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Resumo

ARAUJO, Evelyn de Sousa. Impacto da suplementacdo de Vitamina C sobre
niveis de peroxidacéo lipidica e glutationa reduzida em tecido hepatico de
camundongos com imunossupressédo induzida por ciclofosfamida.2015. 49f.
Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos)-Programa de Pés Graduacdo em
Nutricdo e Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

A ciclofosfamida € muito utilizada no tratamento do cancer e como imunossupressor
em transplantes. Este quimioterapico induz ao dano oxidativo pelo aumento de
espécies reativas de oxigénio. A vitamina C é um nutriente de fundamental
importancia para o organismo, pois apresenta atividade antioxidante. O presente
estudo tem como objetivo investigar os efeitos da vitamina C sobre niveis de
peroxidacdo lipidica e glutationa reduzida em tecido hepatico de camundongos
imunossuprimidos por ciclofosfamida. O estudo foi realizado em camundongos
Swiss, fémeas, 45 dias de idade. Os animais foram divididos em quatro grupos com
oito animais cada. Grupos: grupo controle, grupo vitamina C, grupo ciclofosfamida e
grupo tratamento (vitamina c e ciclofosfamida). O tratamento teve duracéo de seis
dias, sendo no sétimo a eutanasia dos animais. As andlises bioquimicas de
peroxidacao lipidica e glutationa reduzida foram realizadas em tecido hepéatico. A
ciclofosfamida causou aumento significativo (p <0,0001) nos niveis de peroxidacao
lipidica. Nao foram observadas alteracdes significativas nos grupos tratados com
vitamina C e nao houve interacdo entre a vitamina C e ciclofosfamida. A
ciclofosfamida ndo alterou niveis de glutationa reduzida. A vitamina C causou a
reducdo do nivel de glutationa reduzida em relacdo ao controle, tanto nos animais
gue receberam ciclofosfamida quanto no controle e houve interacdo entre Vitamina
C e ciclofosfamida, ou seja, o quimioterapico intensificou a diminuicdo da glutationa
reduzida provocada pela Vitamina C. A ciclofosfamida na dose e periodo utilizado foi
capaz de induzir ao dano oxidativo verificado pelo aumento da peroxidacao lipidica.
A vitamina C na dose de 50 mg/kg de peso ndo apresentou potencial para proteger
contra o dano oxidativo provocado pelo quimioterapico.

Palavras chaves:quimioterapico, acido ascérbico, estresse Oxidativo, antioxidante e
atividade imunossupressora.



Abstract

ARAUJO, Evelyn de Souza. Impact of Vitamin C supplementation on levels of
lipid peroxidation and reduced glutathione in the liver tissue of mice with
cyclophosphamide-induced immunosuppression. 2015. 49f. Dissertation (Master
of Nutrition and Food)-Program of Graduate for Nutrition and Food. Federal
University of Pelotas, Pelotas, 2015.

Cyclophosphamide is widely used in cancer treatment and as an
immunosuppressant in transplant. This chemotherapy induces oxidative damage by
increasing reactive oxygen species. Vitamin C is an essential nutrient important for
the body because it has antioxidant activity. The present study aims to investigate
the effects of vitamin C on levels of lipid peroxidation and reduced glutathione in liver
tissue of mice immunosuppressed by cyclophosphamide. The study was performed
in Swiss mice, female, 45 days old. The animals were divided into four groups of
eight animals each. Groups: control group, vitamin C, cyclophosphamide group and
treatment group (vitamin C and cyclophosphamide). The treatment lasted six days
and on the seventh euthanasia of animals. The biochemical analysis of lipid
peroxidation, and reduced glutathione were performed in liver tissue. The
cyclophosphamide caused a significant increase (p <0.0001) in the levels of lipid
peroxidation. No significant changes were observed in the groups treated with
vitamin C and there was no interaction between vitamin C and cyclophosphamide.
The cyclophosphamide did not alter levels of reduced glutathione. Vitamin C has
reduced the level of reduced glutathione in the control, both in animals which
received cyclophosphamide as the control and was no interaction between vitamin C
and cyclophosphamide, or intensified chemotherapy the decrease of reduced
glutathione caused by Vitamin C. The cyclophosphamide at a dose and time period
used was able to induce oxidative damage verified by increased lipid peroxidation.
The vitamin C in a dose of 50 mg / kg showed no potential to protect against
oxidative damage caused by chemotherapy.

Key words: chemotherapy, ascorbic acid, oxidative stress, antioxidant and
Immunosuppressive activity.
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1. Introducao

1.1 Ciclofosfamida

Quimioterapicos provocam diminuicdo na celularidade de forma inespecifica,
interagindo em células com alto indice mitdtico, com propriedades inibitérias sobre
as respostas imunes humorais e celulares (Whirl-Carrillo et al., 2012). Essa interacéo
pode promover sintomatologia variada ao paciente, desde sintomas
gastrointestinais, a alteragbes imunoldégicas como a imunossupressao
(KoutrasAkFau - Kalofonos e Kalofonos, 2008; Fonseca D.A.F, 2009).

A ciclofosfamida (CLF) é um exemplo de quimioterapico com atividade
imunossupressora, uma vez que interfere com a proliferacdo e a diferenciacao de
células da medula 6ssea (Hong et al., 1992; Heyland et al., 2006). Estas alteracdes
na medula estdo associadas a uma acentuada leucopenia e neutropenia levando ao
aumento da suscetibilidade a infeccbes oportunistas, reacfes gastrointestinais,
cistite hemorrégica, esterilidade, bem como malformac¢des congénitas e alopecia,
gue prejudicam o seu desfecho clinico (Abraham et al., 2011).

A CLF é metabolicamente ativada através de microssomas hepaticos
formando dois metabolitos ativos, a fosforamida mostarda e a acroleina. O ultimo é
responsavel pelos efeitos tdxicos, uma vez que induz a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (Kern JC &Kehrer JP 2002). Esse quimioterapico tem
sido usado na experimentacdo animal como modelo de inducdo de estresse
oxidativo e imunossupressdo (Zuluaga et al., 2006). Apés sua metabolizacdo, os
efeitos citotoxicos da CLF sédo devido a sua capacidade de ligar-se a cadeias de
DNA e efetuar ligacbes cruzadas (Whirl-Carrillo et al.,, 2012; Abraham et al.,
2011;Kern JC & Kehrer JP 2002; Emadi et al., 2009; Wei et al., 2012;Tripathi e Jena,
2009; Oboh et al., 2011).

1.2 Estresse Oxidativo

A producdo continua de ERO durante os processos metabolicos leva as
células a desenvolverem mecanismos de defesa antioxidantes, que controlam os
niveis de espécies reativas produzidas e impedem a inducdo de danos oxidativos.

O organismo possui defesas antioxidantes enzimaticas, como a superdoxido

dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX), além de um
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importante antioxidante ndo enzimético, como o tripeptidio glutationa reduzida (GSH)
(Suhail et al., 2012). Além disso, € possivel prevenir esse desiquilibrio entre as
moléculas antioxidantes e pro-oxidantes através da dieta, ofertando-se nutrientes
com alto poder antioxidante, como a vitamina A, C e E e polifenois (Suhail et al.,
2012; Halliwell & Gutteridge 2007).

A SOD constitui a primeira linha de defesa enzimatica contra a producéo
intracelular de ERO, catalisando a dismutacdo do anion superoxido (O,") a peroxido
de hidrogénio (H20,) e oxigénio (O,). Ja a enzima catalase catalisa a degradacéo do
H,0,, a catélise do H,0O, é importante, pois, na presenca do fonferro (Fe?"), leva a
formacao de radical hidroxila (HO), altamente reativo e danoso as biomoléculas
(Halliwell & Gutteridge 2007).

O organismo possui também como mecanismo de defesa a GSH, principal
antioxidante endégeno ndo enziméatico. Trata-se deumtripeptidio contendo cisteina
que representa o tiol ndo-proteico mais abundante nas células. Este antioxidante é
primeiramente sintetizado no figado e transportados posteriormente pata os tecidos
(Wu G et al., 2004).

El-Sheikh e Rifaai2014, em estudo sobre a hepatotoxicidade induzida pela
CLF e seus mecanismos fisiolégicos envolvidos, verificaram diminui¢do da atividade
enzimatica antioxidante da SOD, CAT, GPX, e Glutationa-S-transferase (GST), bem
como a alteragcdo dos marcadores de estresse oxidativo como aumento das
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), com diminuicdo da GSH e
aumento do nivel de citocinas pro-inflamatorias, indicando de maneira geral um
estado pré-oxidante apds o tratamento com CLF.

Em funcdo de o tecido hepatico ser responsavel por metabolizar a CLF e
também alvo da sua toxicidade, a busca por substancias que minimizem esse efeito
colateral torna-se importante (Dollery C., 1999; Capel Id Fau — Jenner et al., 1979).

A imunossupressao causada pela CLF deixa o paciente exposto as mais
diversas formas de contaminacédo. Entre elas a de origem alimentar, sendo orientado
a consumir uma dieta branda, a qual é composta por alimentos abrandados pela
coccéo, nao sendo permitido o consumo de frutas, legumes e vegetais na forma in
natura por serem considerados veiculos de patdgenos (Fox e Freifeld, 2012).

Esse tipo de dieta compromete a ingestdo de vitaminas hidrossolUveis como,

por exemplo, a vitamina C. Essa vitamina € de fundamental importancia para o
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organismo, pois participa de uma variedade de reagfes enziméticas, como cofator
na sintese de dopamina e noradrenalina, biossintese de colageno, carnitina,
prevencdo da anemia ferropriva, metabolismo do colesterol, na atividade da
hemoproteinacitocromo P450, sintese de neurotransmissores. Atua ainda como
potente antioxidante no fluido extracelular, protegendo o organismo de ERO e
também os lipideos plasmaticos dos danos causados pelos radicais peroxidos na
peroxidacdo lipidica (Douglas, 2002; Huang et al., 2001;Lee, 2009; Levine, 1986;
CozzolinoC., 2013).

1.3 Vitamina C

A vitamina C também recebe as denominacdes de L-&cido ascorbico,
ascorbato e vitamina antiescorbutica. O ascorbato é a forma reduzida da vitamina C,
a qual existe fisiologicamente na forma oxidada, o &cido deidroascérbico (Levine et
al., 1996; Lee, 2009).

Na maioria dos animais € sintetizada no figado e no rim a partir de D-glicose
ou D-galactose, sendo posteriormente transportada para os tecidos através da
circulagcdo (Levine et al., 1996;Nishikimi e Yagi, 1996). Os seres humanos nao sao
capazes de sintetizar o ascorbato, devido a inativacdo do gene que codifica a
enzima L-gulonolactona oxidase, necessitando ingeri-la através da dieta (Lane e
Richardson, 2014). Estudos mostram que a vitamina C possui dupla acdo em
processos oxidativos, podendo atuar como antioxidante ou pré-oxidante, neste caso,
a maioria dos resultados foi observada em modelos de experimentacao in vitro (Lee,
20009).

Estudo sobre suplementacédo de vitamina C e estresse oxidativo em ratos
Wistar sob treinamento fisico crénico, demonstrou que doses diarias de vitamina C
(20 mg/kg) apos treino ndo mostrou significativa mudancas nos niveis de TBARS.
Em contraste, os ratos suplementados com vitamina C durante o periodo de
treinamento mostraram significativamente elevados niveis de TBARS cerebrais
(Suhail et al., 2012).

A vitamina C como antioxidante ndo enzimatico atua em trés mecanismos de
defesa organica contra ERO. Desempenha funcao protetora contra a formacéo das
substéancias agressoras, funcao interceptadora ou primaria uma vez que reage com

0 oxigénio antes do inicio do processo oxidativo e funcdo reparadora, pois participa
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do sistema de regeneracdo da vitamina E, sendo, portanto, de fundamental
importancia para manter a homeostase (Lykkesfeldt, 2014).

Estudo sobre efeito da vitamina C no estresse oxidativo sobre a
nefrotoxicidade em ratos, demonstrou que a vitamina C pode controlar a regulacao
de ERO formado durante o processo (Moreira et al., 2014).

Como descrito acima a vitamina tem uma importante participacdo no
mecanismo de defesa, tornando-se indispensavel para manter a homeostase do
organismo.

Atualmente existe grande interesse na pesquisa de compostos naturais e
nutrientes que possam minimizar a toxidade de quimioterapicos auxiliando no
controle dos efeitos colaterais. Desta forma a suplementacdo de vitamina C
concomitante ao tratamento quimioterapico com CLF, pode desempenhar um papel
protetor na imunossupressdo induzida pelo farmaco (Barbosa e Kalaaji, 2014;
Pohanka et al., 2012).

Apesar da producdo endogena de vitamina C por modelos animais, sua
suplementacado dentro do limite diario recomendado, pode propiciar um estado redox
favoravel, minimizando os efeitos danosos causados pelo excesso de ERO
induzidos pela CLF em tecidos saudaveis (Pohanka et al., 2012; Campbell e Dachs,
2014).

Tendo em vista que o figado € o 6rgéo responsavel por metabolizar a CLF e
pela producdo endbégena da vitamina C, torna-se 6rgdo de eleicdo para
investigagdes de estresse oxidativo.

No presente estudo, serdo investigados os efeitos da administracéo
intraperitoneal (i.p.) de vitamina C sobre parametros de estresse oxidativo em tecido

hepatico de camundongos imunossuprimidos por CLF.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Avaliar a suplementacdo de vitamina C sobre parametros de estresse
oxidativo em tecido hepético de camundongos com imunossupresséo induzida por

ciclofosfamida.

2.2  Objetivos especificos

I Quantificar peroxidacao lipidica no tecido hepatico;
i. Avaliar contetdo de GSH no tecido hepatico;
iii. Avaliar a atividade da CAT e da SOD no tecido hepatico.

17



3. Metodologia
3.1Delineamento experimental

O projeto de pesquisa sera submetido ao Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal de Pelotas (UFPel)..

Serao utilizados 32 camundongos fémeas Swiss, com 45 dias de idade, oriundos
do Biotério Central da UFPel. Os animais serdo alocados em grupos de 4 em caixas
de polipropileno com grade, especificas para criagdo, medindo de 27x19x20 cm,
comedouro tipo tunel e bebedouro de polipropileno com capacidade para 300 ml. As
caixas serdo transferidas para gabinete ventilado onde os animais permanecerao
por 5 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 receberdo sob livre demanda agua e racdo padrdo para roedores
marca Nuvilab® diariamente. A higiene das caixas ocorrera diariamente para
minimizar qualquer tipo de contaminacao.

Os animais serdo divididos em quatro grupos constituidos por oitos animais cada:
controle, ciclofosfamida, vitamina C e tratamento, que serdo detalhados a seguir:
Grupo controle (CT): racdo e agua ad libitum; injecdo i.p de agua destilada
diariamente; Grupo ciclofosfamida (CLF): racdo e agua ad libitum; injecéo i.p de
ciclofosfamida (150 mg/kg no 1° dia e 100 mg/kg no 4° dia) e aguadestiladai.p.
diariamente; Grupo vitamina C (VIT C): racdo e agua ad libitum; injecdo i.p de
vitamina C (50 mg/kg) e aguadestiladai.p. diariamente; Grupo tratamento B (TRAT
B:): racdo e agua ad libitum; injecdo i.p de ciclofosfamida (150 mg/kg no 1° dia e 100
mg/kg no 4° dia) e injecdo i.p de vitamina C (50 mg/kg) do 4° ao 7° dia.e Grupo
tratamento (TRAT): racdo e agua ad libitum; injecéo i.p de ciclofosfamida (150 mg/kg

no 1° dia e 100 mg/kg no 4° dia) e inje¢éo i.p de vitamina C (50 mg/kg) diariamente.
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Figura 1. Delineamento do estudo

Todos os animais serdo pesados diariamente, para calculo das quantidades de
CLF, vitamina C e agua destilada a serem administrados.

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

A CLF, da marca Sigma-Aldrich, sera diluida em &agua destilada conforme
orientacdo do produto (20mg/mL) em local apropriado no dia de sua administracéo.
A aplicacdo da CLF sera realizada por via i.p. no primeiro e quarto dia do tratamento.
Cada animal recebera volume de CLF proporcional ao seu peso.

O tratamento com a vitamina C sera realizado com a administracdo de 50
mg/kg/dia da vitaminavia i.p. do primeiro ao sexto dia. O calculo do volume a ser
administrado sera calculado diariamente conforme o peso do animal.

Os animais serdo eutanasiados no 7° dia de tratamento, previamente o0s
camundongos serdo anestesiados e apoOs verificacdo de completa sedacéo,
submetidos ao procedimento de exsanguinagdo por punc¢do cardiaca conforme a
Resolucdo do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) n° 714 de junho de

2002, seguindo os principios éticos na experimentacdo animal adotado pelo Colégio
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Brasileiro de Experimentacdo Animal.O figado sera removido, pesado, e envolvido

em papel aluminio, e depois armazenado a — 80°C até o momento das analises.

3.2 Andlise do estresse oxidativo em tecido hepatico

3.2.1 Determinacao de Superoxido Dismutase (SOD)

Realizado de acordo com Marklund, 1985. O método é baseado no
acompanhamento da auto-oxidacdo do pirogalol a 420nm, processo altamente
dependente de radicais superoxido. A SOD, se presente na amostra, consome 0S
radicais superéxido presentes, que ndo estardo mais disponiveis para reagir com o
pirogalol, havendo com isso uma inibicdo da auto-oxidacao deste reagente.

Preparacdo da amostra: sera pesado 0,06 g de tecido hepatico, homogeneizado em

tampdo TFK 20 mM, com auxilio de um homogeneizador de tecido elétrico, na
proporcéo (1:10), centrifugado a 3500 rpm, por 10 minutos a 4°C. Separado 15 pL
do sobrenadante.

Descricdo da técnica: Ao homogenato acrescentar: 215 yL de tampao com catalase.

Pipetar a curva conforme a tabela abaixo (ponto zero = 100% de auto-oxidacédo do

pirogalol, deve dar um Aabs de aproximadamente 0,02/min).

U de SOD 0 025 050 1,00
Tampdo (uL)+ CAT 230 217 205 180
SOD (uL) 0 125 25 50

Acrescentar Pirogalol e homogeneizar no Vortex. A absorbancia sera
monitorada em duplicata por 180 segundos de 30 em 30 minutos e determinada
espectrofotometricamente a 420nm. O resultado sera expresso em U SOD.mg de
proteina-1 (uma unidade de atividade de superdxido dismutase é definida como a

quantidade necessaria para reduzir a velocidade da reacdo em 50%).

3.2.2 Determinacao da Catalase (CAT)

A atividade da CAT sera determinada conforme descrito por Aebi 1984, que
se baseia no acompanhamento da decomposicdo de H,;O, determinada

espectrofotometricamente a 240 nm.
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Preparacdo da amostra: serd pesado 0,06 g de tecido hepético, homogeneizado em
tampdo TFK 20 mM, na proporgéo (1:10), com auxilio de um homogeneizador de
tecido elétrico, aposcentrifugado a 3500 rpm, por 10 minutos. Separado 100 yL do

sobrenadante.

Descricdo técnica: Ao homogenato acrescentar: 10 yL de TRITON 10% (deixar
reagir 15 minutos em gelo). Apds, serdo incubadas em um tampao especifico na
presenca de peroxido de hidrogénio. Absorbancia serd monitorada de 10 em 10
segundos durante 3 minutos, e determinada espectrofotometricamente a 240 nm. Os
resultados serdo expressos em unidades de atividade de catalase por mg de
proteina (sendo uma unidade definida como a quantidade de enzima que decomp®e

1 umol de H,O, por minuto por mg de proteina).

3.2.3 Determinacao da Glutationa reduzida (GSH)

O conteudo de glutationa reduzida sera determinado conforme o método
descrito por Ellman 1959.
Preparacdo da amostra: serd pesado 0,06 g de tecido hepético, homogeneizado em

tampdo TFK 20 mM, na proporcédo (1:10), com auxilio de um homogeneizador de
tecido elétrico, apds centrifugado a 3500 rpm, 10 minutos a 4°C. Separado 40 pL do
sobrenadante.

Descricdo da técnica: Ao homogenato acrescentar: 40 uL de acido tricloroacético

(TCA) a 10%. Centrifugadar a 15.000 rpm por 10 minutos & 4 °C. Os grupamento
tidis ndo proteicos serdo quantificados pela adicdo de 60 uL do sobrenadante
acido/desproteinizado em 125 pyL de TFK 1M, ph 7,0 e 25 uL de 5,5-ditiobis 2-
nitrobenzoato (DTNB) 10 mM, sendo homogeneizados no Vortex. Sera realizada a
leitura do sobrenadante no espectrofotdmetro com absorbancia de 405 nm.

3.2.4 Peroxidacgdo lipidica (TBARS)

Espécies Reativas de Oxigénio reagem com lipidios de membrana causando
lipoperoxidacdo, com consequente formacdo de malondialdeido (MDA). Esta
substancia reage com o acido tiobarbittrico (TBA) sob aquecimento, formando um
composto de coloracdo rosada, coloracdo esta que é proporcional a quantidade de
malondialdeido formado. A formacdo de MDA, um indice de peroxidacédo lipidica,
sera determinada como descrito por Ohkawa H Fau - Ohishi, Ohishi N Fau - Yagi et
al. 1979.
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Preparacdo da amostra: serd pesado 0,06 g de tecido hepético, homogeneizado em

tampao TFK 20 mM, na proporcéo (1:10), centrifugado a 3500 rpm, 10 minutos.
Separado 200 pL do sobrenadante.

Descricdo da técnica: Ao homogenato acrescentar: 50 uL de dudecilsulfato de sodio
(SDS) a 8,1%, 375 pL de acido acético 20%, pH 3,5, 375 pL de acido tiobarbiturico
(TBA) 0,67%. Homogeneizada no Vortex. Incubar em banho fervente (95°C) por60

minutos, deixando resfria por 5 minutos. Apos o conteudo sera centrifugado a 3500
rom durante 10 minutos. Sera feito a leitura do sobrenadante no espectrofotdmetro
com absorbancia de 535nm. As concentracdes plasmaticas de MDA serdo

expressas como nmo/ml.

4, Analise estatistica

As analises estatisticas serdo realizadas de acordo com a distribuicdo
encontrada relacionada a cada grupo tratado. Sera usado ANOVA de uma (efeito do
tratamento A e B) e de duas vias (efeito da vitamina C, CLF e interacdo vitamina C
vs. CLF), usando o programa Graphpad Prism 5.0®. Sera considerado o nivel de

significancia de 0,05.

5. Resultados e Impactos esperados

Espera-se que este projeto contribua com o entendimento de como a vitamina
C pode beneficiar o organismo frente a imunossupressdo induzida por
quimioterapico, através do seu potencial antioxidante. Este projeto permitira a
elucidacdo dos beneficios da suplementacdo nutricional especifica, por meio da
neutralizacdo do estresse oxidativo. Esta situacdo tem uma implicacdo pratica, pois
a ciclofosfamida é uma droga amplamente utilizada atualmente no tratamento do

cancer e que leva os pacientes a diversos efeitos colaterais indesejados.
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6. Plano de trabalho e cronograma do Projeto

Tabela 1. Plano de trabalho e cronograma do Projeto

Atividades 1°/2015 2°/2015 1°/2016
Revisao bibliografica X X X
Padronizacdo de Técnicas X

Desenvolvimento do ensaio biolégico X

Andlises bioquimicas X

Analise dos resultados X

Redacéo da dissertacao X
Defesa da dissertacao X
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6. Orgcamento
Tabela 2. Orgamento

, Valor Total
Material Quant. Unit. (R$) (R$)
Micro tubo tipo Eppendorf 1,5 mL
Pacote ¢/500 2 63,00 126,00
Ponteira Azul de 200 a 1000 uL
Pacote ¢/1000 un. 2 34,90 69,80
Ponteira Amarela de 0 a 200 uL
Pacote ¢/1000 un. 2 12,90 25,80
Luva de latex tam P
Caixa ¢/100 un. 1 26,00 26,00
Agua destilada
Frasco ¢/1000 ml 1 6,50 6,50
Vitamina C (acido ascérbico) 1 239 25 239 25
Frasco ¢/100g ' '
Cyclophosphamide monohydrate 1 218.50 218 50
Frasco c/ 250 mg ' '
EDTA (&cido etilenodiamino tetracético)
Frasco ¢/1000mL 1 35.77 35,77
TCA(Acido Tricloacético) 1 20.85 2085
Frasco 100 g ' '
DTNB (&cido ditionitrobenzdico)
Frascoc/ 500 mg 1 97,00 97,00
KCL (Cloreto de Potassio) frasco C/ 500 g 1 1712 1712
Frasco ' ’
SDS (Dodecilsulfato de Saodio) 1 47 23 47 23
Frasco ¢/ 500 g ' ’
Acido Acético
Frasco ¢/ 1000 mL 1 19,04 19,04
TBA (Acido Tiobarbittrico)
Frasco/100 G 1 1.489,14 1.489,14
Pirogalol
Frasco ¢/ 500 mL 1 309,12 309,12
Triton
Frasco ¢/ 1000 mL 1 175,00 175,00
K2PO4 (Fosfato de Potassio Dibasico) 1 3133 3133
Frasco ¢/ 250 g ' ’
KH2PO4 (Fosfato de Potassio Monobasico) 1 26.35 26.35
Frasco ¢/ 250 g ' ’
Total (R$) 2979,8

Os reagentes e materiais supracitados serdo fornecidos pelo Programa de

P6s Graduacao em Nutricdo e Alimentos-PPGNA.
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7. Aspectos Eticos

O projeto sera submetido ao Comité de Etica em Experimentacio 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 impacto da suplementacéo de
vitamina C sobre niveis de peroxidacdo lipidica e glutationa reduzida em tecido
hepatico de camundongos com imunossupressao induzida por ciclofosfamida.

Apoés a qualificacdo e aprovacédo, 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). Apés
procedeu-se com a reserva de animais experimentais no Biotério da UFPel.

O experimento iniciou no dia 18 de setembro de 2015 e foi finalizado no dia
29 de setembro de 2015. Os animais foram alocados em caixas moradia, com 4
animais cada, totalizados 6 caixas. 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 aclimatacdo antes do inicio do experimento,
proporcionando uma melhor adaptacédo ao Laboratorio de Nutricdo Experimental.

No sexto dia deu-se inicio ao modelo experimental. Os animais foram
aleatoriamente alocados nos grupos controle (CT), ciclofosfamida (CLF), vitamina C
(VIT C) e tratamento (TRAT). Neste mesmo dia iniciaram-se as aplicacdes de
ciclofosfamida, vitamina C e agua destilada conforme descrito abaixo:

Grupo CT:racao e agua ad libitum; injecao i.p de agua destiladadiariamente.

Grupo CLF: racdo e agua ad libitum; injecdo i.p de ciclofosfamida (150 mg/kg no 1°
dia e 100 mg/kg no 4° dia) e agua destiladai.p. diariamente.

GrupoVIT C: racéo e 4gua ad libitum; injecéo i.p de vitamina C (50 mg/kg) e agua
destiladai.p. diariamente.

TRAT: racéo e agua ad libitum; injecédo i.p de ciclofosfamida (150 mg/kg no 1° dia e
100 mg/kg no 4° dia) e inje¢ao i.p de vitamina C (50 mg/kg) diariamente.

Optou-se por retirar o grupo tratamento B, conforme constava no projeto, por
evidenciar que a administragdo da vitamina C durante somente 3 dias, seria um

periodo muito curto para se evidenciar alguma alteracdo nos parametros avaliados.
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Todos os animais foram pesados diariamente em balanca digital(Marte®
AD2000. Max: 2010g, Min: 0,5g) para célculo das quantidades de CLF, vitamina C e
agua destilada a serem administrados.

A imunossupressao induzida por CLF foi realizada de acordo com modelo

previamente descrito *®

, resumidamente, foi administrado 150 mg/kg de CLF no
primeiro dia da indu¢cdo do modelo e 100 mg/kg de CLF no quarto dia.

A CLF, da marca Sigma-Aldrich, foi diluida em &gua destilada conforme
orientacdo do produto (20mg/mL) em local apropriado no dia de sua administracao.
A aplicada da CLF foi realizada por injecéo intraperitoneal no primeiro e quarto dia
do tratamento. Cada animal recebeu volume de CLF proporcional ao seu peso.

O tratamento foi realizado com a administracdo de 50 mg/kg/dia de vitamina C
i.p. do primeiro ao sexto dia. O calculo do volume administrado foi calculado apés o
peso diario de cada animal. Durante o periodo do experimento, ocorreram perda de
2 animais do grupo tratamento.

A eutanasia dos animais ocorreu no 7° dia de tratamento, previamente o0s
camundongos foram anestesiados, apds verificacdo de completa sedacédo, foram
submetidos ao procedimento de exsanguinagdo por punc¢do cardiaca conforme a
Resolugdo do Conselho Federal de Medicina Veterinaria n° 714 de junho de 2002,
seguindo os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal.

ApOs os animais foram laparatomizados para a retirada do figado, sendo
posteriormente congelado a -80°C até o momento das analises.

As dosagens bioquimicas foram realizadasno Laboratério de Nutricdo
Experimental da Faculdade de Nutricdo da UFPel. Concomitante as analises ocorreu
a tabulacdo dos dados em planilhas e em sequéncia, a andlise estatistica. Posterior
a essas etapas deu-se inicio a escrita do artigo e estruturacao da dissertacao.

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 espaco no meio cientifico.

O titulo sofreu alteracdo para melhor se adaptar as analises que foram
realizadas. Incialmente planejava-se fazer a avaliacdo de enzima antioxidantes,
como SOD e CAT, poréem em funcdo do tempo (conclusdo em um ano e meio) e da

necessidade de parceria externa para a realizagdo dessas dosagens, nao foi
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possivel efetua-las até o presente momento, porém estd como perspectiva para

futuro trabalho, uma vez que estdo armazenadas metade dos tecidos utilizados.
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Resumo

ARAUJO de Sousa, Evelyn. Impacto da suplementacéo de Vitamina C sobre niveis de
peroxidacdo lipidica e glutationa reduzida em tecido hepéatico de camundongos com
imunossupressao induzida por ciclofosfamida. 2015.

Objetivos: investigar os efeitos da vitamina C sobre niveis de peroxidacdo lipidica e
glutationa reduzida em tecido hepatico de camundongos imunossuprimidos por
ciclofosfamida. Métodos: O estudo foi realizado em camundongos Swiss, fémeas, 45 dias de
idade. Os animais foram divididos em quatro grupos com oito animais em cada. Grupos:
grupocontrole, grupo vitamina C, grupo ciclofosfamida e grupo tratamento (vitamina ¢ e
ciclofosfamida). O ensaio biol6gico teve duracao de seis dias, sendo no sétimo a eutanasia
dos animais. As analises bioquimicas de peroxidacéo lipidica e glutationa reduzida foram
realizadas em tecido hepéatico. Resultados: A ciclofosfamida causou aumento significativo (p
<0,0001) nos niveis de peroxidacao lipidica. Nao foram observadas alteraces significativas
nos grupos tratados com vitamina C e n&o houve interagdo entre a vitamina C e
ciclofosfamida. A ciclofosfamida ndo alterou niveis de glutationa reduzida. A vitamina C
causou a reducao do nivel de glutationa reduzida em relagdo ao controle, tanto nos animais
que receberam ciclofosfamida quanto no controle e houve interacdo entre Vitamina C e
ciclofosfamida, ou seja, o quimioterapico intensificou a diminuicdo da glutationa reduzida
provocada pela Vitamina C. Conclusdo: A ciclofosfamida na dose e periodo utilizado foi
capaz de induzir ao dano oxidativo verificado pelo aumento da peroxidagdo lipidica. A
vitamina C na dose de 50 mg/kg de peso ndo apresentou potencial para proteger contra o
dano oxidativo provocado pelo quimioterapico.

Palavras chaves: ciclofosfamida, &cido ascorbico, estresse Oxidativo, peroxidacao lipidica
e glutationa reduzida e antioxidante.
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Abstract

Aradjo de Souza, Evelyn. Impact of Vitamin C supplementation on lipid peroxidation
levels and reduced glutathione in the liver tissue of mice with cyclophosphamide-
induced immunosuppression. 2015.

Objectives: To investigate the effects of vitamin C on levels of lipid peroxidation and reduced
glutathione in liver tissue of mice immunosuppressed by cyclophosphamide. Methods: The
study was carried out in Swiss mice, female, 45 days old. The animals were divided into four
groups of eight animals each. Groups: control group, vitamin C, cyclophosphamide group
and treatment group (vitamin C and cyclophosphamide). The biological assay lasted six days
and on the seventh euthanasia of animals.The biochemical analysis of lipid peroxidation, and
reduced glutathione were performed in liver tissue. Results: The cyclophosphamide caused
significant (p <0.0001) in the levels of lipid peroxidation. No significant changes were
observed in the groups treated with vitamin C and there was no interaction between vitamin
C and cyclophosphamide. The cyclophosphamide did not alter levels of reduced glutathione.
Vitamin C has reduced the level of reduced glutathione in the control, both in animals which
received cyclophosphamide as the control and was no interaction between vitamin C and
cyclophosphamide, or intensified chemotherapy the decrease of reduced glutathione caused
by Vitamin C. Conclusion: cyclophosphamide at a dose and time period used was able to
induce oxidative damage verified by increased lipid peroxidation. Vitamin C at a dosage of 50
mg / kg showed no potential to protect against oxidative damage caused by chemotherapy.

Key words: cyclophosphamide, ascorbic acid, oxidative stress, lipid peroxidation and
reduced glutathione and antioxidant.
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Introducéo

A ciclofosfamida (CLF) € um quimioterapico utilizado no tratamento do cancer e
como agente imunossupressor em transplantes . Possui amplo espectro de efeitos
adversos, incluindo hepatotoxicidadeem seres humanos e animais experimentais > .0
mecanismo pela qual a CLF causa lesdo hepética ndo esté totalmente elucidado. Sabe-se
que sua ativacdo e metabolizagdo ocorrem através de microssomas hepéticos formando
dois metabolitos ativos, a fosforamida mostarda e a acroleina. O primeiro estaria envolvido
na sua atividade antineoplasica, enquanto a acroleina, um metabdlito altamente reativo,
seria 0 responsavel pela inducdo de lesdo hepatica, uma vez que induz a formacao de
espécies reativas de oxigénio (ERO). Sendo assim, o figado por estar diretamente envolvido
na metabolizacdo da CLF, tornando-se particularmente suscetivel ao estresse oxidativo®
® Estudos sugerem que durante a metabolizagdo da CLF no figado, além de gerar ERO
ocorreria também diminuicéo das defesas antioxidantes® ’.

Uma das consequéncias do estresse oxidativo € a peroxidagéo lipidica, que constitui
uma reagdo em cadeia nos &cidos graxos poli-insaturados das membranas celulares,
alterando sua permeabilidade, fluidez e integridade.Consequentemente, ha perda da
seletividade na troca ibnica e liberagdo do conteddo de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas, e formacdo de produtos citotoxicos, como o0 malonaldeido
(MDA), culminando com a morte celular .0 organismo possui defesas para combater as
ERO, como a glutationa (GSH), principal antioxidanteenddégeno néo enzimatico. Trata-se de
um tripeptidio contendo cisteina que representa o tiol ndo-proteico mais abundante nas
células. Este antioxidante é sintetizado no figado e transportado posteriormente para os
tecidos®.

El-Sheikh e Rifaai'®, em estudo sobre a hepatotoxicidade induzida pela CLF e
seusmecanismos fisiolégicos, verificaramaumento das substancias reativas ao acido
tiobarbitrico (TBARS) com diminuicdo da GSH e aumento do nivel de citocinas pro-
inflamatérias, indicando de maneira geral um estado pré-oxidante apds o tratamento com
CLF. Em funcéo do tecido hepatico ser responsavel por metabolizar a CLF e também alvo
da sua toxicidade, a busca por substancias que minimizem esse efeito colateral torna-se
importante?,

O tratamento quimioterdpico com CLF induz a imunossupresséo deixando o paciente
exposto as mais diversas formas de contaminacgéo. Entre elas a de origem alimentar, sendo
orientado a consumir dietabranda, no qual os alimentos sofrem processo de cocc¢do, ndo
sendo permitido o consumo de frutas, legumes e vegetais na forma in natura por serem
considerados veiculos de patégenos®. Este tipo de dieta compromete a ingestdo de
vitaminas hidrossoluveis como, por exemplo, a vitamina C. Esta vitamina é de fundamental
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importancia para o organismo, pois participa de uma variedade de reacBes enzimaticas,
atuando como potente antioxidante no fluido extracelular, protegendo o organismo de ERO e
também os lipideos plasméticos dos danos causados pelos radicais peréxidos na
peroxidacaolipidica'® .A maioria dos animais é capaz de sintetizar a vitamina C, no
entanto, os seres humanosnao possuem essa capacidade, necessitando ingeri-la através da
dieta'.

A suplementacdo de vitamina C pode propiciar um estado redox favoravel,
minimizando os efeitos danosos causados pelo excesso de ERO induzidospela CLF em
tecidos saudaveis *°. Estudos em animais tém demonstrado que o tratamento com vitamina
C na dose de 50 mg/kg de peso tem sido capaz de suprimir o estresse oxidativo'® *’.

No presente estudo, foram investigados os efeitos da administragéo intraperitoneal
de vitamina C sobre a peroxidacao lipidica e nivel de glutationa reduzida em tecido hepatico

de camundongos imunossuprimidos por CLF.

Metodologia
Animais e protocolo experimental

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

Foi realizado estudo experimental com 32 camundongos fémeaSwissalbino, com 45 dias
de idade,peso médio inicial de 28,659 + 2,99, obtidas do Biotério Central da Universidade
Federal de Pelotas. Os animais foram alocados em caixas de polipropileno com
gradeespecificas para criagdo, medindo de 27x19x20 cm, comedouro tipo tanel e bebedouro
de polipropileno com capacidade para 300 ml. As caixas foram transferidas para gabinete
ventilado com controle de temperatura e umidade relativa de 22-24°C e 65-75%,
respectivamente, e luz artificial ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais permaneceram
cinco dias em aclimatacdo, mais sete dias de ensaio bioldgico, totalizando um periodo
experimental de 12 dias. Foi fornecido racdo especifica para roedores da marca Nuvilab®e
agua ad libitum. As caixas foram higienizadas diariamente com troca da cama, para evitar
uma possivel contaminagdo tendo em vista que alguns animais encontravam-se
imunossuprimidos pelo tratamento quimioterapico.

Os animais foram divididos em quatro grupos constituidos por oitos animais cada:
controle, ciclofosfamida, vitamina C e tratamento, que serdo detalhados a seguir: Grupo
controle (CT): injecéo intraperitoneal (i.p.) de agua destilada como veiculo, diariamente;
Grupo ciclofosfamida (CLF): injecéo i.p de ciclofosfamida (150 mg/kg no 1° dia e 100 mg/kg
no 4° dia) e aguadestiladai.p. diariamente; Grupo vitamina C (VIT C): injecdo i.p de vitamina

C (50 mg/kg) e aguadestiladai.p. diariamente; e Grupo tratamento (TRAT): injecdo i.p de
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ciclofosfamida (150 mg/kg no 1° dia e 100 mg/kg no 4° dia) e injecéo i.p de vitamina C (50
mg/kg) diariamente.

A imunossupresséao induzida por CLF foi realizada de acordo com modelo previamente
descrito™. No qual, foi administrado 150 mg/kg de CLF no 1° dia da indug&o do modelo e
100 mg/kg de CLF no 4° dia.

A CLF (Sigma-Aldrich®) foi diluida em agua destilada conforme orientacdo do produto
(20mg/mL) em local apropriado no dia de sua administragdo. A CLF foi aplicada por injec&do
i.p.n01° e 4° dia do tratamento. Cada animal recebeu volume de CLF proporcional ao seu
peso.

O tratamento foi realizado com a administracdo de 50 mg/kg/dia de vitamina C i.p. do 1°
ao 6° dia. O calculo do volume a ser administrado foi calculado apds o peso diario obtido de
cada animal.

Os animais foram eutanasiados no 7° dia do ensaio biolégico. Previamente os
camundongos foram anestesiados e apos verificacdo de completa sedacdo, submetidos ao
procedimento de exsanguinagdo por puncdo cardiaca conforme a Resolugdo 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 Experimentac&o
Animal. Apdés os animais foram laparatomizados para a retirada do figado, sendo
posteriormente congelado a -80°C.

Andlises Bioquimicas

A formacado de MDA, um indice de peroxidacgéao lipidica foi medido no tecido hepatico
por meio da quantificagdo das substancias reativas ao é&cido tiobarbitirico
(TBARS),conforme Ohkawaet al *°.

As amostras foram incubadas a 95° C durante 60 minutos em meio acidocontendo
Dodecilsulfato de Sodio (SDS) a 8,1%, acido acético 20%, pH 3,5 e acidotiobarbitlrico (TBA)
0,67%. ApGs as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm durante 10 minutos. O produto da
reacdo foi determinado a 535nm por espectrofotometria.Os resultados foram expressos em
nmols de TBARS/mg de proteina.

O contetdo de glutationa reduzida foi determinado indiretamente através da
estimativa de tidis ndo proteicos conforme o método descrito porEllman®. Foi adicionado as
amostrasécido tricloroacético (TCA)10%, sendo centrifugado a 15.000 rpm por 10 minutos a
4 ° C. Os grupamento tiéis ndo proteicos foram quantificados pela adicdo de tamp&o fosfato
de potéssio (TFK) 1M, ph 7,0 e 5,5-ditiobis 2-nitrobenzoato (DTNB) 10mM. A leitura do

espectro do produto da reacdo foi realizada a405nm. Os resultados foram expressos
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emnmol/mg de proteina.A dosagem de proteina nos tecidos foi realizada pelo método de
Lowry®..
Analises estatisticas

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo (DP). Foi testada a
normalidade de todas variaveis para selecionar o teste estatistico mais apropriado. A
ANOVA de duas vias foi usada para verificar diferenca estatistica e interacdes entre os
grupos, estabelecido nivel de significAncia de 5%. O teste tpareado foi utilizado para
comparacao de peso inicial e final dos tratamentos e o teste t de amostras independentes foi
utilizado quando a interagdo foi encontrada entre os grupos. Foi usado software GraphPad

Prism 5° para as andlises.
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Resultados

Ciclofosfamida como indutor de imunossupresséao
Ao final do periodo experimental os animais tratados com CLF apresentaram
imunossupressao, verificado pela diminuicdo de 60% nos niveis de leucécitos e 97% de

neutrdéfilos quando comparados ao grupo controle.

Efeito da ciclofosfamida e da vitamina C sobre peroxidacdo lipidica em tecido
hepatico

A Figura 1 apresenta os efeitos da vitamina C e CLF nos niveis de peroxidagéo
lipidica no tecido hepatico. A CLF causou aumento significativo (p <0,0001; Fator CLF) nos
niveis de TBARS, sendo que no grupo controle a média de lipoperoxidacao foi 0,047+0,007
nmol/mg de proteina e no grupo CLF, a média foi de 0,065+0,009 nmol/mg de proteina. Nao
foram observadas alteragfes significativas nos grupos tratados com vitamina C em relacdo

ao controle e ndo houve interagdo entre a vitamina C e ciclofosfamida.

Efeito da ciclofosfamida e da vitamina C sobre niveis de GSH em tecido hepético

Como podemos verificar na figura 2, a CLF ndo alterou os niveis de GSH, e a
vitamina C causou reducao significativa nos niveis de GSH em rela¢do ao grupo controle, de
0,130 = 0,005 umol/mg de proteina para 0,110 + 0,010 umol/mg de proteina (p=0,003).
Observou-se ainda interagéo entre a vitamina C e CLF (p=0,03), ou seja, a CLF intensificou
a diminuicdo da GSH provocada pela vitamina C.

40



Discussao

Os resultados do presente estudo, corroboram com os resultados descritos por
Zuluaga et al*®, no qual utilizaram camundongos Swiss fémeas com 180 dias de idade, e o
tratamento com CLF (ha dose de 150 mg/kg no 1° dia e outra de 100 mg/kg de peso no 4°
dia de tratamento)foi capaz de induzir a imunossupresséo. No presente estudo este modelo
de imunossupressao também induziu ao dano oxidativo verificado pelo aumento dos niveis
de TBARS em aproximadamente 40%. El-Sheikhe Rifaai'® em estudo realizado com ratos
albinos machos adultos utilizaram a CLF em dose Unica de 150 mg/Kg de peso cinco dias
antes do termino do experimento. O grupo que recebeu somente CLF apresentou niveis
significativamente superiores (aproximadamente 230%)de lipoperoxidagdo em tecido
hepético. Wei et al®? em estudo com camundongos fémeascom 35 diasde idade utilizaram a
CLF como indutor de imunossupressao, na dose Unica de 100 mg/kgde pesoi.p. Apds
analises em tecidos de timo e bago, verificaram aumento significativo dos niveis de TBARS.

Contudo, o tratamento com vitamina C na quantidade de 50 mg/kg durante seis dias
ndo foi capaz de atenuar a peroxidacdo lipidica induzida pelo tratamento com o
quimioterapico. Ergul et al”®> em estudo sobre o efeito de diferentes doses de vitamina C
frente ao estresse oxidativo provocado pelo antimicrobiano Isoniazida (50 mg/kg), em ratos,
verificaram que a vitamina Cna dose de 100 mg/kg reduziuo estresse oxidativo provocado
pela droga enquanto que na dose de 1000 mg/kg este efeito néo foi evidenciado, ja o efeito
da vitamina C per se ndo foi apresentado. Outrodado importante deste estudo foi que o
tratamento teve duracéo de 21 dias,sendo assim, além da doseter sido menor de vitamina C
do que a utilizada no presente estudo,o periodo de duracdo do tratamento (sete dias) pode
ser uma justificativa para incapacidade da vitamina C em reduzir o dano oxidativo.

A glutationa reduzida é o mais abundante tiol intracelular, existe no organismo em
suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) atuando direta ou indiretamente em muitos
processos biologicos importantes, incluindo a sintese de proteinas, metabolismo e protecao
celular *.0s niveis intracelulares de tiol sdo importantes na determinacdo da extens&o da
lesdo celular induzida por agentes quimioterapéutico, possui ainda, papel central na defesa
das células contra o estresse oxidativo *°.

Em particular, problemas na sintese e metabolismo da glutationa reduzida estdo
associados a algumas doencas, nas quais 0s niveis de glutationa reduzida e das enzimas
qgue atuam no seu metabolismo podem ser bastante significativos no diagndstico de alguns
tipos de cancer, bem como em outras doencas relacionadas ao estresse oxidativo®.
Alteracbes na concentracdao deste tripeptidio podem ser um indicador utii em certas
desordens fisiol6gicas, como anemias causadas por infecces ou seguidas pela

administracdo de algumas drogas oxidantes® ?°.
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No presente estudo a GSH teve sua atividade diminuida pela vitamina C em ambos
0s grupos. Possivelmente a interagdo da droga com a vitamina impediu que os estoques do
antioxidante fossem repostos. Esta situacado pode ter efeito positivo, no caso de células

tumorais. Como podemos verificar no estudo realizado por Prasad et al®®

, ho qual foi
induzido tumor em camundongos machos Swissalbinos, observou-se que apos o tratamento
com CLF e vitamina C, a interacdo destas, promoveu diminuicdo nos niveis de GSH em
células tumorais, aumentando assim a suscetibilidade a apoptose. Verificaram ainda que a
diminuicdo da defesa antioxidante GSH da célula tumoral foi benéfica para o hospedeiro.

A GSH tem sido foco de interesse no tratamento quimioterapico do cancer. Uma
elevagdo intracelular nos niveis de GSH tem sido atribuida a resisténcia das células
cancerosas ao estresse oxidativo, radioterapia e quimioterapia, enquanto que uma deplecéo
de seus niveis poderia aumentar a citotoxicidade de uma variedade de agentes antitumorais
27, 28.

No estudo de Gurgen et al*® sobre o efeito protetor de diferentes antioxidantes, entre
eles o acido ascérbico, em ratos fémeas da linhagem Wistar tratados com CLF (75 mg/kg de
peso- uma vez por semana, durante trés semanas), verificaram que apoés tratamento com
vitamina C (200 mg/kg de peso-doses diarias por gavagem durante trés semanas), o valor
de GSHno plasma, no grupo contendo a CLF evitamina C foi maior do que no grupo tratado
apenas com CLF, sendo o resultado semelhante ao do grupo controle, sugerindo que a
interacdo entre os dois foi capaz de reestabelecer ou manter os niveis de GSH. Foi
observado ainda que tanto a dose de vitamina C quanto a droga CLF aliada ao maior tempo
de tratamento possibilitaram um aumento de GSH mediado pela vitamina C, diferentemente
do encontrado no presente estudo.

Outra hipétese para o fato da vitamina C per se ter diminuido a GSH, seria que,
como os camundongos, diferentemente dos humanos, sdo capazes de sintetizar esta
vitamina e que seu metabolismo esta ligado diretamente com a producdo de GSH, em que
ambas atuam como defesa antioxidante, pode ter ocorrido uma feedback negativo, ou seja,
com o maior aporte de vitamina C, a producdo endogena de GSH foi parcialmente
suprimida, como sugerido em uma revisdo sobre metabolismo da vitamina C em animais
anteriormente. O fato da CLF n&o ter alterado o nivel de GSH pode ser explicado por sua
tltima dose ter sido administrada trés dias antes da analise, este tempo pode ter sido
suficiente para o reestabelecimento dos niveis de GSH*.

Como se pode verificar dependendo do tipo celular, a diminuicdo da defesa
antioxidante GSH pode ser benéfica ou ndo. No caso do presente estudo a interagéo entre a
vitamina e o quimioterapico promoveu a deplecdo desse sistema de defesa, expondo o

hospedeiro exposto ao dano oxidativo. J4 se este efeito fosse encontrado em células
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tumorais, esta susceptibilidade poderia auxiliar na apoptose e com isso intensificar o efeito
do quimioterapico. Antioxidantes podem se tornar mais efetivos e menos prejudiciais quando
administrados em concentracdes e por periodos apropriados **'**. O mecanismo pelo qual a
interacdo das duas substancias promove diminuicdo da GSH nao foi elucidado até o
momento.

Algumas limitag6es do estudo pode ter sido a dose de 50 mg/kg de vitamina C ser
considerada pequena para ser observado um possivel efeito protetor contra o dano
oxidativo. Além disso, o tempo de tratamento de sete dias associado ao fato da
suplementacéo ter iniciado junto com o tratamento quimioterapico, e nao anterior, pode ter
sido outro fator limitante para a incapacidade da vitamina C exercer efeito sobre o dano

oxidativo.

Concluséo

A CLF na dose e periodo utilizado foi capaz de induzir ao dano oxidativo verificado
pelo aumento da peroxidacdo lipidica. A vitamina C na dose de 50 mg/kg de peso ndo
apresentou potencial prote¢do contrao dano oxidativo provocado peloquimioterapico nessas
condi¢cbes, evidenciado pela supressdo dos niveis de GSH e efeito nulo sobre a
lipoperoxidagdo. Entretanto, mais estudos com diferentes concentragbes e tempos de

administracao desta vitamina sdo necessarios.
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Figura 1: Lipoperoxidacdo hepatica em camundongos Swiss. Resultados expressos em

média + DP, (n=8). Teste ANOVA de 2 vias. Pelotas, 2015.
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Valor p
Interacao 0,0366
Fator Vitamina C < 0,0001
Fator CLF 0,2276
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Figura 2: Niveis de GSH em tecido hepatico de camundongos Swiss. Resultados expressos
em média + DP, (n=8). TESTE ANOVA de 2 vias. Pelotas, 2015.

*diferenca em relag&o ao controle (teste t);

** diferenca em relagdo a CLF e vitamina C (teste t).
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Anexo

Cépia do parecer de ética
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2015)
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DMLY, Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidinte da CEEA
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