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RESUMO

O tratamento com Ranitidina é um dos mais utilizados contra disturbios
gastrointestinais. O efeito benéfico desse medicamento justifica tal fato, entretanto os
possiveis efeitos adversos causados pelo medicamento ainda ndo s&o bem esclarecidos. O uso
de antioxidantes como terapia suplementar no tratamento contra o cancer é bastante
controverso. Estudos clinicos mostraram que altas doses de vitamina C séo eficientes como
agente antitumoral, aumentando a defesa do sistema imunitario e induzindo efeitos anti-
proliferativos, enquanto outros estudos ndo mostraram resultados significativos com o uso
exclusivo de vitamina C. Estudos de efeito sobre a estabilidade do material genético, através
do monitoramento toxicogenético, com o uso de biomarcadores moleculares surge como uma
estratégia de importancia para avaliacdo de patologias gastrointestinais, contribuindo para o
prognostico e prevencdo do cancer. Assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar os
efeitos toxicogenéticos da Ranitidina de forma isolada ou em associacdo com agentes
quimioterapicos e os efeitos da vitamina C isolada, utilizando diferentes testes in vitro. Essa
avaliacdo foi realizada em raizes de Allium cepa, microcrustaceos de Artemia salina e por
fragmentacdo de DNA em gel de agarose. Utilizou-se as concentracdes de 1mM, 20mM para
ranitidina; 1mM, 0,05mM e 0,0lmM de vitamina C e 20 pg/ml e 2 pg/ml para
Ciclofosfamida e Doxorrubicina, respectivamente para o teste de Allium cepa. Para o teste de
A. salina, verificou-se que em doses altas (>500mg/ml) a ranitidina e vitamina C foram
altamente toxicas, mas de acordo com a escala de toxicidade proposta por de McLaughlin e
colaboradores, ambas apresentaram moderada toxicidade. Para o teste de Allium cepa, 0s
dados mostraram que a ranitidina isolada e a vitamina C apresentaram alta toxicidade nas
concentracdes analisadas em todos os tempos de exposicao, indicando atividade citotoxica
para 0s tempos de exposicdo avaliados. Foi possivel perceber que a ranitidina aumenta a
toxicidade das células de maneira dose dependente. Verificou-se que altas dose de vitamina C
se mostraram bastante toxicas nos ensaios analisados, com grande potencial pro-oxidante.
Devido a ampla utilizacdo da Ranitidina como medicamento para alivio gastrico, é de grande
importancia a realizacdo de pesquisas, por meio de outros bioensaios, para determinar o seu
potencial citotdxico.

Palavras-chave: Apoptose, Genotoxicidade, Cancer, Citotoxicidade.



ABSTRACT

Ranitidine is one of the most used treatments against gastrointestinal disorders. Besides the
beneficial effects of this drug, the possible adverse effects are still not well understood. The
use of antioxidants as supplemental cancer therapy is quite controversial. Clinical studies have
shown that high doses of vitamin C are efficient as an anti-tumor agent, increasing the of the
immune system defenses and inducing anti-proliferative effects, while other studies have not
shown significant results. Studies on DNA damage through toxicogenetic monitoring of
molecular biomarkers, emerges as an important strategy for evaluating gastrointestinal
pathologies, which contributes to the better prognosis and prevention. Thus, the present study
aims to evaluate the toxicogenetic effects of isolated Ranitidine or in association with cancer
therpy agents and the effects of isolated vitamin C using different in vitro tests. This
evaluation was carried out in Alium cepa roots, Artemia salina and by DNA fragmentation in
agarose gel. We used concentrations of 1mM, 20mM for ranitidine; 1mM, 0.05mM and
0.01mM of vitamin C and 20 pg/ml and 2 pg/ml for Cyclophosphamide and Doxorubicin,
respectively for Alium cepa test. For the A. salina test, it was found that at high doses
(>500mg/ml) ranitidine and vitamin C were highly toxic, but according to the toxicity scale
proposed by McLaughlin et al., both presented moderate toxicity. For the Alium cepa test, the
data showed that isolated ranitidine and vitamin C presented high cytotoxicity at the
concentrations analyzed at all exposure times. It was possible to observed that ranitidine
increases cell toxicity in a dose-dependent manner. It was found that high doses of vitamin C
proved to be toxic in the assays analyzed, with great pro-oxidant potential. Due to the wide
use of Ranitidine as a medicine for gastric relief, it is of great importance to carry out futher
studies using other bioassays to determine its cytotoxic potential.

Keywords: Apoptosis, Genotoxicity, Cancer, Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Uma das doengas com maior mortalidade no mundo e no Brasil é o cancer. Para
0 biénio de 2020-2022, estdo previstos mais de 600 mil novos casos de cancer no pais
(INCA, 2022). No Brasil, em ordem de incidéncia e por género, estdo os canceres de
pele ndo melanoma, prostata, pulméao, colon, reto e estbmago, para o sexo masculino, e
os canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do Utero, célon e reto e glandula
tireoide, para o sexo feminino (INCA, 2014).

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

Recentemente, um estudo demonstrou o efeito antineoplésico da ranitidina para
tratamento de tumores de mama, apresentando um grande potencial neoadjuvante em
tumores. No tratamento de distarbios gastrointestinais sdo usados indmeros
medicamentos de forma intermitente ou prolongada. As drogas utilizadas podem causar
danos genotoxicos, efeitos carcinogénicos ou anticarcinogénicos, as quais devem ser
consideradas na avaliacdo do beneficio diante do risco (BRAMBILLA et al., 2010;
DOWNES, FOSTER, 2015). Antagonistas seletivos do receptor de histamina H2, tais
como ranitidina e famotidina sdo algumas das drogas mais utilizadas para o tratamento
de disturbios gastrointestinais superiores. Nos Uultimos anos, estes farmacos tém,
frequentemente, sido substituidos por inibidores da bomba de prétons (LAM et al. 2013,;
MacLaren et al 2014), devido as suas poténcias melhoradas e em vista de relatorios de
acOes mielo-supressoras de antagonistas de H2 (AGURA et al. 1988; LIST et al. 1988).
No entanto, ainda ha uma grande populagdo de pessoas, com e sem cancer, que tomam
regularmente antagonistas de H2. Informagfes sobre como essas drogas afetam a
imunidade ao cancer € limitado.

Um mecanismo primario de muitos farmacos de quimioterapia contra as células
cancerosas é a formacdo de ROS, ou radicais livres. Os farmacos que formam ROS
incluem, mas ndo estdo limitados a agentes alquilantes, antraciclinas, derivados de
podofilina, complexos de coordenacgéo de platina e camptotecinas (BLOCK et al 2008).
A quimioterapia usa substancias quimicas que atuam eletivamente em células em

mitose, visando destruir células cancerosas. Infelizmente, os radicais livres produzidos



com quimioterapia sdo muitas vezes uma fonte de efeitos colaterais graves, tais como a
nefrotoxicidade, ototoxicidade, neuropatia periférica, cardiotoxicidade, leucopenia,
trombopenia entre outros (BADAJATIA et al. 2010, Spencer et al. 2005).

O uso de antioxidantes como terapia suplementar no tratamento contra o cancer
é bastante controverso. Estudos clinicos mostraram que altas doses de vitamina C séo
eficientes como agente antitumoral, sendo parte de terapias complementares para
melhorar a qualidade de vida, proteger contra os efeitos secundarios da quimioterapia,
aumentando a defesa do sistema imunitario e induzindo efeitos anti-proliferativos
(VOLLBRACHT et al, 2011), Por outro lado, estudos ndo mostraram resultados
significativos com o uso exclusivo de vitamina C (CREAGAN et al 1979, MOERTEL
et al 1985, PARROW et al 2013).

Nesse sentido, os danos toxicogenéticos sdo frequentemente monitorados e
estudados atraves de biomarcadores, como em pesquisas que utilizam cultura de células,

citoxicidade por Allium cepa e nauplios de Artemia salina.



2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar os efeitos toxicogenéticos do uso da Ranitidina e vitamina C em

diferentes bioensaios.

2.2. Objetivos especificos
Identificar toxicidade do Acido Ascorbico e Ranitidina através do teste de
letalidade do microcrustaceo Artemia salina;

Avaliar os efeitos citotoxicos da Ranitidina® e vitamina C pelo teste de Allium
cepa;

Avaliar o potencial genotoxico do uso da Ranitidina utilizando o ensaio
fragmentacdo de DNA em linhagem celular humana.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cancer

O cancer é responsavel por mais de 12% das causas de Obitos no mundo.
Segundo UICC (Union for International Cancer Control) a incidéncia de cancer,
estimada em 2002 foi de 11 milhdes de casos novos, e alcangara mais de 17 milhdes em
2022. De acordo com as estimativas de 2022, do Instituto Nacional do Céancer José
Alencar de Gomes da Silva (INCA), com excec¢do do cancer de pele ndo melanoma, 0s
tipos de cancer mais frequentes sdo os canceres de prostata (68.220 casos novos) em
homens e mama (60.700 mil) em mulheres. Além dos citados, completam a lista dos dez
tipos de cancer mais incidentes: colon e reto (intestino — 36.360), pulméo (31.270),
estdmago (21.290), colo do utero (16.370), cavidade oral (14.700), sistema nervoso
central (11.320), leucemias (10.800) e esofago (10.970).

O céancer € resultado de mecanismos patolégicos complexos, durante 0s quais as
células sofrem alteracGes nos processos de divisao celular (MERLO et al., 2006). Como
consequéncia, as células passam a se dividir e crescer descontroladamente e passam a
desempenhar anormalidades metabdlicas e funcionais. Neste processo, a transformacéo
maligna pode ser resultado do acimulo de mutacbes sométicas ou modificacdes
epigenéticas (WATSON et al., 2013).

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

As principais terapias tém como alvo principal promover a parada do ciclo
celular e/ou induzir morte de células cancerosas usando agentes citotdxicos, na
quimioterapia, ou radiagfes ionizantes, por meio da radioterapia (BROWMAN et al.,
2001). Uma vez que, a origem das células cancerosas esta associada a anomalias na
regulacdo do ciclo celular tendo um crescimento maior que nas células normais. Os
quimioterapicos agem, principalmente, por meio da interferéncia da sintese de DNA e
da mitose, levando a inibicao de reproducéo de células e induzindo as mesmas a parada
do crescimento (agentes citostaticos) ou a morte (agentes citotoxicos) (FREEDMAN;

PATRIDGE,2011). O mecanismo de acdo de drogas citotoxicas &, principalmente,



causar danos ao DNA, cujos danos podem levar a celula cancerosa a morte (SWIFT;
GOLSTEYN, 2014).

A grande dificuldade no tratamento de cancer por agentes quimioterdpicos se
deve a grande semelhanca existente entre as células neoplésicas e células normais, o que
compromete a acdo seletiva dos antioneoplasicos, levando ao surgimento de efeitos
adversos (DE ALMEIDA et al., 2005). Exemplos de agentes citotoxicos incluem
radiagdes ionizantes, agentes alquilantes (ciclofosfamidas, clorambucila, estreptozicina,
mostardas de nitrogénio), drogas de platina (cisplatina, carboplatina, oxaplatina),
antimetabolitos (5-fluorouracil, gencitabina, tegafur, mercaptopurina), inibidores de
topoisomerases (irinotecano, topotecano, camptotecina) (DE FALCO; DE LUCA,
2010). A maioria destas drogas, exceto as inibidoras de topoisomerases e as radiagoes
ionizantes, promove o bloqueio da maquinaria de replicacdo, levando a quebras das fitas
de DNA (HELLEDAY et al., 2008).

3.2 Vitamina C e tratamento do cancer

Desde a descoberta da vitamina C (&cido ascérbico, AscH » ; ascorbato, AscH ™),
0 numero de suas fungdes bioldgicas conhecidas esta continuamente se
expandindo. Devido a facilidade de oxidacdo, obter o primeiro entendimento de seu
papel como vitamina foi um grande desafio (DU; CULLEN; BUETTNER, 2012).

O sistema imunol6gico € uma rede multifacetada e sofisticada de 6rgdos,
tecidos, células, proteinas e produtos quimicos especializados, que evoluiu para proteger
o0 hospedeiro de uma variedade de patdgenos, como bactérias, virus, fungos, parasitas e
tumores. Pode ser dividido em barreiras epiteliais e constituintes celulares e humorais
de imunidade inata (ndo especifica) e adquirida (especifica). Esses constituintes
interagem de maneiras multiplas e altamente complexas. Mais de meio século de
pesquisa mostrou que a vitamina C é um jogador crucial em varios aspectos do sistema
imunolégico, particularmente na funcdo das células imunoldgicas. (CARR; MAGGINI,
2017).

A vitamina C (&cido ascérbico, abreviado como AA) € sintetizada por todas as
plantas e pela maioria dos animais (SMITH; HODGES, 1987). E sintetizado por todas
as especies, exceto por primatas de ordem superior, porquinhos-da-india e algumas
especies de morcegos, peixes e passaros. Essas especies dependem de um suprimento
adequado de vitamina C de sua dieta (LYKKESFELDT; MICHELS; FREI, 2014).



Os beneficios da vitamina C para a saude foram entusiasticamente promovidos
por quase duas décadas pelo proeminente professor de Stanford e ganhador duplo do
Nobel (Quimica, 1954 and Peace 1962), Dr. Linus Pauling. A Vitamina C foi proposta
como um potencial: cura para 0 comum resfriado, estimulador do sistema imunolégico,
preventivo de cancer, protetor contra doencas cardiovasculares e derrame, agente para
diminuir problemas de saude pré-natal, e muito mais (DUERBECK; DOWLING,;
DUERBECK, 2016).

O éacido ascérbico € um doador de elétrons e atua como cofator para quinze
enzimas dos mamiferos. Dois transportadores dependentes de sddio séo especificos para
0 &cido ascorbico, e seu produto de oxidacdo acido desidroascorbico € transportado por
transportadores de glicose (PADAYATTY; LEVINE, 2016).

No interior das células, o acido desidroascorbico é reduzido a acido ascorbico,
que entdo interage com diferentes sistemas enzimaticos, como monooxigenases,
dioxigenases e hidroxilases, envolvidos na regulacéo de inimeros processos bioldgicos.
(KOUAKANOU et al., 2021). O é&cido ascorbico é diferentemente acumulado pela
maioria dos tecidos e fluidos corporais. As concentracfes de vitamina C no plasma e
nos tecidos dependem da quantidade consumida, da biodisponibilidade, da excrecao
renal e da utilizacdo. (PADAYATTY,; LEVINE, 2016).

A deficiéncia de vitamina C é geralmente devido a falta de uma quantidade
diaria. O escorbuto é caracterizado pela ocorréncia de fadiga, mialgia, artralgia, purpura,
distdrbios hemorragicos e, posteriormente, por manifestacGes dentarias. Os sinais
biol6gicos sdo inespecificos: anemia, hipocolesterolemia, hipoalbuminemia (FAIN O,
2013).

A absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excre¢do de vitC em humanos €
altamente complexa e diferente da maioria dos compostos de baixo peso molecular. A
maior parte da captacdo intestinal, distribuicdo de tecido e recaptacdo renal é tratada
pela familia de proteinas do transportador vitC dependente de sédio (SVCT) que co-
transporta ions de sodio e ascorbato (ASC) através das membranas com a capacidade de
gerar gradientes de concentragdo considerdveis .(LYKKESFELDT; TVEDEN-
NYBORG, 2019).

A ingestdo oral de alimentos ou suplementos é a principal via de administragdo
para vitC. VitC é onipresente na natureza e, particularmente, frutas e vegetais contém
quantidades relativamente grandes de ASC. Para individuos saudaveis, é possivel obter

guantidades suficientes de vitC por meio da dieta, desde que contenha grandes



quantidades de fontes ricas em vitC. No entanto, em muitas doengas e em pessoas com
estado de vitC muito pobre, incluindo fumantes, por exemplo, a ingestdo alimentar pode
ser insuficiente para fornecer quantidades adequadas (LYKKESFELDT; TVEDEN-
NYBORG, 2019).

A dose diaria recomendada de vitamina C é em média 75 mg para mulheres e 90
mg para homens - uma dieta adequada fornece isso, razdo pela qual a deficiéncia de
vitamina C é rara hoje em dia e se aplica a casos especiais como desnutricdo, méa
absorcéo, doencas de rins e fumantes. Porém, ha sugestdes de que o fato das doses
recomendadas estarem muito baixas estd associado ao estilo de vida atual, ao estresse e
a uma dieta incorreta, rica em produtos altamente processados e agucar, que inibe a
absorcéo do 4cido ascorbico (KAZMIERCZAK-BARANSKA et al., 2020).

A vitamina C também tem outros efeitos. A vitamina C melhora a funcéo
imunoldgica e facilita a absorcao de ferro, reducdo de intermediarios de acido félico e
sintese de colageno (cicatrizacdo de feridas), cortisol, catecolaminas e carnitina.
(OUDEMANS-VAN STRAATEN; MAN; DE WAARD, 2014).

Evidéncias crescentes consideram 0 uso de compostos naturais na prevencao e
tratamento do cancer. A aplicacdo intravenosa de altas concentracdes de vitamina C
(&cido ascorbico, AA), tem sido usada desde a década de 1970 para o tratamento do
cancer (VENTURELLI et al., 2015).

A evidéncia epidemiolégica indica de forma consistente e forte que a
vitamina C tem um efeito protetor contra uma variedade de tumores humanos. Muitos
mecanismos diferentes foram propostos para explicar o potencial benéfico e efeito
protetor da vitamina C (SAUBERLICH, 1994).

O uso do AA em contexto clinico estd essencialmente relacionado a adocdo de
novas estratégias terapéuticas baseadas em esquemas de combinacdo onde o AA
desempenha um papel quimiossensibilizador. Enquanto alguns estudos determinam que
ele pode proteger as células cancerosas da quimioterapia, outros reconhecem que as
concentracdes farmacologicas de AA podem sensibilizar as células cancerosas a
guimioterapia, aumentando seu efeito antineoplasico. (PIRES et al., 2018).

A extensa literatura demonstra que 0s pacientes com cancer apresentam
deficiéncia de vitamina C correlacionada com reducdo da ingestdo oral, inflamacéo,
infeccdo, processos de doenga e tratamentos como radiacdo, quimioterapia e cirurgia
(KLIMANT et al., 2018).



A vitamina C intravenosa em altas doses (IV) tem sido administrada por
médicos por muitas décadas como uma terapia complementar e alternativa para
pacientes com cancer. No entanto, o status da vitamina C em pacientes com cancer nao
é frequentemente levado em consideracdo, apesar de seu potencial para suportar muitas
funcBes bioldgicas. A vitamina C é bem conhecida por suas propriedades antioxidantes
potentes, sendo capaz de eliminar os radicais livres e espécies reativas de oxigénio, e
estd associada a diminuicdo dos marcadores de estresse oxidativo in vivo (CARR;
VISSERS; COOK, 2014).

Para entender o mecanismo da atividade anticancer de AA, muitos grupos de
pesquisas trataram células cancerigenas de colon, prostata, leucemia, linfoma, cérebro e
estdbmago e células cancerosas transformadas quimica ou geneticamente com AA e
mostraram inibicdo do crescimento do cancer e até morte de células cancerosas por
meio de peroxido de hidrogénio - geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
mediadas (CHO et al., 2020).

A perda significativa de acido ascorbico em pacientes com cancer é um aspecto
bioquimico que indica necessidade e utilizacdo amplificada dessa substancia para
potencializar diversos fatores de resisténcia do vetor (CAMERON; PAULING, 1976).

3.3 Ranitidina

Distarbios do aparelho digestivo alto sdo bastante frequentes e acabam sendo
uma manifestacdo de diferentes doencas, mas principalmente das doencas pépticas, ou
seja, das doencas determinadas pela disfuncdo cloridropéptica: a doenca de refluxo
gastro-esofagico (DRGE), a Ulcera péptica gastroduodenal e a dispepsia funcional
(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006).

Na abordagem farmacolégica para o tratamento destes distarbios sdo utilizados
0s antagonistas de receptores H2, os inibidores de bomba de prétons, os antiacidos e
quando necessario, uso de antibioticos, além da recomendacgdo de uma dieta saudavel,
sem alimentos irritantes, e minimizagdo de situacGes de ansiedade (BERTACCINI;
CORUZZI, 1989; HOOGEWERF; PASRICHA, 2006; RANG; DALE, 2011).

A histamina esta localizada em todo o organismo, com altas concentragdes nos
pulmdes, pele e trato gastrointestinal. E sintetizado e armazenado em mastdcitos e

basofilos. Desempenha um papel em mdaltiplos mecanismos imunoldgicos e



fisioldgicos, estimulando a secrecdo gastrica, inflamacdo, contracdo do musculo liso,
vasodilatacdo, permeabilidade e muito mais. A histamina também funciona como
neurotransmissor. E  sintetizado em neur6nios histaminérgicos localizados no
hipotdlamo posterior. Esses neurbnios tém axonios que se estendem por todo o
cérebro. A histamina exerce seus efeitos por meio de 4 subtipos de receptores acoplados
a proteina G  7-transmembrana; Hy , receptoresH,, Hsze H,4(WORM;
FALKENBERG; OLESEN, 2019).

Os antagonistas do receptor da histamina2 sdo Uteis para a prevencdo de
ulceracdo por estresse e recorréncia de Ulcera géastrica e duodenal. Quatro bloqueadores
de histamina 2 foram aprovados para uso clinico: cimetidina, famotidina, ranitidina e
nizatidina. (LIPSY RJ;FENNERTY B;FAGAN TC, 2021).

O cloridrato de ranitidina € um dos agentes dessa classe mais utilizados,
comumente encontrado como comprimidos de 150 e 300 mg. A distribuicdo de
compostos extemporaneos tem se mostrado uma alternativa quando o paciente procura
para medicamentos com doses personalizadas ou de menor custo, resultando em
aumento progressivo desse tipo de medicamento. (SILVA et al., 2018).

A ranitidina foi comercializada pela primeira vez em 1981; desde entdo, muitos
pacientes foram tratados com essa substancia, de tal forma que muita experiéncia foi
acumulada sobre a seguranca deste antagonista do receptor H2 da histamina no
tratamento da doenca gastroduodenal. (VIAL et al., 1991).

A incidéncia de efeitos colaterais gerais em menos de 2% € muito semelhante
ao placebo. Dores de cabeca, cansaco, tonturas e disturbios gastrointestinais leves (por
exemplo: diarreia, prisdo de ventre e nauseas) estdo entre as queixas mais frequentes,
mas quando apresentas, muito raramente resultava na interrupcao do tratamento (VIAL
etal., 1991).

O medicamento é muito bem tolerado e raramente associado a reacfes adversas
graves ou interacdes medicamentosas clinicamente significativas. Mesmo em altas
doses, a ranitidina parece desprovida de efeitos antiandrogénicos. A ranitidina €
claramente compardvel ou superior a maioria dos outros agentes antillcera no
tratamento e prevengdo de uma variedade de distUrbios gastrointestinais associados a
secre¢do de acido gastrico. (GRANT; LANGTRY; BROGDEN, 1989).

Nos ultimos anos, essas drogas tém sido frequentemente substituidas por

inibidores da bomba de prétons devido a sua poténcia melhorada e em vista de relatos



anedaticos de acdes supressoras de mielo dos antagonistas H2. (VILA-LEAHEY et al.,
2016).

No entanto, foram estabelecidas interacGes farmacocinéticas significativas entre
a ranitidina e varios outros medicamentos. Essas interacbes podem ser atribuidas a um
efeito da ranitidina no metabolismo hepatico ou a um efeito na absorcdo de
medicamentos administrados concomitantemente. (KIRCH; HOENSCH; JANISCH,
1984).

Os canceres gastrointestinais (Gl) ainda sdo uma causa importante de mortes
relacionadas a tumores. Abordagens terapéuticas convencionais como cirurgia,
quimioterapia e radioterapia sdo indispensaveis, mas insuficientes. Apesar dos avancos
na imunoterapia e outras estratégias de tratamento convencionais, alguns estudos podem
argumentar que ainda estamos longe de curar o cancer (DINDAR; ALBAYRAK;
OZET, 2019).

De acordo com dados do GLOBOCAN 2018, o cancer gastrico € a terceira causa
de morte por cancer no mundo, atrds apenas do cancer de pulmdo e colorretal na
mortalidade geral. Cerca de 1 em 12 de todas as mortes oncoldgicas sdo atribuiveis ao
cancer gastrico. O cancer gastrico tem a quinta maior incidéncia entre os canceres, com
5,7% de todos os novos casos atribuiveis a doenca. Mais de um milhdo de novos casos
de céncer gastrico sdo diagnosticados, em todo 0 mundo, a cada ano. O cancer gastrico
também é um dos principais canceres mais influenciado pelo comportamento e,
portanto, evitavel (RAWLA; BARSOUK, 2019).

As nitrosaminas sdo produzidas pela reacdo de nitratos e nitritos a outras
proteinas. A N -nitrosodimetilamina (NDMA) é uma das nitrosaminas de ocorréncia
mais frequente em varios alimentos. Altas concentra¢fes de nitrosaminas na dieta sao
cancerigenas. Em 2019, a Food and Drug Administration dos EUA anunciou que certos
medicamentos de ranitidina foram retirados porque os niveis de NDMA neles eram
mais altos do que o limite de ingestdo aceitavel (KIM et al., 2021).

Depois que estudos recentes mostraram que a ranitidina se degrada para formar
altos niveis de N -nitrosodimetilamina (NDMA), um potente carcin6geno em modelos
animais e provavel carcindgeno humano, a Food and Drug Administration (FDA) dos
EUA solicitou a suspenséo das vendas de ranitidina (KANTOR et al., 2021).

A exposi¢do humana ao NDMA geralmente ocorre por meio da dieta, atraves
do consumo de agua contaminada e/ou alimentos que contém nitrosaminas (por

exemplo, carne curada) ou alquilaminas (por exemplo, chd). A exposi¢cdo também pode



ocorrer por meio do uso de produtos cosméticos contendo NDMA e em ambientes
ocupacionais (MCGWIN, 2020).

Enquanto isso, frutas e vegetais sdo ricos em carotendides, folato, fitoquimicos
e vitamina C, que ajudam a modular as enzimas de metabolizacdo xenobiotica durante a
digestdo. Frutas e vegetais também contém numerosos antioxidantes que previnem
contra danos metabdlicos. A vitamina C, também conhecida como &cido ascorbico, é
um poderoso antioxidante encontrado em altas concentragdes nas frutas
citricas. Estudos de caso-controle descobriram que uma maior ingestdo de frutas e
vegetais foi associada a um risco 37% menor de cancer gastrico. Fontes antioxidantes
ndo dietéticas, como cha verde, suplementos de vitamina A, C e E, e selénio, tém
mostrado resultados mistos na prevencdo do cancer gastrico (RAWLA; BARSOUK,
2019)

Até o momento, varios estudos de outros paises observaram que nao ha
associagdo demonstravel entre o uso de ranitidina em longo prazo e futuro cancer
gastrico. No entanto, outros estudos mostraram que a ranitidina contaminada por
NDMA pode aumentar o risco de cancer (KIM et al., 2021).

3.4 Testes de Toxicidade

3.4.1 Artemia salina

A Artemia salina é uma espécie de microcrustdceo da ordem Anostraca,
encontrado em aguas salgadas, € um organismo regulador hipo / hiper-osmoético capaz
de manter as concentracdes de ions de hemolinfa, dentro de limites estreitos sobre uma
gama de salinidade externa de NaCl a 0,26% em ambientes supersaturados
(CARVALHO et al., 2009; ATES et al., 2013). O uso da Artemia salina tem relevancia
ecologica nos ecossistemas marinhos, pois estes organismos sdo uma representacdo da
comunidade zooplancténica e vital na ecologia das praias. A Artemia salina é conhecida
por sua capacidade de se adaptar a diferentes condi¢fes ambientais, tornando-se um
organismo de teste crucial na ecotoxicologia (REGUEIRAS et al., 2018).

Seus cistos se adaptaram ao estresse de varias maneiras. Eles sdo cercados por
uma parede celular rigida impermeavel a maioria dos compostos quimicos e que
funciona como um escudo contra a radiagdo ultravioleta. Os cistos de Artemia
salina contém grandes quantidades de trealose, um aclcar ndo redutor com funcdo de

preservar membranas e proteinas durante a dessecacdo (MACRAE et al., 2016).



O ensaio de letalidade de Artemia salina € um bioensaio padronizado em
pesquisa marinha e aquatica que tem sido sucessivamente empregado para fornecer
dados iniciais de toxicidade que pode ser apoiada por bioensaios mais especificos e
mais sofisticados, uma vez que 0s compostos ativos tenham sido isolados
(REGUEIRAS et al., 2018; APU et al., 2010).

Varios estudos tém sido desenvolvidos utilizando o teste de toxicidade em
Artemia salina, o qual é empregado desde a extratos até substancias isoladas com a
finalidade de encontrar a LCso, justificando assim seu uso como um dos primeiros testes
a serem utilizados na investigacao da concentracdo a ser utilizada (DO AMARANTE et
al., 2011; ARCANJO et al., 2012; ULLAH et al., 2013), bem como correlacionar a
toxicidade do bioensaio com outras atividades farmacoldgicas, tais como antifingicos,
antiviral e antimicrobiana (MACBAE et al., 1988), antiparasitaria (SAHPAZ et al.,
1994), antitripanossoma (ZANI et al., 1995), antiplasmddica (DO AMARANTE te al.,
2011) e antitumoral (MEYER et al., 1982; MCLAUGHLIN; ROGERS, 1988; NUNES
et al., 2009; ARCANJO et al., 2012).

E importante ressaltar que muitos fatores podem interferir no éxito do teste de
toxicidade utilizando Artemia salina, como luz, temperatura, alimentacdo da Artemia
sp., tempo de eclosdo dos ovos, dgua utilizada no teste, contaminacgdo das vidrarias e
das substancias (BUENO et al., 2015).

3.4.2 Allium cepa

O teste de Allium cepa criado por Levan (1938) demostrava inicialmente
distdrbios no fuso mitético devido ao uso de colchicina. Posteriormente, Fiskesjo em
1985 estabeleceu algumas modificacdes na técnica com o objetivo de torna-lo em uma
ferramenta para monitoramento ambiental, entretanto, o teste permite uma avaliacdo
mais ampla em produtos quimicos (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

O sistema teste de Allium cepa é um excelente parametro de analise citotoxica,
para a observacao da ocorréncia de alteracfes cromossémicas no ciclo celular de Allium
cepa (AMARAL et al., 2007; FACHINETTO; TEDESCO, 2009). Testes biologicos de
mutagenicidade com plantas tém como objetivos verificar a frequéncia de micronucleos,
aberracdes cromossomicas e alteracfes no indice mitdtico nas células do meristema
radicular (MELLO et al., 2004). Estes testes sdo de baixo custo, faceis de usar e
produzem resultados semelhantes aos ensaios em animais por causa da semelhanga em

suas composi¢Oes genéticas, dai mesma resposta aos agentes mutagénicos. As células de



Allium cepa possuem cromossomos metacéntricos permitindo uma melhor avaliacéo
microscopica (AKINBORO et al., 2011).

As aberragfes cromossomicas identificadas no ensaio sdo indicativas de
genotoxicidade (RANK; NIELSEN, 1993), enquanto a avaliacdo mutagénica é proposta
via a contagem de micronucleos, o qual € um indicador mais efetivo e mais simples de
danos citolégicos (MA et al., 1995). Assim, tanto os fragmentos quanto cromossomos
inteiros podem ser reincorporados no ndcleo principal durante o ciclo celular (FENECH
etal., 2002).



4 MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA

4.1 Preparo das substancias

As diluicbes da Cisplatina (10uM), ciclofosfamida (20ug/ml) e doxorrubicina
(2ug/ml) foram preparadas em solucdo fisioldgica 0,9% (Freedman e Partridge, 2011;
Focaccetti et al. 2015). A ranitidina seré utilizada na forma liquida nas concentracdes de
1uM (baixa) e 20uM (alta). Os grupos experimentais foram formados por: 1) Ranitidina
— 1yM, 2) Ranitidina — 20uM, 3) CPA - 20 pg/ml; 4) DOX - 2 pg/ml;5) CPA
Ranitidina — 1uM; 6) CPA + Ranitidina — 20uM; 7) DOX + Ranitidina — 1uM; 8) DOX
+ Ranitidina — 20uM; 9) vitamina C — 1mM; 10) vitamina C 0,05mM; 11) vitamina C
0,01mM; 12) Controle Negativo (salino).

4.2 Bioensaios de letalidade em Artemia salina (BSLB)

Para a preparacao da A. salina, os cistos do microcrustaceo foram adquiridos no
mercado central de Teresina-Pl, Brasil. Esta foi uma rapida modificacdo do método
descrito por Meyer et. al. (1982). Foram incubados cistos do microcrustaceo (Artemia
salina) em Becker contendo uma mistura 50:50 de solugdo salina (adgua do mar
artificial: 23,0 g de NaCl, 11,0 g de MgCI2.6H20, 4 g de Na2SO4, 1,3 g de
CaCl2.2H20, 0,7 g de KCIl em 1 L de agua destilada e ajustado para pH 8,5 utilizando
Na2CO03, 1N) e agua mineral sob arejamento constante durante 48 h a 27 + 3° C. Ap0s
incubagdo, os nauplios ativos livres de conchas do microcrustaceo foram recolhidos a
partir da porcdo mais iluminada da cdmara de incubacdo e utilizados para o ensaio. Dez
nauplios foram retirados por meio de uma pipeta Pasteur e inseridos em cada tubo de
ensaio contendo 4,5 mL da solugéo salina. Em cada experimento, foi adicionado 0,5 mL
da amostra teste (tratamentos) a 4,5 mL de solucdo de salina, mantendo a temperatura
de eclosdo, sob a luz. Os nauplios sobreviventes foram contados. Foram utilizados trés
tubos para cada tratamento. A mortalidade de A. salina foi contada apds 24h e 48h de
exposicao as substancias testadas. Ao todo foram testados 15 grupos experimentais, nos
dois tempos de exposicdo (24h e 48h), sendo 10 nauplios por grupo em trés tubos de

ensaio, totalizando 900 nauplios.



4.3 Teste Alium cepa

O teste Alium cepa foi realizado com base no protocolo descrito por Fiskesjo
(1985). As cebolas foram mantidas em contato direto com os antineoplasicos no periodo
de 72 h em temperatura de 25 £ 1°C, em ambiente escuro e com troca da solugéo a cada
6h em virtude do tempo de meia vida das drogas. As concentracOes testadas de
ciclofosfamida e DOX foram 20 pg/mL, 2 pg/mL e 20/2 pg/mL respectivamente; as
concentracdes de vitamina C usadas foram de 1mM,1uM e 50uM; para o controle
negativo (CN) foi utilizado agua de torneira como tratamento e para o controle positivo
(CP) foi utilizado sulfato de cobre (CuSO4) 0,0006 mg/ml diluido em agua destilada.
Apo0s o tratamento, as raizes germinadas com tamanho superior a 2 cm ou danificadas
foram descartadas. As demais raizes foram retiradas e fixadas por 24h em uma solucgéo
de Carnoy (3:1). Em seguida, as raizes foram lavadas com agua destilada (3 banhos de 5
minutos cada), fez-se a hidrolise das raizes com HCI (1N) a 60°C por 11 minutos e
repetiu-se o banho. As estruturas basofilas foram coradas mergulhando-as no reativo de
Schiff por 2 horas e depois lavadas com agua corrente. Para a montagem da lamina, a
regido apical da raiz foi retirada com um bisturi e adicionada uma gota de carmim
acético 2% para a coloracdo da regido nuclear cobrindo-a com uma laminula. Realizou-
se uma leve pressdo sobre a laminula com um l&pis borracha para o esmagamento da
raiz. As estruturas foram observadas com o aumento de 400x no microscépico optico e
foram contadas 5.000 células por concentracdo testada (1.000 células/lamina). O
potencial citotoxico foi determinado pelo indice mitético (IM). O IM de cada bulbo foi
definido como o nimero de células em divisdo por 1000 células.

4.4 Analise de Fragmentacdo de DNA em gel de Agarose

Para o teste, 0,5 x 10° da linhagem celular de leucdcitos isolada de sangue
periférico foram plaqueadas em meio RPMI 1640 e tratadas com 100, 200 e 400 pg / ml
de Ranitidina por 24 horas a 37 ° C e 5% de CO2. Ap0s a exposicdo, o DNA celular foi
extraido usando o protocolo Salting Out (Miller et al. 1988). A quantificacdo do DNA
foi realizada com o sistema dsDNA Quantfluor (Promega, Madison, W1 - USA). Para
eletroforese, 200 ng de DNA foram adicionados e revelados em gel de agarose a 0,8%,
utilizando 1: 10000 Diamond Dye para cada amostra. O gel foi examinado e fotografado
por um sistema de documentacao em gel ultravioleta. A eletroforese foi realizada a 45V
e 50mA por 4h. O marcador padrdo de DNA de 100 pb (kasvi) e 10 uM de cisplatina

foram utilizados como marcador e controle positivo, respectivamente.



4.5 Analise Estatistica

Os resultados foram considerados significativos a partir de uma correlagéo
positiva de 95%. Foram aplicados a Analise de Variancia (ANOVA) e Bonferroni como
post hoc teste, por meio do programa GraphPad Prism versdo 8.00 para Windows,
(GraphPad Software, San Diego California USA).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Bioensaio de Letalidade em Artemia salina (BSLB).

5.1.1 Ranitidina

No presente trabalho, foi avaliado a toxicidade da ranitidina isolada, utilizando
células de origem animal provenientes do microcrustaceo Artemia salina. Os dados
mostraram que a ranitidina isolada apresentou baixa toxicidade em todas as
concentragdes analisadas (1000pg/ml, 500ug/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml) no
tempo de exposicdo de 24 horas (Tabela 01). J& no tempo de exposicdo de 48 horas, a
toxicidade foi maior quando comparado ao primeiro tempo de exposicao (tabela 01). A
CL50 da Ranitidina ficou em 302,5 ug/ml, o que segundo a escala de toxicidade
proposta por McLaughlin e colaboradores, foi classificada como toxicidade moderada
(Mclaughlin et al. 1998).

Tabela 01: Atividade toxica da Ranitidina em diferentes concentragdes
(ng/ml) por meio do Bioensaio de Letalidade em Artemia salina (BSLB).

Concentragbes % de mortalidade de Nauplios
24 h 48 h
CN (solugéo salina) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

Diclomato de Potassio 100,00 £ 0,00 100,00 = 0,00
1000,0 pg/ml 5,00 + 10,00" 85,00 + 10,00°
500,0 pg/ml 5,00 + 10,00° 57,50 + 5,00%
250,0 pg/ml 0,00 + 0,0° 55,00+ 5,77%
125,0 pg/ml 2,50 + 5,00 30,00 + 8,10%
62,5 pug/ml 2,50 + 5,00 5,00 + 5,00°
CLso (ug/ml) >1000 302,5

IC - 246.3t0 371.5

r# 0.02075 0.8772




5.1.2 Vitamina C

A vitamina C nas concentragfes de 1000 a 500 pg/ml apresentou as maiores
letalidades, tendo valores estatisticamente significantes em relacdo ao CN para 0s
tempos de exposicdo (TE) analisados (24 e 48h). Com as concentracdes utilizadas na
diluicdo seriada, o valor de CLs, foi determinado: 258,4e 289,4ug/ml para os TE de 24
e 48h, respectivamente. Assim, baseado na classificacdo de Meyer et al., (1982) a
vitamina ndo se mostrou todxica. Este resultado demonstra que somente altas
concentracdes a partir de 500 pg/ml do extrato podem impactar negativamente o

metabolismo de A. Salina (Tabela 2).

Tabela 2: Atividade téxica da Vitamina C em diferentes concentracdes (ug/ml)
por meio do Bioensaio de Letalidade em Artemia salina (BSLB). Valores sdo as medias
e desvio padréo, ap<0.05 comparado com o CN, bp<0.05 comparado com o Diclomato
de Potéssio; Anova two way, com pds teste de Tukey. Cada concentracao foi executada
com trés tubos (10 nauplios vivos / tubo); CL50: Concentracao letal 50% em pg/ml. IC:
Intervalo de confianga; r2: Determinagéo de coeficiente.

Concentragbes % de mortalidade de Nauplios
24 h 48 h
CN (solugéo salina) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00
Diclomato de Potassio 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00

1000,0 pg/ml 100,00 * 0,00 100,00 * 0,00
500,0 pg/ml 100,00 * 0,00 100,00 * 0,00
250,0 pg/ml 40,00 + 10,0*° 33,30+ 5,77%
125,0 pg/ml 30,00 + 10,0*° 26,6 + 20,80
62,5 pug/ml 13,00 + 5,7%° 10,00 + 10,00°
CLso (ug/ml) 258,4 289,4

IC 213.4t0 312.8 236.6 to 353.9

r’ 0.9075 0.8994

5.2 Teste de Alium Cepa

5.2.1 Ranitidina



Os dados relativos ao indice mitotico (IM), em meristemas de raizes de A. cepa,
mostraram que 0s antineoplésicos isolados e em associagdo inibiram significantemente
(p<0,01) a divisdo celular em relacdo ao controle negativo (CN), indicando atividade
citotoxica para os tempos de exposicdo avaliados. Foi possivel perceber que a ranitidina
aumenta a toxicidade das células de maneira dose dependente (Tabela 3). Quanto maior a
dose, maior a toxicidade. Ambas as doses de ranitidina foram tdo citotdxicas quanto o
controle (sulfato de cobre). N&o houve diferenca entre doses de ranitidina, mas quando
associada ao quimioterdpico Ciclofosfamida, ela aumentou a citotoxicidade das células
meristematicas de Allium cepa. A ranitidina associada ao quimioterapico DOX ndao

apresentou aumento de citotoxicidade.

Tabela 3: Efeito toxico e citotéxico da Ranitidina em células meristematicas de

Allium cepa no tempo de 24 e 48hs. One-way ANOVA para TR e Two-way ANOVA

para Fases do ciclo celular com pos-teste de Tukey. Valores de significancia,

a.

comparado ao controle negativo (CN); ®: comparado ao CP; ¢ comparado a Ranitidina
1mM:; % comparado a Ranitidina 20 mM; & comparado a CPA; ": comparado a DOX. p

< 0,05.
Tratamento TE Fases do ciclo celular IM (%)
(hora) Intérfase Préfase Metafase Anéfase Tel6fase
CN 493,4 + 17,0 409 + 9,1 3904+38 | 298+31 | 27.6+28 | 506+17
cP 892 + 20,12 43469 29+4,1 19+4,9 17+31 | 108%312
1mM Ranitidina 892 + 20,52 93649 3:15 181,78 | 1615 108+ 22
20mM 876,2+43,68 | 110,2+325 4,6+2 54+15 | 26+1,1 | 12,4+4,3%
Ranitidina
CPA 20pg/ml ot 8768+ 15,68 | 62,6+ 14.6 2954 188+33 | 136+23 | 124142
CPA + 1ImM 871+22,7% | 111,6+215 | 64+15 28+27 | 24+18 | 129+228
Ranitidina
CPA + 20mM 905 + 7,38° 89,8+ 4,6 2+15 3+1,8 12+13 | 95+072
Ranitidina
DOX 2ug/m 8872+ 1128 | 62,6146 29+54 188+33 | 136+23 | 11,3+112
DOX + 1mM
i 873,6 + 17,6 107 +5,9 1,4+1,6 16+11 | 28+17 | 126+17°
DOX + 20mM 897,4+17,68 | 93,8+34 22+13 16+11 | 12+08 | 102+1.2a
Ranitidina
CN 493,4 + 17,0 409 + 9,1 394+38 | 298+31 | 276+28 | 506+1,72
cP 892 + 20,12 43+69 29+4,1 19+4,9 17+31 | 108%312
1mM Ranitidina 773.2+36,72 | 1944+178 6+12 82+08 | 54+15 | 22,7+368
20mM 818,6 + 40°° 156,6 + 32 76+15 64+15 | 40+15 18,1 + 42
Ranitidina
CPA 20pg/ml 48hs 876,8 + 15.6° | 62,6+ 14,6 29+54 188+33 | 136+23 | 124142
CPA +1mM 857,6 + 112° 114+ 12 3+15 32+14 | 1,6+11 | 142+112
Ranitidina
CPA + 20mM 900,4 + 9,75% 95+38 2+1 12+13 | 04+05 | 9,9+00
Ranitidina
DOX 2ug/ml 887,2+11,0° | 62,6+ 14,6 29+54 188+33 | 136+23 | 11,3+11°
DOX + 1mM 875+21,6°° | 1126+133 | 28+14 16+15 | 18+04 | 125+212
Ranitidina
DOX + 20mM 884,6+12,2° | 882+32 26+15 12+08 | 02+04 | 11,4+1.28
Ranitidina
TE: Tempo de exposic¢do; M: Indice mitotico.




5.2.2 Vitamina C

Em relacéo a citotoxicidade de células meristematicas de Alium cepa, verificou-
se que todas as doses de AA do estudo foram citotdxicas quando comparadas ao
controle negativo. Além disso, as amostras mostraram indices mitoticos mais baixos que
o0 proprio controle positivo (sulfato de cobre 0,6pg/ml). Na dose de 0,05mM de AA
associada ao quimioterapico Doxirrubicina (2ug/ml) verificou-se um aumento do indice

mitotico quando comparado com ao AA 0,05mM.

Tabela 4: Efeito toxico e citotoxico do AA em células meristematicas de
Allium cepa no tempo de 24 e 48h . One-way ANOVA para TR e Two-way ANOVA
para Fases do ciclo celular com pds-teste de Tukey. Valores de significancia, ®:
comparado ao controle negativo (CN); *: comparado ao CP; ®: comparado ao AA 1mM;
¢ comparado ao AA 0,05mM. p < 0,05.

Tratamento TE Fases do ciclo celular IM (%)
(hora) Intérfase Préfase Metafase Anéfase Telofase
CN 24hs 4934 +17,0 409+9,1 394 +38 298+3,1 276+28 50,6 + 1,7
CP 892 +20,1° 43 +6,92 29+4,1 19+49 17+3,1 10,8 + 3,12
1mM AA 971,6 + 19,6™ 27,8 + 19,32 0,2 +0,4% 0,4 +0,52 0+0° 2,8+1,02
0.05mM AA 991,6 + 2,72 8,2+1,9% 0,4 +0,82 0+0° 0+0° 0,9+0,3
0.01mM AA 973 + 22,72° 24,8 + 22,23° 1,4 +1,62 0,4 + 0,52 0,4 +0,8° 3,8+ 2,52
0.05mM AA + 968,8 + 273™ 47,2 + 302° 3+3,52 0,2 + 0,42 1,2+2,1° 52+ 3,52
2ug/ml DOX
CN 48hs 493,4+17,0 409+ 9,1 39,4+ 3,38 298+3,1 276+28 50,6 + 1,7
CcP 892 + 20,1° 43 +6,9° 29+4.1 19+4,9 17+3,1 10,8 + 3,1%
1mM AA 987 + 10,12° 12,4 + 9,32 0+0%® 0+0°% 0+0° 1+0,8°
0.05mM AA 987 + 3,82° 13 + 3,82 0+0%® 0+0° 0+0° 1,3+0,3%
0.01mM AA 987,4 + 9,52 12,4 +9,3%° 0+0%® 0+0?% 0,2 +0,4° 12 +0,9°
0.05mM AA + 916 + 65,42°C 101,4 + 41,927 2,2+29% 1,4+2,6° 1,4+21° 10,7 + 4,6°
2ug/ml DOX

TE: Tempo de exposi¢do; M: Indice mitético.

5.3 Fragmentacdo de DNA em gel de agarose:

A andlise de fragmentacdo de DNA revelou que as diferentes concentragdes
utilizadas (100-400ug/ml) mostraram uma banda de alto peso molecular com DNA
gendmico integro e pouca fragmentacdo em todas as amostras. Pode-se verificar a total
fragmentacdo do DNA nas amostras de controle positivo (Cisplatina), onde se verifica
auséncia de Banda integra de DNA gendmico e alta concentracdo de bandas de baixo
peso molecular. Nesse sentido, verifica-se que nas concentragcdes utilizadas, a

Ranitidina ndo provocou danos a estrutura do DNA.




Figura 1: Fragmentacdo de DNA da Ranitidina em diferentes concentragdes.

Dentre as inUmeras doencas que incidem na populacdo, as lesdes gastricas
representam uma das mais importantes, pois afetam um namero consideravel de pessoas
em todo 0 mundo (DONATINI et al, 2009). Um dos medicamentos mais utilizados para
essa patologia s@o os bloqueadores de receptores de H2. Esses medicamentos tornaram-
se os farmacos mais populares para o tratamento de lesbes géstricas, tendo sido
introduzidos na década de 70 (GIGLIO et al., 1993) e se tornaram uma das principais
drogas utilizadas na pratica clinica no Brasil (COELHO et al., 2009). Além do
tratamento para lesdes gastricas, outros efeitos desse medicamento ndo sdo bem
esclarecidos.

Embora considerado um medicamento seguro com poucos efeitos colaterais, 0
impacto da ranitidina oral consistente no sistema imunoldgico ndo foi totalmente
analisado . A ranitidina é recomendada para o tratamento dos efeitos colaterais gastricos
associados a quimioterapia .Portanto, entender como as doses clinicamente relevantes
de ranitidina podem afetar o sistema imunoldgico e sua acdo no tumor é de grande
importanica. O potencial da ranitidina como adjuvante das imunoterapias para o0 cancer
de mama e o impacto potencial dos antagonistas H2 sobre os resultados do cancer de
mama deve ser considerado (HAILE ET AL, 2010).

Estudos que demonstram danos no DNA anivel de cromossomos séo
necessarios para avaliacdo toxicogenética (SHARMA ET AL., 2015). Entre eles o teste
de Allium cepa é um teste de grande importancia para avaliagdo dos efeitos citotdxicos
de uma substincia que pode afetar materiais genéticos avaliados (OZKARA ET AL.,
2015).

Em baixas concentragdes milimolares, o acido ascorbico é capaz de “"matar"”

algumas linhagens celulares in vitro, enquanto in vivo gera radicais superdxido,


https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/dna
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/chromosomes
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0045653518306593?via%3Dihub#bib49
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0045653518306593?via%3Dihub#bib36
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0045653518306593?via%3Dihub#bib36

peroxido de hidrogénio e ascorbil extracelular, responsaveis por sua atividade
citotoxica; No entanto, concentragdes tdo altas quanto 20 mM ndo representam nenhum
risco para a linhagem de células ndo malignas (MCCARTY & CONTRERAS). Outros
estudos confirmam que altas doses de acido ascorbico séo eficazes na morte celular,
bem como inibicdo do crescimento tumoral in vivo (TAKEMURA et. al. 2010).
Corroborando este estudo , pesquisas descrevem que a vitamina C pode ser toxica de
maneira seletiva em alguns tipos de células, agindo como pré-oxidante, j& que
concentracdes acima de fisiologicas (0,1 mM), entre 1 mM e 10 mM, séo toxicas para
células neoplasicas in vitro, por exemplo, para células de melanoma e neuroblastoma,
onde concentragdes de 10 nM a 1 mM podem induzir apoptose ( PARK 2013).

Estudos mostram que qualquer antioxidante capaz de reduzir a toxicidade
causada nas células saudaveis, pode também ter o potencial de diminuir a efetividade do
quimioterapico nas células malignas (HACISEVKI, 2009; SIRMALLI et al., 2014). De
outra forma, a literatura também relata que a vitamina C também pode desempenhar um
efeito protetivo dose-dependente, prevenindo as células normais dos efeitos danosos
causados pelo estresse oxidativo induzido por antineoplasicos sem comprometer a acdo
destas drogas (BHATTACHARYYA, MEHTA, 2000; ANTUNES; DARIN; BIANCHI,
2000). Assim, como evidenciado nos resultados do presente estudo e na literatura, 0s
dados acerca do efeito da vitamina C ainda sdo conflitantes, uma vez que a vitamina
pode atuar de modo a potencializar ou antagonizar os efeitos das drogas, e estudos

clinicos que demonstrem os seus efeitos ainda sdo escassos (UNLU et al., 2016).

A expressdo de H2 tem sido relatada em varios tipos de células tumorais incluindo
alguns tipos de cancer de mama. Outras células dentro do microambiente do tumor
também podem expressar H2, incluindo as células efetoras imunes, células endoteliais,
células epiteliais, e fibroblastos. Sinalizacdo H2 tem sido demonstrado que tanto
aumenta como inibe o crescimento de células tumorais in vitro (Cricco et al 2018;
Medina et al. 2006). Antagonistas de H2 tém sido relatados como sendo eficaz no
tratamento de certos tipos de cancer, incluindo tumores colorretais que expressam H2
(Tonessen et al. 1988; Burtin et al. 1988; Bolton et al. 2000), embora 0 mecanismo
destas respostas especificamente permaneca obscuro. Diante do exposto, indicativo de
efeitos sobre a estabilidade do material genético, a proposta do monitoramento

toxicogenético, com o uso de biomarcadores moleculares, da ranitidina, surge como



uma estratégia de importancia para avaliacdo de patologias gastrointestinais e,

contribuindo para o progndstico e prevengdo do cancer.

Devido aos efeitos colaterais dos quimioterapicos, a prescricdao de suplementacao
vitaminica com o acido ascorbico (AA) esta sendo muito usada ultimamente
(SUBRAMANI et al., 2014). Entretanto, esta suplementacdo pode ocasionar um efeito
antagbnico aos efeitos dos antineoplasicos, interferindo em sua acéo e eficacia (WANG;
WANG; YU, 2014), ou podendo atuar intensificando enzimas de reparo de DNA
(WEAKLEY etal., 2010).



6 CONCLUSAO

A ranitidina apresentou efeito citotoxico tanto quando foi avaliada isoladamente, como
também quando foi associada aos quimioterapicos nos dois testes avaliados demonstrando
assim, efeito similar aos mesmos. Devido a ampla utilizagdo desse medicamento, é de grande
importancia a realizagdo de pesquisas, por meio de outros bioensaios, como por exemplo,
utilizando células humanas em cultura expostas a esse medicamento, para assim se determinar
com propriedade o seu potencial citotdxico para a sade humana.

No teste de A. salina conclui-se que o acido ascorbico foi tdxico em altas
concentragdes, causando um impacto negativo ao metabolismo do microcrustaceo. Por meio
do teste Alium cepa, os resultados do presente estudo indicam que a vitamina C nas doses
utilizadas foram citotoxicas.

Assim, ressalta-se a necessidade de novos estudos para melhor elucidar os
mecanismos de acdo do AA e da ranitidina e os possiveis efeitos de seu uso como tratamento

do cancer e riscos de tumores...
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