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RESUMO

O éacido ascorbico comumente chamado de vitamina C possui propriedades antioxidantes
como também podem atuar como prd- oxidantes. Devido a essas propriedades o uso clinico
do 4cido ascorbico € controverso frente aos quimioterapicos por poderem ter efeitos
antagonicos. Assim objetivou neste trabalho avaliar o efeito do quimioterapico Cisplatina
isolada e conjugado com a vitamina C em altas doses, através da avaliagdo citotoxica e
mutagénica. Essa avaliagdo ocorreu por meio das células meristematicas de raizes de Allium
cepa L, onde foram administradas vitamina C na concentracdo de 1mg/ml associado a
diferentes doses de Cisplatina (1pug/ ml, 10 pg/ml e 50 pg/ml) nos tempos de exposi¢cao de 24,
48 e 72 horas. A partir dos resultados obtidos verificou-se que todas as concentragdes
definidas apresentaram efeitos citotoxicos em todos os tempos de exposi¢cdo quando
analisados em relagdo ao controle negativo, porém os resultados obtidos da vitamina C
conjugada com a cisplatina observou-se que a vitamina C permitiu de forma significativa um
maior percentual de divisao celular quando comparadas as células tratadas somente com a
cisplatina. Em relacao a agdo mutagénica a vitamina C conjugada com a cisplatina apresentou
maior percentual de alteracdes de fuso mitdtico. Estes resultados demonstram a necessidade
de mais estudos de avaliagdo, em diferentes sistemas testes, para se determinar qual a
concentragdo ideal de vitamina C que deva ser administrado com a cisplatina, para que se
verifique um aumento na eficacia do tratamento.

Palavras-chave: Quimioterapia. Cisplatina. Vitamina C. Citotoxicidade. Mutagenicidade.



ABSTRACT

The ascorbic acid, commonly known as vitamin C has antioxidant properties and may also act
as pro-oxidant. Due to these properties, the clinical use of ascorbic acid is controversial front
of chemotherapy because they can have antagonistic effects. So this study aimed to evaluate
the effect of Cisplatin chemotherapy alone and in conjunction with high doses of vitamin C
for cytotoxicity and mutagenicity evaluation. For that, meristematic cells of Allium cepa L.
were submitted to high doses of vitamin C at a concentration of Img / ml associated to
different doses of cisplatin (1 pg/ ml, 10ug / ml and 50pg / ml) in the exposure time of 24, 48
and 72 hours. Our results show that all concentrations presented cytotoxic effects in all
exposure times when compared to negative control, but the results of vitamin C combined
with cisplatin showed greater percentage of cell division compared to cells treated only with
cisplatin. In relation to mutagenicity, vitamin C combined with cisplatin showed a higher
percentage of mitotic spindle changes. These results demonstrate the need for more evaluation
studies in different test systems, to determine the optimal concentration of vitamin C to be
administered with cisplatin, for increasing the efficiency of chemotherapeutic treatment.

Keywords: Chemotherapy. Cisplatin. Vitamin C. Cytotoxicity. Mutagenicity.
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1 INTRODUCAO

O 4cido ascorbico, comumente chamada vitamina C é um micronutriente essencial
para humanos, sendo bem conhecido por sua atividade antioxidante, destruindo radicais livres
que levam ao dano oxidativo de importantes macromoléculas tais como o DNA, lipidios e
proteinas (GOLDE, 2003; CARR e FREI, 1999).

Destes 1952 o acido ascorbico tem sido proposto como um agente quimioterapico
(GONZALEZ, 2005). No entanto foi em 1976, que estudos mostraram que o tratamento
exclusivo de vitamina C também poderia ser terap€utica, aumentando a sobrevida de
pacientes com cancer em estadio avangado quando submetidos a altas doses de vitamina C
intravenosa (IV) (CAMERON e PAULING,1976). Embora, mais tarde, diferentes testes
clinicos controlados falharam em mostrar beneficios com exclusiva utilizagao da vitamina C
em pacientes com cancer quando administrados oralmente (CREAGAN et al., 1979;
MOERTEL et al., 1985; PARROW et al., 2013).

A biodisponibilidade de ascorbato depende enormemente da rota de administracao,
visto que os niveis de ascorbato nos tecidos e plasma sanguineos sdo fortemente controlados
quando administrados oralmente (PARROW et al., 2013). Estudos mostram que doses
terapéuticas de ascobarto ndo sdo atingidas quando administradas oralmente (CHEN et al.,
2007). Por outro lado, altas doses de vitamina C por via intravenosa IV se mostraram
eficientes como agente antitumoral e, ¢ parte de terapias complementares para melhorar a
qualidade de vida, protegendo contra efeitos secunddrios da quimioterapia, aumentando a
defesa do sistema imunitdrio e induzindo efeitos anti-prolifertivos (VOLLBRACHT et al.,
2011).

Apesar de inimeros estudos com cultura de células e linfoécitos humanos isolados
mostrarem aumento na forma¢dao de dano oxidativo ao DNA, mostrando um efeito pro-
oxidante da vitamina C (SINGH, 1997; ANDERSON D et al.,1994; CARR ¢ FREI, 1999),
acredita-se que estes, sejam artefatos de culturas de células ( CLEMENT et al., 2001). O acido
ascorbico (AA) ndo ¢ diretamente transportado pela maioria das células e a presenga de
metais tais como o ferro e cobre comuns em culturas de células permite que o AA reduza
esses ions metalicos, causando um efeito citotoxico pela liberagdo de perdxido de hidrogénio
(WILSON et al., 2014).

A administragdo de altas doses por via intravenosa ou intraperitoneal de vitamina C ¢

atualmente debatida pela comunidade oncologica, visto que dados pré-clinicos em modelos
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animais embora mostrem uma redugdo significativa do crescimento do tumor, revelem que a
utilizagdo farmacolégica de vitamina C, como um agente Unico, ndo ¢ curativa (CASCIARI
et al., 2005; CHEN et al., 2008; DU et al., 2010; POLLARD et al., 2010; VOLLBRACHT
et al., 2011). Enfatizando que a tendéncia para o futuro pode estar em uma combinagdo de
vitamina C e quimioterapicos (HOFFER et al., 2008).

Os medicamentos sintéticos possuem grupos de compostos ativos farmacologicamente
que atuam no organismo, por isso se faz necessario a avaliagdo das potencialidades
terapéuticas toxicas para a formulacdo de uma estratégia para seu uso (PERON et al., 2008).

Os bioensaios vegetais com Allium cepa ¢ um eficiente teste por ter baixo custo e facil
manipulacdo de ensaio e também permitir a avaliagdo de trés efeitos diferentes que sdo a
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade (LUTTERBECK et al., 2014). Outro ponto ¢
a espécie Allium cepa possuir alta sensibilidade para detectar possiveis efeitos toxicos e
excelente correlacdo com outros sistemas-testes, principalmente com os de mamiferos
(ARRAES; LONGHIN, 2012).

Este método de avaliacdo de alteragcdOes cromossdmicas em células meristematicas de
raizes de Allium cepa ¢é validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS)
com o apoio da Organizacao Mundial de Saude (OMS) e do Programa Ambiental das Nagoes
Unidas (UNEP) para o estudo de monitoramento (BAGATINI et al., 2007).

A vitamina C ¢ bem conhecida por sua atividade antioxidante, mas sua proposta como
agente pro-oxidante administrado em elevadas doses ¢ bastante controversa. Nesse sentido, o
presente projeto pretende analisar o efeito de vitamina C como terapia adjuvante combinada
com o quimioterapico Cisplatina em modelos vegetais com Allium cepa.

Neste contexto, objetivou-se avaliar por meio das células meristematicas de raizes de
A. cepa a citotoxicidade e mutagenicidade do agente antineoplasico cisplatina em associagao
com a vitamina C, através da andlise do indice mitotico e do uso individual da cisplatina em

diferentes doses.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Cisplatina

A cisplatina (Cis-diamminedichloroplatinum (II), CDDP) ¢ um eficiente medicamento
quimioterdpico que pode ser usado tanto em adultos como em criangas no tratamento de
cancer em estagio avangcado (HYPPOLITO et al., 2003).

Essa droga pertence a classe dos agentes antineoplasicos dos complexos de platina,
sendo constituida por um complexo de metal pesado, com dois atomos de cloro e duas
moléculas de amonia na posicdo cis (ANTUNES; BIANCHI, 2004), sendo frequentemente
utilizada em combinagdo com outro farmaco como tratamento de primeira escolha contra
varios tipos de tumores solidos (LEITE, 2010).

O uso da cisplatina, como um agente antiproliferante foi descoberta ocasionalmente
por Rosemberg e colaboradores em meados dos anos de 1960, seus estudos com culturas de
bactéria Escherichia Coli, constataram que alguns complexos de platina inibiam a divisao
celular; a partir de entdo sintetizou e aplicou em camundongos com o tumor sarcoma 180, e
em 36 dias apos observou-se a regressao total do tumor (NOVAIS, 2009). Esta descoberta, ao
acaso das suas propriedades antitumorais foi um marco historico para a quimica medicinal
inorganica que levou a um grande interesse por complexos metalicos com propriedades
farmacologicas (BERALDO, 2011).

Mesmo apo6s sua descoberta anticancerigena, Aletras et al. (1995), citado por Ferreira
(2011), afirmam que passou-se mais de 10 anos para que fosse aprovada pela agéncia
americana Food and Drug Administration (FDA) para sua comercializacdo no mercado.
Somente por volta de 1980 que a cisplatina foi introduzida como um farmaco anticancerigeno,
sendo eficaz no tratamento de diversos tipos de cancer (CARVALHO, 2009). Inicialmente era
indicado apenas em pacientes com cincer terminal, posteriormente passou a ser indicado no
tratamento de tumores localizados como nos casos dos canceres de testiculos e de ovarios
(FONTES; ALMEIDA, 1996). No caso do tratamento de cancer de testiculos tém sido
intensamente eficiente como afirma Silva (2014), citado por Jung e Lippard (2007),
apresentando indices de cura que pode chegar aos 100% quando o tratamento ¢ iniciado logo

depois do diagnostico do tumor.
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Dentro de outras neoplasias tratadas com cisplatina estdo os melanomas,
osteossarcoma, de mama e cérvix, pulmio, cabeca, esdfago, estdbmago os linfomas
(GUERRA, et al., 2005).

Porém segundo Peres e Cunha (2013, p.332), “o uso da cisplatina ¢ limitado por
resisténcia das células tumorais e por graves efeitos colaterais, tais como nefrotoxicidade,
ortotoxicidade, neurotoxicidade e alto poder emetogénico”.

Os mecanismos de resisténcia, ao qual interferem na eficiéncia do seu indice
terapéutico, ndo estdo completamente desvendados (VILLELA, 2015). Porém a literatura
sugere trés mecanismos possiveis de resisténcia para a cisplatina que sdo: redu¢do do acumulo
intracelular, aumento da inativacao intracelular da droga e o aumento da eficiéncia do reparo
do DNA (BASTIANI, 2012).

O uso da Cisplatina ¢ indicado por via intraperitoneal ou intravenosa; seus compostos
vao reagir com as membranas celulares, proteinas, RNA, mas o principal alvo da cisplatina ¢
a molécula de DNA (ANTUNES; BIANCHI, 2004). De acordo com Freitas et al. (2009), que
afirma que seu mecanismo de acdo antineopldsico esta relacionado a inibicdo seletiva e
persistente da sintese do DNA.

O sitio de ligacao da cisplatina com o DNA ocorre nos atomos de nitrogénio das bases,
sendo que a interagdo mais estavel ¢ com o nitrogénio da guanina (PEREIRA, 2014). A forma
de como a cisplatina entra na célula ndo ¢ clara, mas estudos evidenciam que o principal
mecanismo ¢ a difusdo passiva e, também, héd indicios que outro mecanismo de entrada esta
relacionado a transportadores de cobre (NOVAIS, 2009).

Segundo Leite (2010) a cisplatina exerce seus efeitos antitumorais na célula, quando
ocorre a formagdo de metabdlitos ativos, o diaquo-diamino-platino ¢ o mono-cloro-aquo-
diaminoplatino, que sdo capazes de alquilar bases puricas e pirimidicas do DNA. Ainda de
acordo como o autor esses metabolitos sao formados apos a hidrodlise intracelular da molécula
de CDDP onde os ions de cloreto da molécula sdo deslocados formando complexos
carregados positivamente, a espécie ativa da CDDP, que vao interagir com sitios nucleofilicos
de DNA, RNA e proteinas.

Sua propriedade citotoxica se deve a sua habilidade de formar ligagdes cruzadas
(“Cross-Link™) do tipo interfilamentar e intrafilamentar no DNA (CASTRO, 2010). Esses
dois tipos de ligacdo causam lesdes no DNA, mas as provocadas pelas ligagdes cruzadas
interfilamentares (“InterStrand Cross-Link — ISC”) essas sdo mais citotoxicas, mesmo que a

reparagdo das bases seja mais facil, devido a ligacdo de um tnico filamento do DNA, porém
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exigem mecanismos muito mais complexos de reparagdo, isso também ocorre nos agentes
alquilantes bifuncionais ( ALMEIDA et al.,2004; CASTRO, 2010).

Depois de entrar na célula, e sofrer modificagdes quimicas a droga ira ligar-se ao DNA
provocando alteragdes conformacionais que afetam os processos de replicagdo e transcri¢ao, €
provocam tor¢des da fita de DNA dificultando a ac¢do das enzimas de reparo e o
remodelamento da cromatina, em consequéncia leva a morte celular por apoptose
(CAMARGO; SCHOR, 1999).

Estudos tém mostrado que a cisplatina ndo atinge apenas o DNA nuclear, mas também

pode fazer efeito de ligacdo com o DNA mitocondrial (PERES; CUNHA, 2013).

2.2 VITAMINA C

De acordo com Pauling (1988), citado por Aranha (2000), a vitamina C apresenta- se
de duas formas (acido ascorbico e acido dehidroascorbico), devido as suas reagdes de 6xido-
redugdo, quando se oxida, ocorre a doagdo de dois dtomos de hidrogénio para agentes
oxidantes e entdo ira formar o acido dehidroascobico (DHA) e a forma reduzida que ¢ quando
recebe dois atomos de hidrogénio, formando novamente o &cido ascorbico (AA). Esta
situacdo ¢ reversivel, pois no interior do organismo essas transformagdes ocorrem
normalmente permitindo que uma de suas substiancias possa ser transformada na outra
(MANELA-AZULAY, 2003). Ambas as formas apresentam atividades como vitaminas, no
entando os isomeros formados a partir do seu produto de oxidagdo inicial praticamente nao
apresentam atividades vitaminicas (FORNARO; COICHEV, 1997). A forma oxidada DHA,
entra na célula por meio de transporte facilitado através dos transportadores de glicose
(GLUTSs) que sera entdao reduzido intracelularmente e retido como acido ascorbico (NAIDU,
2003).

A atividade da vitamina C como antioxidante ou pr6é oxidante vai depender da
influéncia do potencial de oxidagdo e redu¢ao no meio celular, da auséncia ou presencga de
metais de transi¢do, € a concentragdo do ascobarto, sendo este ultimo fator referido importante
em terapia, quando se pretende avaliar a influencia da ag¢do da vitamina C devido ser
facilmente manipulado e controlado (MARQUES, 2013). Uma vez que os seres humanos e
outros grupos de seres vivos ndo serem capazes de sintetizar essa vitamina, por ndo possuir a
enzima L- gulonalactona oxidase; acredita- se que os seres vivos que ndo tem tal capacidade
esteja relacionado com a finalidade de aumentar suas reservas de glicose, que € precursor do
acido ascorbico no organismo (ROSA; GODOY et al., 2006). Por isso que os seres humanos

devem obter essa vitamina através de fontes naturais ou pela sua forma sintética, sendo que
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tanto o acido ascoérbico natural ou sintético é quimicamente idéntico, e ndo existem diferencas
conhecidas nas suas atividades biologicas ou biodisponibilidade (NAIDU, 2003).

Muito se sabe que a vitamina C ¢ um micronutriente envolvido em multiplas fungdes
biologicas, porém ha pouca informagdo sobre a fisiologia da vitamina C no cancer, alguns
estudos tém verificado a eficicia dessa vitamina na manutengdo de processos imunes normais
e de defesa do hospedeiro, isso tem sugerido que a suplementagdo de vitamina C estimula o
sistema imunoldgico e pode melhorar a defesa imunologica contra as células cancerigenas
(AGUS et al.,1999). Entretanto outros estudos apontam que essa vitamina pode realmente
combater diretamente uma célula cancerosa (GOLDE DW, 2003).

A vitamina C pode ser administrada através de varias vias, incluindo a via oral, mas as
concentragdes fisiologicas de vitamina C no corpo sdo controladas através da absorgao
intestinal, a acumulagdo nos tecidos, e a reabsorcao renal e excre¢do; assim, a administra¢ao
intravenosa ¢ utilizada para conseguir doses farmacologicas (NANDAL et al., 2014). De
acordo Marques (2003), a aplicagdo intravenosa dessa vitamina, aumenta sua concentracao no
plasma sanguineo, vai ocasionar a liberagao do peroxido de hidrogénio nos tecidos, sendo que
uma vez no meio intracelular ira desencadear os processos de oxidagao.

Sabe-se que o tratamento quimioterdpico consiste na producao do estresse oxidativo
celular, com liberagdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) e dos Radicais livres (RL),
isso proporciona a reducao da taxa de proliferacao celular podendo interferir na rapida
multiplicacao das células cancerosas com um efeito citotéxico (TUAN, 2014).

O estresse oxidativo também tem se mostrado fator importante, pois entre esses e
outros fatores fisiolégicos os ROS desempenham papéis fundamentais na sinalizagdo celular e
apoptose (VASCONCELOS et al., 2000).

Assim a vitamina C atua como pr6 oxidante quando induz a formagdo de radicais
livres, ou seja, quando promove o estresse oxidativo (PIRES, 2008). Suas propriedades de pro
oxidantes se deve as reagdes dos ions de Ferro e Cobre que reagem com o perdxido de
hidrogénio, gerando um radical hidroxila, reagdo esta conhecida como reagdo de Fenton,
assim indiretamente, o ascorbato pode induzir as reagdes de radicais livres (BARREIROS et
al., 2006). Seus efeitos como pré oxidantes ¢ a razdo em proceder como um agente
quimioterapico para o tratamento do cancer, podendo induzir a morte de varios tipos de
células cancerosas, suprimindo o crescimento do tumor (UETAKI et al., 2015).

A vitamina C vem se destacando pelo seu potencial terapéutico, pois ao contrario dos
farmacos quimioterapicos, segundo Tavares (2010), esta vitamina atua de forma seletiva nas

células tumorais, alguns estudos vém verificando que concentragcdes farmacologicas da
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vitamina C agem preferencialmente sobre as células tumorais, ndo matando as células
normais. As altas doses de vitamina C que leva a inducdo do peroxido de hidrogénio no meio
extracelular, em seguida resultardo numa citotoxicidade nas células cancerosas, com
sensibilidade muito baixa em células normais (CHEN et al., 2012). Esse fato leva o peroxido
de hidrogénio induzir necrose em células tumorais, mas ndo em células normais (POLLARD
HB et al., 2010). Essa citotoxicidade do peréxido de hidrogénio ocorre apds a exposi¢ao do
ascorbato (FROMBERG et al., 2010). Para NANDAL et al. (2014) as células normais niio sio
afetadas, por que o peroxido de hidrogénio ¢ rapidamente neutralizado por enzimas
antioxidantes, tais como a catalase, peroxidase de glutationa e de superoxido dismutase,
enquanto os niveis dessas enzimas antioxidantes sdo baixos ou desequilibrados na maioria dos
canceres humanos. Ainda segundo este mesmo autor nas células saudaveis a catalase
metaboliza o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio livre. As maiores concentragdes de
vitamina C se acumulam em neoplasias do que no tecido normal adjacente (OHNO et al.,
2009).

A utilizacao de doses elevadas por via intravenosa tem atraido interesse, pois pode ser
administrada de forma segura com relativamente poucos efeitos colaterais; estudos clinicos
tém demonstrado que esse tratamento terapéutico associado ao tratamento padrao oncoldgico
melhorou significativamente a qualidade de vida de pacientes com cancer, onde apresentaram
menos fadiga, redu¢do de nduseas, melhora no apetite, reducdo na depressao e menos
disturbios do sono, outros estudos relatam também eficacia anti-cancer (MIKIROVA et al.,
2013).

Entretanto a relagdo entre a vitamina C e o cancer permanece ainda um tema muito
discutivel, seu mecanismo molecular subjacente a sua atividade anticancerigena ndo esta
claramente elucidado, se por um lado, a vitamina C em niveis elevados pode auxiliar o
tratamento de quimioterapia, uma vez que estas terapias induz a morte celular pelo
mecanismo oxidativo, por outro, a suplementagao com essa vitamina pode tornar o tratamento
do cancer menos eficaz devido essa vitamina ser também um forte antioxidante podendo
eliminar ou neutralizar o estresse oxidativo induzido pela quimioterapia (NAIDU, 2003).

Permanecendo ainda um assunto onde existem muitas controvérsias, quanto 4 sua
eficdcia no tratamento do cancer, grande parte dessas controvérsias atribuidas a essa falta de
compreensdo da farmacocinética desta vitamina (CARR et al., 2014), o presente estudo
propos avaliar o efeito de altas doses de vitamina C combinada com o quimioterapico

Cisplatina em um modelo vegetal, Alium cepa L.
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4 METODOLOGIA

Para o teste de ponta de raiz de Allium cepa, foram utilizados bulbos de tamanho
pequeno, uniforme, de mesma origem, ndo germinadas e saudaveis. Os bulbos de cebola
foram colocados em frascos com agua, a temperatura ambiente, para enraizar. Quando as
raizes atingiram 0,5 cm foram colocadas nas solu¢des de tratamento. Para verificar a atividade
citotoxica e mutagénica dos compostos estudados, foram realizados seis tratamentos com duas
repeticoes cada, onde cada grupo foi exposto a uma das concentragdes (tabela 1).

TABELA 1- Concentragdes de Cisplatina e Vitamina C testadas de forma isolada e conjugada
em Allium cepa.

Tratamentos Sistemas Testes
Allium Cepa
Controle Negativo Agua destilada
Cisplatina Isolada 1 pg/ml
10 pg/ml
50 pug/ml
Cisplatina Conjugada 1 ug/ml + 1 mg/ml de Vitamina C
com Vitamina C 10 pg/ml + 1 mg/ml de Vitamina C
50 ug/ml + 1 mg/ml de Vitamina C

Fonte: Dados da pesquisa (2016).

Apo6s os periodos de exposicdo determinados (24h, 48h e 72h) as pontas das raizes
(meristemas) foram removidas e fixadas em Carnoy (3:1, etanol: acido acético). Para a analise
microscopica, foram coradas com orceina acética a 2%. As laminas foram avaliadas, usando
microscopio optico com 1000 vezes de aumento. Foram avaliadas 1000 células por repetigao,
totalizando 5.000 células por tratamento. Foi avaliado o indice mitdtico (IM) e aberragdes
cromossomicas (AC), tais como cromossomos perdidos, pontes anafasicas, anomalias
interfasicas, Micronticleos (MN), células binucleadas, células com nucleos ligados e brotos
nucleares.

Os dados coletados foram avaliados no teste de RM-MANOV A seguido de Tukey.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliando as concentra¢des definidas no teste de Allium cepa, foi
observado que todas as concentragdes de cisplatina isolada e conjugada com vitamina C
apresentaram efeito citotoxico em todos os tempos de exposicdo quando analisados em
relacdo ao controle negativo (tabela 2).

TABELA 2- Citotoxicidade e mutagenicidade da cisplatina isolada e em conjugado com
vitamina C em A/lium cepa.



Cisplatina isolada

Cisplatina conjugada com
Vit. C 1mg/ml

Concentraciao TE IM AC IM AC
CN 24hs 14,7+10,7 2,8+ 1,6 14,7£10,7 2,8+ 1,6
CN 48hs 19,2+ 4,5 2,4+ 1,6 19,2+ 4,5 2,4+1,6
CN 72hs 18,8+ 8 3+ 1,5 18,8+ 8 3+ 1,5
1 mg/ml 24hs 0,7tla 3,2+3,7 2,3+0,3% 13,6 £2,1b
48hs 0,6+ 1,1° 0,2+0,4 2,2+1,3* 8,6 £4,7b
72hs 1,7+3,7* 3+3 39+25" 24,6 £13,3%b
10 mg/ml 24hs 0,1 +£0,2* 0,8+0,8 2,1 £0,6% 16,6 + 6,6ab
48hs 0,1 £0,2a 0,8+ 1,7 1,7+ 0,3ab 15,8 £ 6,8ab
72hs 0+0a 0£0 0,9 + 0,6ab 10,8 = 6,3b
50 mg/ml 24hs 0,1 +0,1a 1,5+0,5 2,7+0,7% 15+11%
48hs 0+0° 0,2+04 1,4 £ 0,4ab 16 +3,3%
72hs 0+0a 0+0 2,5+2,3% 8+2b

19

RM-MANOVA com p6s teste de tukey. TE: tempo de exposi¢do; CN: controle negativo (agua); IM:
indice mitdtico; AC: aberragdes cromossomicas; a: significante em relagdo ao CN no mesmo TE
analisado. b: valores significantes quando comparados entre cisplatina isolada e conjugada no mesmo
TE e concentragdo. p <0,05.

FONTE: Dados da pesquisa (2016).

Ao compararmos os resultados de indice mitédtico (IM) entre as mesmas concentragdes
de cisplatina isolada e conjugada nos mesmos tempos de exposi¢do, podemos observar que
todos os tempos das concentragdes de 10 e 50 pg /ml de cisplatina conjugada com vitamina C
foram estatisticamente diferentes (p<0,05) dos resultados encontrados na mesma concentragao
isolada. Este resultado nos mostra que a vitamina C nestas concentragdes de droga teve uma
atividade diferenciada sobre as células do Allium cepa, nos dando indicios de uma possivel
interag¢do/inibicdo leve na atividade da droga. Nas concentracdes de 1 pg/ml s6 foram
observados resultados significantes apenas no TE de 24 horas, embora seja possivel perceber
mais claramente este efeito ao se observar os valores das médias de IM encontradas nas
concentragdes 10 e 50 pg/ml de cisplatina isolada em comparacao a conjugada. Fica claro que
as células meristematicas nas concentragdes conjugadas tiveram um maior percentual de
divisdio quando comparadas as células tratadas somente com a cisplatina. Em relagdo a
cisplatina isolada e seus respectivos controles verifica-se que houve redugdo dréstica do
indice de divisdo celular. Os valores obtidos significativamente menores indica alteracdo
resultante da agdo quimica da droga exposta. Essa reducdo do IM se acentuou ainda mais com
o aumento do tempo de exposi¢do (TE), onde se observa que o indice mitotico obtido no
tempo TE de 72h nas duas concentracdes em estudo ndo houve nenhuma divisdo celular
(figura 1 A). Esse fato se deve ao mecanismo de a¢do da droga em bloquear a divisao celular,
devido inibir a sintese do DNA (FREITAS et al., 2009).

Sobre os resultados de mutagenicidade, ndo foi possivel observar nenhum resultado
significante para as concentragdes de cisplatina isolada quando comparada ao controle

negativo. Mas uma vez esse resultado ¢ justificado pela propria atividade anti-tumoral da
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droga que ¢ atribuida a ligacdo ao DNA, com formacao de aductos, originando ligagdes intra e
intercadeias que induzem alteragdes estruturais no DNA, pois o efeito citotoxico da cisplatina
¢, assim, causado pela inibicdo da transcri¢do e replicagdo e induzindo a morte celular
programada — apoptose (TUAN, 2014). Por conta do mecanismo de acdo da droga ndo ¢
observado divisdo e consequentemente ndo ¢ observado danos significantes nas concentragdes
isoladas. De acordo com Gomes et al. (2013), a reducdo de indice mitético ocasionada por
compostos quimicos em células de tecidos normais, sem nenhum tipo de mutagdo e/ou
alteracdo celular, leva o mal funcionamento do tecido em virtude de ndo possibilitar a
reposicao de células, alterar a producdo de enzimas e, consequentemente, ird resultar no mal
funcionamento do 6rgao onde esta localizado.

Porém, ao avaliarmos a cisplatina conjugada a vitamina C em relacdo ao controle
negativo, ¢ possivel observar resultados significantes para a mutagenicidade nos dois
primeiros tempos de exposicdo das maiores concentragdes (10 e 5S0ug/ml + 1mg/ml de
vitamina C). J& para a menor concentragao (1pg/ml + Img/ml de vitamina C) s6 foi observado
resultado significativo para TE de 72 horas.

Comparando novamente as concentragdes isoladas e conjugadas entre si nos mesmos
tempos de exposicao, foi possivel observar que todos os resultados de mutagenicidade das
concentragdes conjugadas foram diferentes significativamente (p<0,05) das concentragdes
isoladas. Mais uma vez esse resultado nos indica uma possivel inibi¢do leve da droga causada
pela vitamina C, pois em conjugado com a cisplatina, esta permite que o indice mitotico (IM)
aumente, e consequentemente o nimero de aberragdes cromossomicas (AC) geradas a partir
da divisao das células sobre o efeito da droga (figura 1 B). Esses resultados sdo notaveis nas
concentragdoes de 1 pg/ml no TE de 24 e 72 horas onde os valores de AC aumentarem
significativamente, como também nas concentra¢des mais altas 10 e 50 pg/ml + 1mg/ml de
vitamina C em todos os tempos tiveram um elevado niimero de AC.

Esses dados revelam que a acdo da vitamina C nessa dose estabelecida atuou como
protetora frente ao quimioterdpico cisplatina. Muitos relatos na literatura sugerem que essa
vitamina pode reduzir a eficdcia citotoxica de uma variedade de quimioterdpicos, podendo
diminuir os seus efeitos toxicos em sistemas celulares necessarios para morte celular, isso tem
levantado questionamentos e preocupacdo tedrica a resposta ao tratamento do céncer, no
entanto, outros estudos ja apontam que o AA pode potencializar os efeitos de alguns
antineoplasicos, tal como a carboplatina um quimioterapico que possui propriedades similares
a cisplatina (ALENCAR, 2015). A fim de melhorar a eficiéncia do tratamento

quimioterapéutico muitas das drogas anticancer estdo sendo administradas em combinagdes
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com outros farmacos, por isso conhecer o papel da vitamina C de oxidante/antioxidante ¢é
importante, pois a sua a¢cdo ¢ fundamental para que possa ser usada como terapia adjuvante no

tratamento do cancer (GONZALEZ et al., 2005).

Figura 1: células meristematicas de Alium cepa submetidas a doses variavéis de
cisplatina e vitamina C. A) células em interfase, sem presenga de divisdes celulares; B) célula
em metafase.

Comparando os resultados obtidos ente a cisplatina isolada e em associacdo com a
vitamina C, os dados mostram que a vitamina C exerceu efeito contrario ao esperado, agindo
como antioxidante permitido assim um aumento de divisdo celular. Esse efeito contraditério
talvez esteja relacionado a dosagem da vitamina C testada.

Os resultados da cisplatina isolada corroboram com estudos feitos por LUTERBERK
et al. (2014) em sementes de A. cepa, onde as drogas anticancerigenas testadas:
ciclosfosfamida com concentracdo de 20mg/L, metotrxato concentracdo de Smg/L mostraram
uma reducdo significativa na inibicdo das divisdes celulares. Ainda no mesmo estudo &s
expostas ao medicamento 5-fluorouracil (10mg/L) tiveram aumento do indice mitotico.

Antunes et al. (2009) também avaliou a a¢do da cisplatina e vitamina C, seus estudos
feitos em células 6ssea de ratos Wister, no qual foram tratados com vitamina C (50,100.200
mg/kg do peso corporal) e da administragdo da cisplatina (5mg/kg do peso corporal). Os
resultados obtidos mostraram que a cisplatina ndo foi citotoxica; Seus resultados para
clastogenicidade teve um percentual de redug¢do de aproximadamente 70%. Mas uma vez o
efeito antioxidante da vitamina C foi proposto para explicar a agdo moduladora da vitamina C.

Este trabalho constitui uma tentativa de entender o papel da vitamina C e os seus
efeitos no tratamento do cancer. Qualquer terapia que possibilita indices de novos tratamentos
ou mesmo possa melhorar significativamente a qualidade de vida dos doentes merece atencgao,

sobretudo pelo fato dos tratamentos disponiveis hoje terem graves efeitos colaterais, dentre
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eles o surgimento de um novo cancer, ja que as drogas de combate sdo toxicas e afetam tanto
células cancerosas como as normais. Estudos mais profundos sdo necessarios nesse campo,
pois ainda permanece escasso, mesmo diante de o cancer ser uma das maiores causas de

morte no mundo.

6 CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

- Todas as concentragdes de cisplatina isolada e combinada com vitamina C
apresentaram efeitos citotoxicos em células meristematicas de raizes de 4. cepa;

- As concentragdes com vitamina C tiveram efeitos menos citotoxicos em relacdo a
cisplatina isolada;

- As concentragdes de vitamina C foram mais mutagénicas em relagdo a cisplatina

isolada e ao controle negativo.
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