
suplementacdo de 500 mg/kg de vitamina C em camundongos foi capaz de atenuar
a nefrotoxicidade induzida por cisplatina, outro quimioterdpico bastante utilizado na
pratica clinica, uma vez que foi capaz de reduzir significativamente os niveis de
creatinina e uréia séricos, diferentemente do efeito encontrado com 500 mg/kg de
vitamina E, que ndo se mostrou tdo eficaz nestes parametros. Outro estudo do
mesmo grupo, em 2009, verificou que o efeito da vitamina C e E em dose simples ou
em multidoses pode trazer beneficios aos niveis de ureia e creatinina. Também foi
observado efeito positivo em relacdo a co-suplementacdo dessas vitaminas sobre o
estresse oxidativo em tecido renal induzido por cisplatina, o que ressalta as
propriedades antioxidantes desta vitamina (Ajith, Usha et al. 2007; Ajith, Abhishek et
al. 2009).

Ainda com o objetivo de reduzir a nefrotoxicidade da droga cisplatina, foi
realizado estudo em modelo animal com administracdo de vitamina C (25 mg/kg)
antes do tratamento com cisplatina, os resultados sugerem que a vitamina C tem um
impacto benéfico sobre a funcdo renal com os niveis de creatinina normal. (Guindon,
Deng et al. 2014).

Farshid (2013), investigando o efeito da administracdo oral de vitamina C (200
mg/kg i.p.) e histidina (200 mg/kg), na cistite hemorragica induzida pela CLF (200
mg/kg) em ratos Wister, observou que a vitamina C e histidina atenuaram a cistite
hemorragica induzida por CLF através da reducdo dos efeitos toxicos de espécies

reativas de oxigénio (Farshid, Tamaddonfard et al. 2013).

1.4 Haptoglobina e inflamagéo

Em situacdes pro-inflamatorias, proteinas da fase aguda sdo ativadas nos
hepatdcitos e podem ser utilizadas para avaliar a resposta do sistema imune. A
haptoglobina é comumente utilizada como marcadora da resposta imune
(Theilgaard-Monch, Jacobsen et al. 2006; Carter and Worwood 2007; Huntoon,
Russell et al. 2013; Jelena, Mirjana et al. 2013).

Uma vez que CLF induz inflamacgéo, através do aumento da interleucina 6 e

do Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a ) e a vitamina C € capaz de modular a
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resposta inflamatoria, sugere-se que esta vitamina possa diminuir 0s niveis de
haptoglobina (Galicia, Maes et al. 2009; Ya-Qiang He 2015).

O desenvolvimento de novos conhecimentos para atenuar a toxicidade da
guimioterapia representa uma area de grande interesse e entre eles esta a terapia
nutricional com base em nutrientes antioxidantes e anti-inflamatorios, embora os
resultados ainda sejam controversos e escassos.

Modelos experimentais de imunossupressdo apresentam-se como uma
valiosa ferramenta para testar o efeito de nutrientes sobre a resposta imune.

Em vista disso, este trabalho tem como objetivo avaliar o impacto da
suplementacdo de vitamina C durante 0 processo de imunossupressdo em

camundongos com induzida por CLF.

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a suplementagcédo de vitamina C sobre a neutropenia induzida por

ciclofosfamida em modelo animal.

2.2 Objetivos Especificos
2.2.1 Verificar a contagem de leucécitos totais;
2.2.2 ldentificar a contagem de neutrdfilos, linfocitos e mondcitos;
2.2.3 Analisar os valores de uréia e creatinina sérica,;

2.2.4 Avaliar os valores de haptoglobina sérica;

3. Metodologia

3.1 Delineamento experimental

O ensaio biolégico sera desenvolvido no Laboratorio de NutriciAo Experimental
da Faculdade de Nutricao da Universidade Federal de Pelotas (LNEFN/UFPel).
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Serao utilizados 40 camundongos Swiss, com 45 dias de idade, oriundos do
Biotério Central da UFPel, que permanecerdo uma semana em aclimatacdo antes do
inicio do experimento no LNEFN/UFPel, visando evitar o estresse dos animais.

A dieta utilizada serd a racdo padrdo para roedores marca Nuvilab®. Os
animais serdo mantidos em ambiente com temperatura e umidade relativa de 22-
24°C e 65-75%, respectivamente, e ciclo claro/escuro de 12 horas, em gabinetes
individuais de 27x19x20 cm, produzida em arame de aco Inox Aisi 304 com
polimento eletrostatico, comedouro tipo tunel e bebedouro de polipropileno com
capacidade para 300 ml.

A maravalha, agua, luz e as gaiolas utilizadas no ensaio biolégico seréo
fornecidas pelo LNEFN/UFPel. A maravalha sera trocada diariamente e
acondicionada em saco plastico para posterior descarte.

Os gabinetes serdo higienizados diariamente visando evitar qualquer tipo de
contaminacgdo. O tratamento dos animais sera de responsabilidade da mestranda.

3.1.1 Modelo de imunossupressao induzido por ciclofosfamida

A imunossupressédo induzida por CLF sera realizada de acordo com modelo
previamente descrito (Zuluaga, Salazar et al. 2006).

Sera infundida 150 mg/kg de CLF no primeiro dia da inducdo do modelo e 100
mg/kg de CLF no quarto dia. A CLF sera diluida em 0,5 mL de agua destilada no dia
da inoculagéo e aplicada por injecao intraperitoneal, no quadrante inferior esquerdo,
sendo repetido 0 mesmo processo no quarto dia. (Diehl, Hull et al. 2001).

Neste modelo, a partir do primeiro dia os valores de neutréfilos véao
diminuindo gradualmente, ocasionado quadro de neutropenia (< 100
neutréfilos/mm3), e no quarto dia, os animais desenvolvem neutropenia severa (< 10
neutrofilos/mm3) e permanecem neutropénicos até o sétimo dia. Apos o sétimo dia
os valores vao retornando gradualmente ao normal.

Os animais do grupo controle irdo receber a mesmo volume de agua

destilada.

3.1.2 Modelo de tratamento
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O tratamento serd realizado com vitamina C (50 mg/kg) diluida em &gua
destilada na concentracdo necesséaria e a CLF diluida conforme recomendacéo do
fabricante, ambas administrada i.p. de acordo com o peso de cada animal.

A vitamina C serd administrada do primeiro ao sétimo dia e a CLF sera
administrada no dia 1 e no dia 4.

No dia 1 serd diluido e administrado 150 mg/kg de CLF para induzir a
neutropenia e no dia 4 serd administrado 100 mg/kg de CLF para manter a
neutropenia.

Serdo alocados aleatoriamente 8 animais por grupo (Figura 2), conforme
descrito a seguir:

CONTROLE: Sera administrada agua destilada i.p. (2x) diariamente.

CLF: Sera administrada CLF i.p. (dia 1e dia 4) e agua destilada i.p. diariamente.
VIT C: Sera administrada vitamina C i.p. e agua destilada i.p. diariamente.

Trat A: Sera administrada CLF i.p. (dia 1e dia 4) e vitamina C i.p. diariamente.

Trat B: Sera administrada CLF i.p. (1° e 4°dia) e vitamina C i.p. do 4° ao 7° dia.

eutanasia
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Figura 2. Delineamento do estudo. As gotas representam a administracéo de
agua destilada (i.p.) e a inje¢édo, a administracdo de CLF e vitamina C (i.p.) ao longo

dos dias do experimento.
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3.1.3 Eutanéasia

Os animais serdo eutanasiados no dia 7. Previamente a eutanasia, 0s
camundongos serdo deixados em jejum de 6 horas durante a noite.

Serd realizada sedacdo anestésica com pentobarbital intraperitonial (45
mg/kg), 60 minutos antes da coleta do sangue. ApOs a anestesia, o camundongo
sera colocado em uma superficie plana, e em seguida, submetidos ao procedimento
de exsanguinacéao por puncédo cardiaca conforme Resolu¢do Normativa N° 12, de 20
de setembro de 2013 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal.

Apls o0 experimento a carcagas dos animais serdo dispensados em saco
plastico fechado e depositados em bambona com tampa para recolhimento por

empresa especializada.

3.2 Processamento das amostras

3.2.1 Andlise dos elementos figurativos do sangue

O sangue sera coletado no momento da puncédo cardiaca, acondicionado em
tubos heparinizados e acondicionados em caixa térmica para conservagao e
transportado ao laboratério para as analises.

O sangue sera encaminhado para o laboratério da Faculdade de Veterinaria
da UFPel, onde serdo realizadas as analises bioquimicas.

Serd realizado leucograma, para a contagem de células branca sanguinea
(leucécitos, neutrdfilos, linfécitos e mondécitos), onde serd usando camera de

Neubauer e microscopio com lente objetiva de 100 X.

3.2.3 Analise de uréia e creatinina

Seré realizada analise de uréia e creatinina sérica para avaliacdo da funcéo
renal. Os valores serdo quantificados por meio de kit comercial enzimatico marca

Bioclin (teste UV). Os resultados seréo expressos em mg/dL.

3.2.4 Andlise de haptoglobina
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A andlise de haptoglobina sérica sera com soro diluido 1:20 ml e incubado
com hemoglobina em placa de 96 pocos. Apés, serd adicionado H,O, nos pogos
teste e agua nos pocos controle. Imediatamente apds, sera adicionado o reagente
de Guaiacol em todos 0s pocos. A reacdo sera incubada por 3 min, e a leitura da

absorbéancia sera feita a 450 mm.

3.3 Andlise estatistica

Os resultados serdo digitados em uma planilha do Excel e analisados pelo
Programa Graphpad. O efeito vitamina C sobre a CLF e a sua interacdo sera
realizada pelo teste de ANOVA de duas vias. E o efeito tempo de administracdo da
vitamina C ser& analisado através de ANOVA de uma via.

Os dados serao apresentados como médias e desvio-padrao. Para todos os
testes, sera considerado nivel de significancia de 5%.

4. Resultados e impactos esperados

Os resultados deste projeto visam colaborar na compreensdo de como a
vitamina C pode beneficiar o organismo frente a imunossupressao induzida por um
quimioterapico, e desta forma colaborar e nortear futuros estudos em seres
humanos com o objetivo de minimizar os efeitos colaterais do tratamento do cancer.

Caso este beneficio seja comprovado, podera auxiliar em termos de novos
enfoques quanto a prescricdo dietética de vitamina C em organismos

imunocomprometidos.

5. Cronograma

Quadro 1 - Previsdo cronoldgica de execucao do projeto de pesquisa:
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Revisdo
Bibliografica
Elaboracéo do
Projeto
Qualificacdo  do
Projeto

Comisséao de
Etica em

Experimentagao

Animal

Desenvolvimento

do experimento

Andlises
bioquimicas
Andlise dos
resultados
Redacao do
Artigo

Defesa da
dissertacao e
Divulgacdo  dos
Resultados

6. Orcamento

Sera realizada parceria entre o Programa de Pos-Graduacdo em Nutricdo e

Alimentos da Faculdade de Nutricdo e o Laboratorio da Faculdade de Veterinaria da

Universidade Federal de Pelotas para a realizagcdo das andlises bioquimicas.

Alguns materiais que serao utilizados sdo de uso rotineiro do Laboratério de

Nutricdo Experimental da Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal de

Pelotas.




Quadro 2 - Previsédo Orgamentaria
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Material Quantidade | Valor unitario Valor total
(R$) (R$)
Luva de latex tam M cx /100 1 26,00 26,00
Microtubos 1,5 ml pct ¢/1000 1 39,00 39,00
Agua destilada 1000 ml 1 6,50 6,50
Vitamina C (100 g) 1 239,25 239,25
Ciclofosfamida (19) 1 218,50 218,50
Andlises bioquimicas (uréia,
creatinina, leucograma, 40 12,00 480,00
haptoglobina)
TOTAL 1009,25

7. Aspectos éticos

O projeto sera submetido & Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade Federal de Pelotas (CEEA/UFPel) anterior a execucao.
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Relatorio de trabalho de campo

Este relatorio tem por objetivo apresentar as etapas que envolveram o
trabalho de campo do presente estudo, que avaliou o efeito da suplementacdo de
vitamina C sobre peso e leucograma de camundongos com imunossupressao
induzida por ciclofosfamida.

Apoés a qualificacdo e aprovacdo, o projeto foi encaminhado ao Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA/UFPel)
e foi aprovado (processo n°® 23110,002415/2015-61/CEEA 2415/2015). Com a
aprovacdo do Comité de Etica procedeu-se a reserva de animais experimentais no
Biotério da UFPel.

Para desenvolvimento do experimento foi realizado curso de capacitacédo
junto a Faculdade de Veterinaria, intitulado Minicurso de Bioterismo e
Experimenta¢cdo Animal (Anexo).

Os camundongos fémeas Swiss nasceram no dia 03/08/2015, foram
desmamadas no dia 24/08/2015 e transferidos para o Laboratério Nutricdo
Experimental da Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal de Pelotas no dia
18/09/2015. O transporte dos animais do Biotério foi realizado em gaiolas, veiculo e
funcionarios do Biotério de UFPel.

O experimento iniciou no dia 18 de setembro de 2015 e foi finalizado no dia
29 de setembro de 2015. No momento da chegada dos animais no Laboratério de
Nutricdo Experimental da Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal de
Pelotas, os animais foram alocados em caixas moradia, com 4 animais cada,
totalizados 8 caixas, todas etiquetadas. As mesmas foram transferidas para gabinete
ventilado com controle de temperatura (22-24°C) e umidade relativa (65-75%) e luz
artificial ciclo claro/escuro de 12 horas.

Os animais ficaram 5 dias em aclimatacao antes do inicio do experimento,
proporcionando uma melhor adaptacdo ao Laboratorio de Nutrigdo Experimental.
Receberam ad libitum &gua e racdo padrdo para roedores marca Nuvilab®
diariamente. O saco de racéo foi aberto no primeiro dia da chegada dos animais ao
laboratorio e a quantidade diaria foi porcionada em sacos plasticos para todos os
dias do experimento. As gaiolas foram higienizadas diariamente, com troca da
maravalha autoclavada e agua fervida fria visando evitar qualquer tipo de

contaminacgao durante o periodo de neutropenia.
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No dia 23/09/2015, no turno da tarde, deu-se inicio ao modelo experimental.
Os animais foram aleatoriamente alocados nos grupos controle (CT), ciclofosfamida
(CLF), vitamina C (VIT C) e CLF + Vit C (Tratamento). Os animais foram
identificados no rabo (I, II, Il e IV) com caneta vermelha, sendo as marcar
reforcadas diariamente, receberam racéo e agua ad libitum.

A imunossupressao induzida por CLF foi realizada de acordo com modelo
previamente descrito Zuluaga, et al. (2006), resumidamente, foi administrado 150
mg/kg de CLF no primeiro dia da indu¢do do modelo e 100 mg/kg de CLF no quarto
dia.

No dia 23 de setembro iniciaram-se as aplicacdes de ciclofosfamida, vitamina

C e agua destilada conforme descrito abaixo:

Grupo CT: injecao de 4gua destilada i.p. diariamente.

Grupo CLF: injecao de ciclofosfamida i.p. (150 mg/kg no dia 1 e 100 mg/kg no dia 4)
e agua destilada i.p. diariamente.

Grupo VIT C: injecdo de vitamina C i.p. (50 mg/kg) e agua destilada i.p.
diariamente.

Grupo CLF + VIT C: injecao de ciclofosfamida i.p. (150 mg/kg no dia 1 e 100 mg/kg
no dia 4) e injecao de vitamina C i.p. (50 mg/kg) diariamente.

Todos os animais foram pesados diariamente em balanca digital (Marte®
AD2000. Max: 20109, Min: 0,5g), para calculo das quantidades de CLF, Vit C e agua
destilada a serem administrados. O controle de peso diario também foi utilizado para
verificacdo de alteracGes ponderais durante o experimento.

A CLF em po, da marca Sigma-Aldrich, foi diluida em agua destilada
conforme orientagdo do produto (20mg/ml) em local apropriado no dia de sua
administragdo. A aplicagdo da CLF foi realizada por inje¢cdo intraperitoneal no
primeiro e quarto dia do tratamento. Cada animal recebeu volume de CLF
proporcional ao seu peso.

O tratamento foi realizado com a administragdo de 50 mg/kg/dia de vitamina C
i.p. do primeiro ao sexto dia. A vitamina C p6 (Marca Synth), foi diluida em agua
destilada diariamente, momentos antes da administracao (30 g/10 ml). O volume a

ser administrado foi calculado apés o peso diario de cada animal.
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Ocorreu perda de 2 animais do grupo tratamento, um no dia 26 de setembro
apos a administracdo da CLF e outro no dia 28 de setembro de 2015, verificada no
momento da troca da maravalha.

Os animais foram eutanasiados no dia 29/09/2015 (7° dia experimento).
Previamente os camundongos foram anestesiados com xilazina 2% e cetamina 10%,
apos verificacdo de completa sedacdo, foram submetidos ao procedimento de
exsanguinacao por puncao cardiaca conforme a Resolucédo do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria (CFMV) n° 714 de junho de 2002, seguindo os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal.

As amostras de sangue, ap0s a puncao cardiaca, foram acondicionadas em
tubos com EDTA, homogeneizados e acondicionados sob refrigeracao.
Encaminhadas na mesma manhd ao Laboratério de Bioquimica Animal da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas, para realizacdo das
analises.

Inicialmente foi utilizado o sangue total e analisado concentracdo de células
brancas utilizando o contador de células semi-automatico Celm CC-530 (Celm), a
amostra foi diluida com o diluidor automatico Celm DA-500 (Celm). Para a contagem
diferencial de leucécitos foram feitos esfregacos, e as laminas coradas com Panétipo
(Laborclin). A leitura foi realizada em microscépio Nikon Eclipse E200 (Nikon) com
um aumento de 100x.

Apés realizacdo das analises procedeu-se a tabulacdo dos dados em
planilhas do excel e em sequéncia, a analise estatistica. Posterior a essas etapas
deu-se inicio a escrita do artigo e estruturacdo da dissertacao.

As andlises dos parametros de ureia, creatinina e haptoglobina sérica prevista
no projeto ndo foram realizadas, pois a quantidade de amostra de sangue coletada
nao foi suficiente para realizacdo de as analises. Também néo foi realizado o
tratamento B, devido ao pequeno numero de animais do experimento.

A execucdo do presente projeto permitiu a elaboracdo de um artigo e a
possibilidade de exploracdo dos resultados sob outras perspectivas, visto que o

tema encontra relevancia e espac¢o no meio cientifico.
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Resumo

Efeito da suplementacédo de vitamina C sobre neutropenia induzida por ciclofosfamida

em camundongos.

Introdugdo: A neutropenia € um efeito adverso ocasionado apdés a administracdo de
ciclofosfamida, droga antineoplasica, usada para tratamento de diferentes neoplasias. A
vitamina C € um micronutriente antioxidante e imunomodulador, mas pouco se sabe sobre
sua acdo frente a neutropenia. Objetivo: Avaliar a suplementacdo de Vitamina C sobre
neutropenia induzida por ciclofosfamida (CLF) em camundongos. Material e método: O
estudo foi realizado com a suplementagéo de vitamina C 50 mg/kg intraperitoneal (i.p) por 7
dias em camundongos fémeas, Swiss albino, adultas, imunossuprimidas com CLF, divididos
em quatro grupos com 8 animais cada: Grupo controle (agua destilada i.p.), CLF (150 mg/kg
i.p. no dia 1 e 100 mg/kg i.p. no dia 4), vitamina C (50 mg/kg i.p., diariamente) e CLF + vitC
(Ciclofosfamida 250 mg/kg i.p. e vitamina C 50 mg/kg i.p). Resultados: O grupo CLF
apresentou perda significativa de peso de 24% no dia 3 em relagdo ao grupo controle.
Quando co-administradas a vitamina C e CLF houve uma interacdo significativa, ou seja, a
vitamina C intensificou a diminuicdo de neutréfilos. A vitamina C ndo interferiu nos valores
de leucécitos. Concluséo: Os resultados mostraram que a suplementagéo de vitamina C 50
mg/kg i.p. por 7 dias intensificou a neutropenia induzida por ciclofosfamida (250 mg/kg i.p.) e
nao preveniu a perda peso ponderal induzida por CLF em camundongos ao final do

experimento bioldgico.

Descritores: acido ascorbico; imunossupressao; quimioterapico;
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Abstract

Effect of Vitamin C supplementation on cyclophosphamide-induced neutropenia in mice.

Introduction: Neutropenia is a side effect caused after administration of cyclophosphamide,
antineoplastic drug, used to treat different cancers. Vitamin C is an antioxidant and
immunomodulatory micronutrient, but little known about its action against the neutropenia.
Objectives: To evaluate the supplementation of Vitamin C on cyclophosphamide-induced
neutropenia (CLF) in mice. Methods: The study was conducted with supplementation of
vitamin C 50 mg/kg intraperitonial (i.p.) for seven days, female albino Swiss mice, adult,
immunosuppressed with CLF, divided in four group of eight animals each: Control group
(distilled water, i.p.), CLF (150 mg/kg i.p. on day 1 and 100 mg/kg i.p. on day 4), vitamin C
(50 mg/kg i.p. daily) and CLF + VITC (Cyclophosphamide 250 mg/kg i.p. and vitamin C 50
mg/kg i.p.). Results: The CLF group showed significant weight loss of 24% on day 3 in the
control group. When co-administered vitamin C and CLF there was a significant interaction,
so, vitamin C enhanced the decrease in neutrophils. Vitamin C did not interfere with
leukocyte values. Conclusion: The results showed that supplementation of vitamin C 50 mg
/ kg i.p. for 7 days intensified neutropenia induced by cyclophosphamide (250 mg/kg i.p.) and
did not prevent the weight loss induced by CLF weight in mice at the end of the biological

experiment.

Keywords: ascorbic acid; immunosuppression; chemotherapy;
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Efeito da suplementacdo de vitamina C sobre a neutropenia induzida por

ciclofosfamida em camundongos

1 Introducéao

A ciclofosfamida (CLF) é uma droga antineoplasica, alquilante, atua em todas as
fases do ciclo celular, usada para tratamento de varios tipos de neoplasias, entretanto é
citotoxica, e um dos efeitos colaterais é a inibicdo aguda e transitéria da medula 6ssea *. A
mielossupressao, resultante da administracdo de CLF desencadeia a neutropenia, a qual é
caracterizada pela diminuicdo do numero de leucécitos totais e neutrofilos, os quais

participam do sistema imune e inflamatério, responsaveis pelas defesas e frequentemente

2, 3, 4
F .

observada em humanos ap0s a administragdo da CL A neutropenia inicia

principalmente no primeiro ciclo quimioterapico em funcéo das altas doses administradas em
pacientes e o risco cumulativo permanece alto ao longo do tratamento °. A utilizacéo de

nutrientes imunomoduladores tem sido estudado a fim de minimizar este efeito °.

A vitamina C é um micronutriente soldvel em &agua e de baixo custo ', sua

A 8

administracdo intravenosa ndo é tdxica para as células normais ° e pode restaurar

concentragbes plasmaticas por meio dessa administracdo °. Esta vitamina tem sido

10, 11, 12

estudada por apresentar poder antioxidante , porém, dependendo da concentracao,

pode se tornar uma molécula pré-oxidante **

A suplementacdo de vitamina C em combinagdo com agentes citotoxicos, em

10, 12 15, 1
F 0, 5, 16

modelos experimentais com CL , € em células cancerosas in vitro.

17, 18

, com cisplatina
, tém apresentado resultados controversos a respeito do seu beneficio. Estudos
realizados, avaliando a suplementagdo de vitamina C e E sobre a nefrotoxicidade da
cisplatina intraperitoneal (i.p.) em camundongos machos Swiss albino, concluiram que a
vitamina C apresenta acéo nefroprotetora, sendo mais eficaz do que a vitamina E * %, o
gue indica que a suplementagédo de vitaminas antioxidantes pode trazer beneficios quando
administrada sem conjunto com agentes quimioterapicos.

Em humanos, um estudo realizado por Vollbracht et al. 2l testou a administracéo
intravenosa de 7,5 g de vitamina C por semana, durante o periodo de quatro semanas em
pacientes com cancer de mama em tratamento complementar de radioterapia, quimioterapia
e horménioterapia, e evidenciou que houve uma diminuicdo dos efeitos colaterais no
tratamento antineoplésico, porém seu efeito sobre a neutropenia ainda ndo foi elucidado.
Em recente revisdo sobre o papel da viatmina C oral ou intravenosa em paciente com
cancer, os autores concluiram que ainda ndo ha evidéncias suficientes que comprovem seu

beneficio %
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Além do seu efeito bioativo sobre o estado redox celular, a vitamina C tem sido
estudada por sua influéncia na fung&o imunoldgica, atuando diretamente sobre as células T

em modelos experimentais ** %

Em funcdo do seu potencial imunomodulador e
antioxidante, a suplementagcdo desta vitamina foi estudada em parametros hematolégicos
com o inseticida Chlorpyrifos (exposicdo que pode ocasionar toxicidade hematolégica). O
experimento biologico foi realizado com ratos adultos Wistar, Chlorpyrifos (10,6 mg/kg
diariamente), e vitamina C (100 mg/kg por gavagem uma vez por dia por 17 semanas). Os
resultados obtidos no estudo evidenciaram que a vitamina C foi capaz de atenuar o efeito do
Chlorpyrifos em relagdo aos glébulos brancos, linfocitos e neutréfilos. Este fato pode ser
devido & propriedade antioxidante deste micronutriente frente a lipoperoxidacdo das
membranas celulares. Porém os mecanismos de agdo ainda n&o estdo completamente
elucidados %.

Ainda existem controvérsias em relacdo a vitamina C e 0 seu possivel efeito benéfico
frente a toxicidade de agentes antineoplasicos, portanto, diante do exposto, este estudo teve
como objetivo avaliar o efeito da suplementagcdo de vitamina C em modelo de

imunossupressao e perda ponderal induzida por CLF em camundongos.

2 Materiais e métodos

2.1 Consideracgdes éticas e modelo biolégico

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacédo Animal
da Universidade Federal de Pelotas (n° 2415-2015).

Foi realizado um ensaio biol6gico de 12 dias (5 dias de adaptacdo e 7 de
tratamento), com 32 camundongos fémeas, Swiss albino, adultos jovens (45 dias), com peso
inicial variando entre 21,76 a 34,38g, e peso médio de 28,65 + 2,999, obtidas do Biotério
Central da Universidade Federal de Pelotas. Os animais foram identificados por grupos,
alocados em gaiolas, medindo de 27x19x20 cm, comedouro tipo tinel e bebedouro de
polipropileno com capacidade para 300 ml. As gaiolas foram transferidas para gabinete
ventilado onde os animais permaneceram por cinco dias em aclimatacdo com temperatura e
umidade relativa de 22-24°C e 65-75%, respectivamente, e luz artificial ciclo claro/escuro de
12 horas, antes do inicio do experimento. Os animais receberam diariamente agua e racao
padréo ad libitum para roedores marca Nuvilab®. As gaiolas foram higienizadas diariamente,
a troca da maravalha autoclavada e agua fervida fria foram cuidados tomados visando evitar
qualquer tipo de contaminacdo dos animais durante o periodo de neutropenia e proporcionar
bem-estar aos modelos experimentais.

Os animais foram divididos em quatro grupos constituidos por oitos animais cada:
controle (agua destilada), CLF (250 mg/kg), vitamina C (50 mg/kg) e Vitamina C + CLF (CLF



42

250 mg/kg e vitamina C 50 mg/kg). O controle de peso foi executado diariamente em
balanca digital (Marte® AD2000. Max: 2010g, Min: 0,5g), para o célculo da quantidade de
adgua destilada, vitamina C e CLF a serem administradas. O de peso diario também foi
utilizado para verificagdo de alteracdes ponderais durante o experimento.

2.2 Modelo experimental de imunossupressao e tratamento

A imunossupressdo induzida por CLF foi realizada de acordo com modelo
previamente descrito por Zuluaga et al.®, administracdo de 250 mg/kg de CLF i.p. (150
mg/kg no primeiro dia da inducdo do modelo e 100 mg/kg no quarto dia).

A CLF p6 (Sigma-Aldrich®) foi diluida em &agua destilada conforme orientacdo do
fabricante para o produto (20mg/mL), em local apropriado no dia de sua administracdo. A
CLF foi aplicada por injegc&o intraperitoneal no primeiro e no quarto dia do experimento, cada
animal recebeu volume de CLF proporcional ao peso.

O tratamento foi realizado com vitamina C p6 (Marca Synth®), 50 mg/kg i.p.. A
Vitamina C (Vit C) foi diluida em agua destilada, aplicada 50mg/kg de peso do animal, a
cada 24 horas, durante seis dias consecutivos. O volume de solugéo a ser administrada foi
recalculado diariamente, apds pesagem de cada animal. Os animais foram eutanasiados no

sétimo dia.

2.3 Coleta de sangue e analise bioquimica

Ao final do ensaio biolégico os animais foram submetidos a jejum por 6 horas, para
posterior eutanasia. Foi realizada sedacdo com cetamina 10% e xilazina 2% conforme peso
de cada animal, ap0s verificacdo de completa sedacdo, conforme Resolucao Normativa N°
12, de 20 de setembro de 2013 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal, foi realizada a coleta de sangue por puncao cardiaca. As amostras de sangue foram
acondicionadas logo ap6s a puncdo em tubos contendo EDTA, homogeneizados,
acondicionados sob refrigeracdo e transferidas ao laboratorio para analises bioquimicas.

As analises bioquimicas foram realizadas em parceria com o Laboratério de
Bioquimica Animal da Faculdade de Veterinaria da UFPel. Para andlise do leucograma foi
utilizado o sangue total e analisada concentracdo de células brancas utilizando o contador
de células semi-automaticoCelmCC-530 (Celm). A amostra foi diluida em diluidor automatico
Celm DA-500 (Celm). Para o diferencial de leucocitos foram realizados esfregacgos, e as
laminas coradas com Panétipo (Laborclin). A leitura foi realizada em microscopio Nikon

Eclipse E200 (Nikon) com um aumento de 100x.

2.4 - Andlise estatistica
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Os resultados foram expressos em meédia e erro padrao (EP). A normalidade foi
verificada para cada variavel para utilizacdo de testes apropriados. A ANOVA de duas vias
foi usada para verificar diferenca estatistica e interagdes entre os grupos, estabelecido nivel
de significancia de 5%. Onde foi observada interacéo, foi realizado teste t de Student entre
0s grupos. Foi usado o software GraphPad® para as analises.

3 Resultados

3.1 Controle de peso ponderal ao longo do tratamento

Por meio dos resultados obtidos observou-se que no primeiro dia e segundo dia do
ensaio biolégico ndo houve alteragé@o significativa no peso dos animais (p=0,20 e p=0,08
respectivamente). Porém, do terceiro dia ao sétimo dia no modelo utilizado, houve diferenca
significativa (p<0,05) de perda de peso entre o grupo CLF e o grupo controle (perda de 24%;
14%, 15%, 18% e 19% respectivamente). No terceiro dia o grupo CLF e grupo Vit C + CLF
apresentaram perda de aproximadamente 24% (p<0,01) e 7% (p<0,05) em relagdo ao grupo
controle, o que aponta uma interacao significativa da vitamina C com a CLF (p=0,001). No
sétimo dia, 0 peso dos animais do grupo Vit C + CLF ndo diferiu significativamente com o
grupo CLF (p=0,97), porém ambos apresentaram valores significativamente menores em
relacdo ao grupo controle (p=0,02; Figura 1).

3.2 Parametros hematol6gicos ao final do tratamento

Ao final do ensaio biolégico (sétimo dia), houve diferenca significativa na contagem
de leucdcitos totais, linfocitos e neutréfilos nos grupos que receberam ciclofosfamida
(p<0,01; fator ciclofosfamida). A CLF acarretou neutropenia, reducéo de 97% no nimero de
neutréfilos em relacdo ao grupo controle, e a vitamina C per se diminuiu os neutréfilos
significativamente, porém nao acarretou neutropenia. Quando co-administradas a vitamina C
e CLF houve uma interag&o significativa, ou seja, a vitamina C intensificou a diminuigdo de
neutrdéfilos. A vitamina C quando administrada com a CLF ndo interferiu nos valores de

leucocitos, mondcitos e linfocitos (Figura 2).

4 Discusséao

No presente estudo, a administracdo de CLF (250 mg/kg i.p.) foi capaz de
desenvolver neutropenia, observada com a diminuigcdo severa de neutrdéfilos, e também
promoveu perda de peso ao longo do ensaio biologico, sendo verificada maior perda de
peso no terceiro dia. A vitamina C ndo se mostrou eficaz na prevencdo da neutropenia e
guanto ao peso, no terceiro dia o grupo Vit C + CLF parece ter atenuado a perda, porém ao

final do tratamento nao foi efetiva.
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4.1 Ciclofosfamida e neutropenia

Segundo Zuluaga et al., (2006) a neutropenia aguda caracteriza-se pela contagem
total de neutrdfilos inferior a 100 U/mm3, e quando menor ou igual a 10 U/mm3 é
considerada severa. Em seu modelo experimental, com camundongos fémeas, Swiss
albino, para inducdo de neutropenia, com 250 mg/kg i.p. de CLF, estes autores verificaram
uma reducao de 84% nos valores de leucdcitos totais no quarto dia, sendo que o declinio
iniciava no primeiro dia ap6s a administracdo da CLF e o inicio da recuperacdo destas
células no sexto dia. Estudo recente conduzido por Xu, et al. 27 com camundongos machos
adultos e administracdo de CLF 150 mg/kg i.v., observaram que o nimero de leucécitos
comecgava a diminuir no primeiro dia apos a indugéo, atingiram valores minimos no terceiro
dia e aumentava gradualmente a partir do sétimo dia. Este resultado corrobora com o0s
encontrados no presente estudo, pois no sétimo dia apés a indugdo do modelo, os
leucécitos estavam significativamente menores (56%) que o grupo controle, indicando que o
modelo de imunossupressdo foi efetivo, porém a suplementagcdo de vitamina C néo
influenciou na contagem total de leucécitos.

Este ensaio biolégico, com a administracdo de CLF 250 mg/kg i.p., apresentaram
reducdo de 56% nos leucdcitos totais e 38% nos linfécitos, apds 7 dias de tratamento.
Fang, et al. *, em estudo com camundongos Balb/c, adultos, inducéo tdxica por acrilamida
intragastrica, CLF uma dose de 200 mg/Kg i.p e tratamento de 30 dias, verificaram reducéo
de 53% nos leucdcitos e 94% nos linfocitos do grupo controle em relagdo ao grupo CLF,

30 evidenciaram

resultados de linfocitos diferentes deste estudo. Também, Liu et al.
resultados diferentes, uma diminuicdo significativa no namero total de glébulos brancos
(76%) apos 10 dias da infusdo de CLF 40 mg/kg/dia por trés dias e radioterapia 2.0 Grey.
Estas diferencas podem ser explicadas pela dose diferente de quimioterapico administrado,

combinagdo com outras terapias e tempo exposi¢ao.

4.2 Ciclofosfamida, Vitamina C e neutropenia

Os resultados do presente estudo demonstraram reducdo no nimero de neutroéfilos
(97%) no grupo CLF em relagcdo ao controle. Com relagdo a vitamina C per se na
quantidade de 50 mg/kg houve diminuicao significativa em relagdo ao controle, porém esta
diminuigc&o foi menor do que a encontrada no grupo CLF. Quando co-adminstrada a vitamina
e a CLF, houve intensificacdo da neutropenia. Esta diminui¢cdo de leucécitos talvez pudesse
ser diferente, se a vitamina C fosse administrada por um periodo anterior e/ou posterior ao
tratamento da neutropenia ocasionada pela CLF.

28

Estudo conduzido por Miranda-Vilela et al. “°, testou doses via oral no limite
recomend achmtend £5 rg), vitamina C (1000 mg) e vitamina E (1.200 Ul) por 10
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dias consecutivos em camundongos fémeas, Swiss, albino, adultos expostos a doses
semanais de 20 mg/m? do quimioterépico doxorubicina, em modelo com inducdo de tumor.
Este estudo corrobora com o resultado encontrado no presente estudo, no qual 0s
leucocitos totais, os linfécitos e os neutréfilos ndo sofreram influéncia da vitamina C
comparados ao controle nos animais com e sem tumor.

Vetvicka et al. **

, em um experimento com camundongos fémeas BALB/c adultas
infectados com células de carcinoma de pulméo e tratados com CLF i.p. (30 mg/kg) aplicada
no oitavo dia apds inducdo do tumor, testaram diferentes doses de imunomoduladores
antioxidante naturais incluindo glucano, resveratrol e vitamina C, ndo encontraram efeito
isolado, porém a combinacdo dos trés mostrou-se efetivo contra as células tumorais.
Também estudo publicado recentemente, com coquetel vitaminico constituido por vitamina
E, C e K3 em linhagem celular de melanoma, sugere que doses supra fisiolégicas podem
ser eficazes na quimioprevencdo in vitro®. Isto indica que, possivelmente, o efeito que
encontrado com a suplementag¢édo de vitamina C isolada pode ser diferente de quando co-

administrada a outras vitaminas.

4.3 Ciclofosfamida, vitamina C e peso ponderal
Além da neutropenia, outra consequéncia da utilizacdo de CLF em camundongos

esta relacionada a perda de peso ponderal

. A suplementacédo de vitamina C (50mg/kg) em
camundongos no presente estudo ndo atenuou a neutropenia e/ou a perda de peso induzida
por ciclofosfamida (250 mg/kg) ap6s o sétimo dia de tratamento. Entretanto, essa perda
ponderal foi mais gradativa do que o efeito agudo observado no grupo que nao recebeu a
vitamina. Esta perda significativa de peso observada pode ter ocorrido devido aos efeitos
colaterais da droga, como nauseas e/ou vOmitos resultando em anorexia, porém estes
sintomas n&o foram avaliados.

Um estudo recente que avaliou camundongos BALB/c fémeas, adultas, expostas a
acrilamida, utilizando como controle positivo a CLF 200 mg/kg i.p., mostrou que 0s animais
tratados com o quimioterapico apresentaram uma reducdo significativa de peso de
aproximadamente 7% quando comparado o grupo controle negativo (sem a CLF) ap6s 30
dias ?°. No presente estudo, usando 250 mg/kg de CLF houve reducéo de aproximadamente
19% do peso no sétimo dia. Esta diferenca pode ser explicada uma vez que o tempo
analisado foi diferente, sendo assim, o peso pode ter sido recuperado apds o periodo
NADIR (menor valor de contagem hematolégica), em que os animais encontram-se mais
debilitados.

° em estudo

Perda de peso significativa também foi encontrada por Liu et al. *
conduzido em camundongos Balb/c machos e fémeas adultos, os quais foram submetidos a

CLF i.p. (40 mg/kg) e radioterapia para induzir a mielossupressédo. Observou-se que apos 10
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dias, houve uma reducdo de aproximadamente 30% no peso dos animais comparados ao
grupo controle. Esta perda aumentada em relagcéo aos resultados do presente estudo pode
ser devido a soma dos efeitos da radio e quimioterapia. Perda de peso ponderal também foi
encontrada no estudo de Merwid-L g d e ¥, realiaatlo. com ratos fémeas/machos adultos
da linhagem Wistar, onde foi testada a CLF na dose de 15 mg/kg por 10 dias consecutivos.
No estudo foi observado uma perda de peso de aproximadamente 68% comparado ao grupo
controle, sendo que esta perda pode estar relacionada aos efeitos colaterais como mucosite
e desidratacdo, ou ainda, pode ter sido causada em funcdo de a droga ter sido aplicada

diariamente, diferente do modelo utilizado no presente estudo.

5 Concluséo

A suplementagdo de vitamina C 50 mg/kg por 7 dias intensificou a neutropenia
induzida por ciclofosfamida (250 mg/kg i.p.) € ndo preveniu a perda ponderal induzida por
CLF em camundongos fémeas de 45 dias. Entretanto, mais estudos sdo necessarios com a
suplementacdo desta vitamina por um periodo superior, em outras concentracdes e co-
administradas com outros antioxidantes.

O desenvolvimento de novos conhecimentos para atenuar a toxicidade das drogas
antineoplasicas representa uma é&rea de grande interesse e entre eles estd a terapia

nutricional com base em nutrientes imunomoduladores e antioxidantes.

Limitacdes do estudo

Este trabalho apresentou como limitacdes a duracéo e o periodo do tratamento com
a vitamina C; o controle de ingestdo ao longo do tratamento, que justificaria as alteracdes de
peso encontradas, bem como o controle dos efeitos colaterais. Além disso, 0 monitoramento
de marcadores anti-inflamatérios, como interleucinas e TNF alfa, e antioxidantes endégenos
durante a imunossupressao poderiam auxiliar no entendimento dos mecanismos fisioldgicos

relacionados a perda de peso e imunidade neste modelo.
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Figura 1 — Evolugdo ponderal de peso ao longo dos 7 dias de ensaio biol6gico em
camundongos fémeas Swiss adultas (n=8 por grupo). *p<0,05 com relagéo ao controle (teste
t). #p=0,001 (fator interagdo, ANOVA 2 vias). Pelotas, 2015.
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Figura 2 — Leucograma apoOs 7 dias de ensaio biolégico, leucdcitos (a), mondcitos (b),

linfécitos (c), neutrdfilos (d) em camundongos fémeas Swiss adultas (n=8 por grupo).

Resultados expressos em média + EP. ANOVA de 2 vias. *diferencga significativa no Fator

Ciclofosfamida, ** diferenca significativa Fator Vitamina C. Pelotas, 2015.
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Pelotas, 13 de julho de 2015

De: M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Prof. Renata Torres Abib

Departamento de Nutri¢do — Faculdade de Nutrigdo

Senhora Professora:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Impacto da suplementagio de
Vitamina C sobre parimetros de estresse oxidativo e imunidade em camundongos
com imunossupressio induzida por ciclofosfamida”, p£ocesso
1n°23110.002415/2015-61, que envolve a utilizagio de animais pertencentes ao filo
Chordata, Subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino, sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugio, pois esta de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA).

Solicitamos, ap6s tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
COBALTO para posterior registro no COCEPE (c6digo para cadastro n° CEEA 2415-
2015).

Vigéncia do Projeto: 15/07/2015 a 01/04/2016

Espécie/Linhagem: Mus muscullus/Swiss
N° de animais: 40

Idade: 45 dias

Sexo: Fémeas

Origem: Biotério Central/UFPel

( }4/&&44Y¢/

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Ciente em: / /2015

Assinatura do Professor Responsavel:
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