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PREFACIO

O avango das técnicas de rastreio e das medidas de prevengao tém conduzido a
um aumento da detegao de casos de cancro colorretal em fase precoce, casos esses em
que os doentes sao submetidos a tratamento com intengao curativa. Apesar destes
esforgos, muitos doentes sao diagnosticados com doenga em estadio avangado associada
a pior prognostico, o que posiciona o cancro colorretal como uma das principais causas

de morte relacionadas com cancro em todo o mundo.

O stresse oxidativo € um dos mecanismos envolvidos na carcinogénese.
Contudo, dependendo dos seus niveis pode induzir a morte das células tumorais,
podendo ser utilizado na terapia do cancro. Durante os ultimos anos, os efeitos
pré-oxidantes e citotoxicos de elevadas concentragoes de vitamina C nas células
tumorais tém sido estudados em detalhe, tanto em culturas celulares como em modelos
animais. Sabe-se também que as elevadas concentragoes de vitamina C, imprescindiveis
para a inducao de efeitos citotoxicos, sao facilmente atingiveis em humanos por via
intravenosa. Em comparagao com a maioria dos farmacos de quimioterapia, a vitamina
C induz efeitos anti-tumorais moderados, contudo, com efeitos secundarios infimos.
Evidéncias bioldgicas e clinicas sugerem que o uso de concentragdes elevadas de vitamina
C poderao potenciar a eficacia da quimioterapia convencional. Deste modo, a possivel
sinergia proveniente desta combinagao podera diminuir os efeitos adversos induzidos
pelos agentes terapéuticos. Por conseguinte, a reducao da toxicidade podera permitir
aos doentes tolerar os tratamentos de quimioterapia, mantendo ou melhorando a sua

eficacia.

Um longo caminho tem de ser percorrido até a implementagao de regimes de



combinagao com recurso ao uso de vitamina C, caminho esse que incluira estudos de
sinergia de farmacos, otimizagdo de massas, tempos de exposi¢ao, protocolos de
administragao de cada um dos compostos, primeiramente num contexto pré-clinico e,

posteriormente, numa fase de ensaios clinicos.

A escassez de estudos que avaliem o potencial da vitamina C no tratamento do
cancro colorretal constituiu o motivo instigador para a concretizagao deste trabalho.
Como primeira abordagem, este projeto incluiu o estudo do efeito citotdxico da
vitamina C em trés linhas celulares de cancro colorretal, com diferente perfil genético e
diferente localizacdo de origem do intestino. Perante a obtengao de resultados
promissores decorrentes do uso de elevadas concentragoes de vitamina C, os seus
mecanismos de agao foram estudados, verificando-se que a vitamina C atua por vias
distintas nas diferentes linhas celulares, mas com potencial terapéutico em todas elas.
Numa segunda abordagem, o trabalho teve continuidade com o estudo do efeito da
terapia combinada de vitamina C com trés firmacos integrantes dos regimes de
quimioterapia convencional usados no tratamento do cancro colorretal. Evidéncias de

sinergia permitiram a prossecugao para os estudos in vivo.
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RESUMO

O cancro colorretal é o terceiro tipo de cancro mais incidente e representa 9,7%
da incidéncia de cancro em todo o mundo. A taxa de mortalidade tem diminuido,
principalmente nos paises ocidentais, devido aos programas de rastreio e consequente
detecao da doenga em estadios precoces, assim como, a disponibilidade de terapias mais
eficazes. A quimioterapia mantém-se uma das principais opgoes terapéuticas contra esta
neoplasia. No entanto, esta modalidade de tratamento convencional mostra-se muitas
vezes insuficientemente eficaz e altamente associada a efeitos adversos limitantes da

prossecuc¢ao dos tratamentos.

O potencial da vitamina C na terapia do cancro ha muito que tem sido avaliado,
pelas suas propriedades pro-oxidantes e pelo seu potencial em reduzir os efeitos
adversos relacionados com o tratamento do cancro. Dada a polarizagao de corrente de
pensamento entre o ceticismo relativo a eficacia terapéutica de concentragoes
farmacologicas de vitamina C e as evidéncias altamente sugestivas dos seus efeitos
benéficos no tratamento do cancro, ha uma necessidade eminente de conhecimento dos

mecanismos especificos pelos quais a vitamina C atua contra a célula tumoral.

Atuais revisoes sistematicas tém sugerido uma reduzida robustez dos estudos
pré-clinicos e dos ensaios clinicos realizados com concentragoes farmacologicas de
vitamina C. Esta é a razao que motivou a realizagao deste trabalho experimental, cujo
objetivo é avaliar o potencial da vitamina C, na forma de acido ascoérbico (AA), no
tratamento do cancro colorretal. A citotoxicidade da vitamina C em trés linhas celulares
humanas de cancro colorretal, com diferentes perfis genéticos, foi avaliada e o seu

mecanismo anti-tumoral foi estudado. Para tal, inlmeras técnicas de biologia celular e
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molecular foram utilizadas, entre elas, o ensaio da sulforrodamina B, a citometria de
fluxo, a microscopia otica, o western blot, a marcagao radioativa e os estudos de influxo.
Adicionalmente, pretendeu-se averiguar o efeito quimiossensibilizante da vitamina C in
vitro, com a implementagao de um modelo de combinagao de farmacos baseado num
desenho experimental em raio. O modelo animal heterotopico de cancro colorretal foi

desenvolvido para avaliagao do potencial terapéutico e sinérgico da vitamina C in vivo.

Os estudos de citotoxicidade mostraram que o acido ascoérbico induziu efeitos
anti-proliferativos, citotoxicos e genotoxicos nas trés linhas celulares de cancro
colorretal. As vias de morte ativadas pelo acido ascoérbico foram dependentes da
sensibilidade das linhas celulares ao stresse oxidativo e da intensidade do estimulo
oxidativo. O acido ascorbico foi igualmente capaz de induzir morte celular por um
mecanismo independente de espécies reativas de oxigénio, de caspases e da proteina
P53. Elevadas concentragcoes de acido ascorbico permitiram ainda reverter a

quimiorresisténcia da linha celular LS1034.

O modelo de combinagao de farmacos mostrou que concentragoes elevadas de
acido ascorbico sensibilizam a célula de cancro colorretal ao efeito do 5-FU, da
oxaliplatina e do irinotecano. Os efeitos anti-proliferativos mais notorios ocorreram
quando o acido ascorbico estava presente em maior proporgao. A combinagao de acido
ascorbico com oxaliplatina revelou ser a mais promissora, facto corroborado pelos
resultados dos estudos in vivo. Os estudos in vivo mostraram ainda que concentragoes
farmacolégicas de acido ascorbico inibiram o crescimento de xenotransplantes de

cancro colorretal e potenciaram os efeitos citotdxicos da oxaliplatina e do irinotecano.

Este trabalho de investigagao fundamental reforca o potencial da vitamina C no
tratamento do cancro colorretal. De facto, concentragoes farmacologicas deste
nutriente medeiam diferentes mecanismos de ativacao de morte da célula tumoral e
sensibilizam-na para o efeito da quimioterapia. Este conhecimento mais aprofundado dos
mecanismos de ac¢ao da vitamina C e a expectavel rigorosa avaliagao da sua eficacia clinica
poderao contribuir para o estabelecimento de protocolos de tratamento mais eficazes,
economicamente sustentaveis, de baixa toxicidade e que contribuam para a melhoria da

qualidade de vida do doente oncologico.
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ABSTRACT

Colorectal cancer is the third most frequent type of cancer worldwide,
representing an incidence of 9.7%. The mortality rate has decreased, especially in
Western countries due to screening programs implementation and the subsequent
detection of the disease in early stages, as well as the availability of more effective
therapies. However, chemotherapy remains a major therapeutic option against this type
of cancer. This conventional treatment modality often displays insufficient effectiveness

and highly adverse effects limiting the pursuit of treatments.

The potential of vitamin C in cancer therapy has long been evaluated by its
pro-oxidant properties and its potential to reduce the adverse effects related to the
cancer treatment. Given the division of opinions between the skepticism around the
therapeutic efficacy of pharmacological concentrations of vitamin C and the highly
suggestive evidence of their beneficial effects in the treatment of cancer, there is an
imminent need for knowledge of the specific mechanisms by which vitamin C acts against

tumor cell.

Current systematic reviews have suggested a reduced robustness of preclinical
studies and clinical trials with pharmacologic concentrations of vitamin C. This is the
reason that motivated this experimental study, which aims to assess the potential of
vitamin C, in the form of ascorbic acid (AA), for the treatment of colorectal cancer. The
cytotoxicity of vitamin C in three human colorectal cancer cell lines, with different
genetic profiles, was evaluated and its antitumor mechanism was studied. For this
purpose, several cellular and molecular biology techniques have been used, such as
sulforhodamine B assay, flow cytometry, light microscopy, western blot analysis,

radioactive labeling and influx studies. In addition, it sought to determine the
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chemosensitive effect of vitamin C in vitro, with the implementation of a model of drugs
combination based on a ray experimental design. The heterotopic animal model of
colorectal cancer has been developed for evaluation of therapeutic and synergistic

potential of vitamin C in vivo.

Cytotoxicity studies showed that ascorbic acid induces anti-proliferative,
cytotoxic and genotoxic effects in cells of the three cell lines of colorectal cancer. The
cell death pathways activated by ascorbic acid are dependent on the sensitivity of cell
lines to oxidative stress and oxidative stimulus intensity. Ascorbic acid is also capable of
inducing cell death through a mechanism independent of reactive oxygen species,
caspases and P53. High concentration of ascorbic acid also allowed to reverse the

chemoresistance of LS1034 cell line.

The model of drugs combination showed that high concentrations of ascorbic
acid sensitize the colorectal cancer cell to the effects of 5-FU, oxaliplatin and irinotecan.
The most notorious anti-proliferative effects were observed when ascorbic acid is
present in greater proportion. The combination of ascorbic acid and oxaliplatin was
shown to be the most promising combination, fact corroborated by the results of in vivo
studies. In vivo studies have shown that pharmacological concentrations of ascorbate
inhibit the growth of colorectal cancer xenografts and potentiate the cytotoxic effects

of oxaliplatin and irinotecan.

This fundamental research work reinforces the potential of vitamin C in the
treatment of colorectal cancer. In fact, pharmacological concentrations of this nutrient
mediate different mechanisms of tumor cell death activation and sensitize it to the effect
of chemotherapy. This deeper understanding of vitamin C mechanisms of action and the
expected rigorous evaluation of its clinical effectiveness may contribute to the
establishment of more effective treatment protocols, economically sustainable, with low

toxicity and that contribute to the improvement of cancer patient's quality of life.
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CAPITULO | - O CANCRO COLORRETAL

A palavra cancro é um termo genérico que engloba um conjunto de doengas que
partilham caracteristicas e nao traduz uma uUnica doenga. Das caracteristicas comuns
podemos ressalvar o crescimento descontrolado e auténomo de células que sofreram
alteragoes epigenéticas e genéticas, e que escaparam aos mecanismos de controlo
(Gabriel, 2013; Cerqueira et al, 2015). Durante o processo de proliferagao celular
anormal, as células podem adquirir a capacidade de metastizar desde o seu local de

origem, o tumor primario, até outros locais mais ou menos distantes (Hesketh, 2013).

O cancro é uma doenga que mata milhares de pessoas anualmente em todo o
mundo, sem fazer distingao de idade, género, etnia ou estatuto social e econdémico
(Cerqueira et al, 2015). Embora as doengas cardiovasculares ainda ocupem o primeiro
lugar como causa de morte a nivel mundial, o cancro evidencia-se cada vez mais. Em
2012, a International Agency for Research on Cancer (IARC) estimou em 14,1 milhdes o
numero de novos casos de cancro, em 8,2 milhoes o nimero de mortes devido a cancro
e em 32,6 milhoes o numero de pessoas a viverem com cancro (prevaléncia ao fim de
5 anos). A Europa contribui para este panorama com 23% da taxa de incidéncia, 24% da
taxa de mortalidade e 30% da taxa de prevaléncia. A taxa geral de incidéncia de cancro
para a Europa é cerca de 25% superior nos homens (205 em 100 000) em relagao as
mulheres (165 em 100 000). Em termos de mortalidade, as taxas sao |5% superiores
nos paises mais desenvolvidos em relagao aos paises menos desenvolvidos quando se
trata de mortalidade em homens e 8% superiores quando se trata de mulheres (Durko

& Malecka-Panas, 2014; International Agency for Research on Cancer, 2016).

A nivel mundial, dos varios tipos de cancro que compdem o cenario descrito e
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esquematizado na Figura |, o mais incidente é o cancro do pulmao (13%), seguido do
cancro da mama (1 1,9%), do cancro colorretal (9,7%) e em quarto o cancro da prostata
(7,8%). Apesar das taxas de mortalidade por tipos de cancro se alterarem em relagao as
taxas de incidéncia, o cancro do pulmao mantém-se em primeiro (19,4%), seguido do
cancro do figado (9,1%), do cancro do estomago (8,8%) e do cancro colorretal (8,5%)

(International Agency for Research on Cancer, 2016).

Incidéncia Mortalidade

5 Pulmdo (13,0%) Pulmo (19.4%)
Outros {35.3%) / Outros {32,0%)

Mama (11.9%)
Figado (9,1%)

Colorretal (9,7%) 2
Bexiga (3,1%) : Ovirio (3.2%) RAmLILAY
Esofago (3.2%) Q Prostata (1.8%) :_m“m {:'1]?‘%] Colorretal (8,5%)
Ovirio (3.8%) - Extomago (694) ' pugens (4 oo Estomago (6.84)
Figado (5,6%) sofago (4.9%)
Total: |4 067 894 Total: 8201 575

Figura I: Estimativas de 2012 para a incidéncia e a mortalidade do cancro em todo o mundo. A International
Agency for Research on Cancer (IARC) estimou 14,1 milhdes de novos casos de cancro e 8,2 milhdes de
mortes devido a cancro em 2012. O cancro colorretal representa 9,7% da incidéncia e 8,5% da
mortalidade. Fonte: (International Agency for Research on Cancer, 2016).

Cancro colorretal

Nao obstante a ser o terceiro tipo de cancro com maior incidéncia e o quarto
mais mortal em todo o mundo, na Europa o cancro colorretal ocupa outras posigoes no
ranking, na medida em que é o segundo mais incidente (447 136 casos em 2012) e mais
mortal (214 866 mortes em 2012) e o terceiro com maior taxa de prevaléncia aos 5 anos
(I 203 943 casos em 2012). Ao contrario de muitas outras doengas malignas, o cancro
colorretal é passivel de ser prevenido e é mesmo potencialmente curavel, se os
adenomas de alto risco e os tumores em estadios precoces forem removidos. A
sobrevivéncia a cinco anos dos doentes com cancro colorretal é aproximadamente 65%

e altamente dependente do estddio do tumor no momento do diagnostico (Gonzalez-
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Pons & Cruz-Correa, 2015; International Agency for Research on Cancer, 2016). A taxa
de sobrevivéncia, 5 anos apés o diagnostico, é de 90% para os doentes com doencga
localizada, de 70% para os que tém a doenga em estadios com extensao regional e atinge
os 13% nos doentes em estadios com disseminagao a distancia. Pelo facto do cancro
colorretal ser normalmente assintomatico até a sua progressio atingir estadios
avangados, a implementagao de programas de rastreio que visam a dete¢ao precoce é
essencial para a redugao das taxas de incidéncia e de mortalidade (Gonzalez-Pons &

Cruz-Correa, 2015).

Fatores de risco e carcinogénese

E ja sobejamente conhecido que o cancro colorretal é principalmente causado
por estimulos ambientais e/ou adquiridos (da Costa Vieira et al, 2015). E de algum modo
surpreendente que os fatores genéticos representem apenas 5% dos diferentes tipos de
cancro, enquanto os fatores ambientais representem 95% (Encarnacgao et al, 2015). Os
fatores de risco do cancro colorretal incluem a idade, a historia familiar, a presenca de
doengas inflamatorias intestinais (IBD, do inglés inflammatory bowel diseases), como a
colite ulcerosa ou a doenca de Crohn, e fatores ambientais como a dieta, o estilo de vida,
o consumo de alcool, o tabagismo ou o sedentarismo, entre outros. Neste contexto,
estudos epidemiolégicos demonstram que mais de 40% dos doentes com colite
desenvolvem cancro colorretal (Pan et al, 2011l; Encarnagao et al, 2015). Na
tumorigénese do colon, as células inflamatorias contribuem para o desenvolvimento de
colite pela producgao de citocinas pro-inflamatorias e de espécies reativas de oxigénio
(ROS, do inglés reactive oxygen species) e de nitrogénio (RNS, do inglés reactive nitrogen
species). O stresse oxidativo desempenha um papel preponderante no processo de
carcinogénese visto que os seus alvos incluem o DNA (do inglés deoxyribonucleic acid), o
RNA (do inglés ribonucleic acid), além de lipidos e de proteinas envolvidos na
transformagao maligna e na proliferagao de células iniciadoras. De acordo com a
literatura, a presenga de inflamagao crénica promove também o desenvolvimento de

cancro ja que proporciona um microambiente inflamatorio durante a formagao do tecido
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tumoral. As citocinas e as quimiocinas inflamatérias e imunossupressoras, segregadas
pelas células inflamatérias, promovem a proliferagao, a angiogénese, a invasao e a
consequente formagao de metastases a distdncia, mas também suprimem o sistema
imunitario o que, por sua vez, facilita o crescimento tumoral e, neste contexto, o

desenvolvimento de cancro colorretal (Pan et al, 201 1).

Os avangos a nivel da biologia molecular nas ultimas trés décadas tém ajudado a
desvendar alguns dos mecanismos moleculares e genéticos que estao na base da
carcinogénese do cancro colorretal (Gonzalez-Pons & Cruz-Correa, 2015). Esta bem
estabelecido que a vasta maioria de adenocarcinomas colorretais derivam de lesoes
precursoras como os adenomas, os polipos serrados ou como as sindromas hereditarias
como a sindroma de Lynch e a polipose adenomatosa familiar (FAP, do inglés familial
adenomatous polyposis), entre outras (Fleming et al, 2012). No contexto das sindromas
hereditarias, a carcinogénese colorretal é tradicionalmente dividida entre sindromas
polipoide e nao-polipoide. A sindroma nao-polipoide mais comum ¢é a sindroma de Lynch,

enquanto a FAP é a sindroma polipoide mais comum (Dellaire et al, 2014).

Tal como referido anteriormente, cerca de 5% dos doentes com cancro
colorretal tém uma verdadeira predisposi¢ao hereditaria para o seu desenvolvimento,
sendo mesmo possivel, na maioria dos casos, identificar o evento genético responsavel.
No entanto, apesar de mais de 25% dos casos terem historia familiar de cancro
colorretal, os dados nao sao consistentes com nenhuma das sindromas hereditarias
conhecidas. Porém, de um modo geral, podemos afirmar que a maioria dos casos de
cancro colorretal sao esporadicos, sem historia familiar ou predisposicao genética

(Bogaert & Prenen, 2014).

O primeiro modelo de tumorigénese colorretal sugerido por Fearon e Vogelstein
delineava uma via sequencial de quatro passos para o desenvolvimento do cancro. O
primeiro passo comporta o desenvolvimento de adenoma pela inativagao do gene APC
(do inglés adenomatous polyposis colis), ao que se segue o segundo passo que inclui a
promogao do crescimento adenomatoso promovido pelas mutagoes no gene KRAS (do
inglés Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog). Apds esta ocorréncia segue-se a

progressao tumoral devido as alteragoes genéticas no brago longo do cromossoma 18
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(18q) e, posteriormente, a inativagio da proteina P53, processo que origina o
desenvolvimento do adenocarcinoma (Fearon & Vogelstein, 1990). Desta forma, este
modelo evidenciou o papel desempenhado pelas alteragoes nos principais oncogenes,
como por exemplo, o KRAS, o NRAS (do inglés neuroblastoma RAS viral oncogene homolog),
o BRAF (do inglés v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog Bl) e o PIK3CA (do inglés
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha) e nos principais genes
supressores tumorais como, por exemplo, o APC, o TP53 e o PTEN (do inglés phosphatase

and tensin homolog) na biologia do cancro colorretal (Figura 2) (Dienstmann et al, 2014).

CMS3

bl L D o Ap—

r . | CMS2

u[ CMS1 J

CMS4

BRAF
PolD1/E

Figura 2: Modelos genéticos de cancro colorretal. (A) Os passos sequenciais da carcinogénese ocorrem
como consequéncia de alteragdes moleculares em cada um dos modelos. (B) Os diferentes modelos
moleculares estdo na origem dos quatro subtipos de cancro colorretal (CMS, consensus molecular subtypes):
CMSI (MSl-imune, 14%), CMS2 (canénico, 37%), CMS3 (metabdlico, 13%) e CMS4 (mesenquimatoso,
23%). Aos grupos representados acrescente um grupo nao classificavel com caracteristicas heterogéneas
que representa |3% da amostra. Baseado em (Graham et al, 2016).

Apesar deste modelo ser genericamente aceite, conhecimentos recentes

sugerem que esta sequéncia apenas ocorrera em 60% dos casos o que conduziu a

necessidade de rever o processo de patogénese do cancro colorretal (Kanthan et al,
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2012). Tal como representado na Figura 2-A, outras vias tém sido implicadas no
desenvolvimento do cancro colorretal, nomeadamente, as vias que envolvem o WNT/B-
catenin, o TGF-B (do inglés transforming growth factor beta), o EGFR (do inglés epidermal
growth factor receptor), a subregulagao da MAPK (do inglés mitogen-activated protein kinase)

e a ativagao da PI3K (do inglés phosphoinositide 3-kinase) (Dienstmann et al, 2014).

A carcinogénese ¢é atualmente vista como um desequilibrio entre o
desenvolvimento de mutagdes e os mecanismos de controlo e, eventualmente, de
reparagao do ciclo celular. Este desequilibrio toma o nome de “instabilidade genética” e
é caracterizado pela codificagao aberrante de genes. Atualmente, distinguem-se quatro
mecanismos moleculares responsaveis pela instabilidade genética e epigenética que
resultam na carcinogénese, a instabilidade cromossomica (CIN, do inglés chromosomal
instability), a instabilidade de microssatélites (MSI, do inglés microsatellite instability), o
fenotipo metilador das ilhas CpG (CIMP, do inglés CpG island methylator phenotype) e a
hipometilagao global do DNA (Kanthan et al, 2012; Maletzki et al, 2012; Gonzalez-Pons
& Cruz-Correa, 2015; Yiu & Yiu, 2016). O progresso da investigacao, alcangado a nivel
da expressao génica, tem permitido a classificagdo do cancro colorretal em varios
subtipos. Contudo, as diferengas nas populagoes de doentes, nos métodos usados e na
escolha de plataformas de expressao génica evidenciaram uma grande variabilidade nos
subtipos encontrados pelos diferentes grupos de investigagao. Para ultrapassar estas
inconsisténcias foi criado o Colorectal Cancer Subtyping Consortium (CRCSC). Um extenso
trabalho de colaboragao permitiu a classificagao do cancro colorretal em quatro CMSs
(do inglés consensus molecular subtypes) com caracteristicas moleculares distintas,
designadamente o CMSI, o CMS2, o CMS3 e o CMS4 (Figura 2-B). Das amostras
estudadas, 3% mantiveram-se de classificagao indeterminada por constituirem padroes
heterogéneos das diferentes CMS, contudo, nao representam um quinto subtipo (Yiu &
Yiu, 2016). Estas alteragcoes citogenéticas constituem potenciais marcadores
moleculares, tendo em conta que providenciam informagao relativa ao diagnéstico, ao
prognostico e ao tratamento preditivo (Gonzalez-Pons & Cruz-Correa, 2015). As

principais caracteristicas dos quatro CMSs encontram-se sumariadas na Tabela |.
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Tabela I: Caracteristicas-chave dos quatro subtipos do cancro colorretal.

Subtipo Percentagem Caracteristicas

da amostra

estudada
CMSI 14% - Caracterizado por MSI, CIMP elevado, hipermutacao,
(MSl-imune) mutacoes BRAF, expressao aumentada de genes relacionados

com infiltracdo imune difusa, reduzido SCNAs.

- Inclui a maioria dos carcinomas MSI com sobre-expressao
de proteinas reparadoras do DNA e deficiente capacidade de
reparagao das lesoes no DNA.

- Frequentemente encontrado em tumores do célon direito
com elevado grau histologico em mulheres.

- Relacionado com pior prognéstico apos recidiva.

CMS2 37% - Elevada frequéncia de SCNAs, indicadora de elevada CIN.
(canénico) - O maior niumero de ganhos no numero de copias em
oncogenes e perdas no ndmero de copias em genes
supressores tumorais em comparagio com Os restantes
subtipos.
- Sobre-regulagao da via WNT e MYC.

- Encontrado principalmente em tumores do célon esquerdo.

- Relacionado com maior sobrevivéncia apés recidiva.

CMS3 13% - Caracterizado por estado MSI misto, reduzidas SCNA e
(metabélico) reduzido CIMP.
- 30% das amostras eram hipermutadas e com sobreposicao
de MSI.
- Mutagoes KRAS e desregulagao metabolica.
CMs4 23% - Caracterizado por elevado SCNA e consequente CIN,
(mesenquimatoso) infiltragio do estroma, ativagdo TGF-B, angiogénese e

sobre-regulagao da EMT.

- Associados a tumores normalmente diagnosticados nos
estadios Ill e IV e a pior sobrevivéncia global e pior
sobrevivéncia pés-recidiva livre de doenga.

Indeterminado 13% - Subtipo com caracteristicas mistas.

- Caracterizado por fenétipo de transicao e heterogeneidade
tumoral.

Baseado em (Graham et al, 2016; Yiu & Yiu, 2016). Abreviaturas: MSI — instabilidade de microssatélites; CIMP —
fenotipo metilador de ilhas CpG; SCNAs — alteragdes no nimero de copias somaticas (do inglés somatic copy number
alterations); CIN — instabilidade cromossémica, EMT — transicio epitélio-mesénquima (do inglés
epithelial-to-mesenchymal transition).

Diagnéstico e estadiamento

O curso de crescimento lento do cancro colorretal, desde a formagao de um

polipo pré-cancerigeno até ao cancro invasivo, providencia oportunidade Unica para a
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prevencao e para o diagnostico precoce desta neoplasia. O rastreio é, por isso, essencial
na reducao da mortalidade por cancro colorretal pois aumenta o diagnostico em
estadios precoces e de lesGes pré-neoplasicas, o que determina um aumento da
probabilidade de sobrevivéncia. Os testes que sao mais propensos a detegao de polipos
adenomatosos e de cancro incluem a retossigmoidoscopia flexivel, a colonoscopia, a

colonoscopia virtual e a pesquisa de sangue oculto nas fezes (Siegel & Jemal, 2014).

O estadiamento do tumor representa o fator de progndstico mais importante
para doentes com cancro colorretal. Existem varios sistemas para estadiamento do
cancro colorretal, incluindo as classificagoes de Dukes, MAC (Modified Astler-Coller
classification) e TNM (acronimo de tumor node metastasis). Todos estes sistemas tém em
conta a invasao pelo tumor das camadas da parede do célon, dos érgaos na proximidade
e de orgaos a distancia (Young et al, 201 1). Destes, a classificagao TNM é o sistema de
estadiamento mais comummente utilizado e mais consistente, sendo fruto da avaliacao
de membros de varias entidades, nomeadamente, da American Joint Committee on Cancer
(AJCC), da Union for International Cancer Control (UICC) e do TNM Prognostic Factors
Committee. Este é baseado na profundidade da invasio da parede do intestino, na
extensao do envolvimento dos ganglios linfaticos e na presenga de locais de patologia a
distancia (metastases) (Wolpin & Mayer, 2008; Brenner et al, 2014; Dellaire et al, 2014).
Tal como evidenciado em detalhe no Anexo |, Tabela 15, a profundidade da invasao
tumoral define o estddio T, a revisio dos ganglios linfaticos circundantes define as
categorias do estadio N e a propagagao do tumor para além do intestino e dos ganglios

linfaticos regionais define o estadio M (Wolpin & Mayer, 2008).

Os trés critérios que estabelecem a classificagao TNM, a invasao do tumor, o
envolvimento dos ganglios linfaticos e a presenca de metastizagao, permitem categorizar
globalmente o cancro colorretal em 5 estadios, ilustrados na Figura 3, com

correspondéncia ao significado prognostico (Tabela 2) (Dellaire et al, 2014).

A expressao de P53, de KRAS, de BCL-2 (do inglés B-cell ymphoma 2 protein), de
TGF-a (do inglés transforming growth factor alpha) e de EGFR, assim como o indice de
proliferagao e a presenga de aneuploidias mantém-se como alvo de estudo pelo seu valor

de prognostico isolado ou combinado em condigoes de alto risco (Labianca et al, 2013).
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Figura 3: Estadiamento do cancro colorretal. No estadio 0 (ndo ilustrado na figura) o tumor ainda nao
atingiu a muscularis mucosae da parede do intestino; no estadio | o tumor ja invadiu varias camadas da
parede muscular do cdélon; no estadio |l o tumor penetrou completamente a parede do célon e pode ter
invadido tecidos circundantes; no estadio lll o tumor propagou-se para os ginglios linfaticos regionais; e
no estadio IV o tumor apresenta metdstases para outros orgios. Adaptado de
http://www.singaporemedicalclinic.com/ckfinder/userfiles/images/Colon%20Cancer%20Stages.jpg.

No momento do diagnostico, e referido a classificagao TNM e as estatisticas do
Cancer Research UK no Reino Unido, cerca de 14,6% dos doentes com cancro colorretal
apresentam-se no estadio |, 22,2% no estadio Il, 23,7% no estadio lll e 21,7% no estadio
IV (UK, 2015). De ressalvar que parte dos doentes em estadio lll podem evoluir para
estadio IV se a doenga nao for controlada. O figado é normalmente o primeiro local de
metastizagdo, mas a propagacao da doenga para outros 6rgaos como os pulmoes, o
peritoneu e os ganglios linfaticos intra-abdominais é também comum. Em termos de
abordagens terapéuticas, os doentes com um numero reduzido de metastases, desde
que confinadas a um 6rgao, poderao ser tratados por ressecao cirurgica. Contudo, a
maioria dos doentes com doenga metastatica sao candidatos a quimioterapia sistémica,
com carater paliativo, para melhoria da qualidade de vida e eventual aumento do tempo
de sobrevivéncia. Apesar dos avangos no tratamento do cancro colorretal, as taxas de
sobrevivéncia cinco anos apos o diagnostico para os doentes com cancro colorretal

avancado permanecem baixas. A medida que o estadio segundo o sistema TNM aumenta,
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a sobrevivéncia aos cinco anos declina dramaticamente. Assim, a sobrevivéncia é
superior a 90% para os doentes diagnosticados no estadio |, varia de 70 a 85% para os
doentes no estadio Il, de 25 a 85% para os doentes no estadio Il e é inferior a 10% para

os doentes no estadio IV (Wolpin & Mayer, 2008; Marques et al, 2014).

Tabela 2: Estadiamento anatémico e sua relagdo com os varios grupos de prognostico.

Estadio T N M DUKES MAC
0 Tis NO MO - --
TI NO MO A A
: T2 NO MO A Bl
1A T3 NO MO B B2
1B T4a NO MO B B2
I[o T4b NO MO B B3
A TI-T2 NI/Nlc MO C Cl
Tl N2a MO C Cl
T3-T4a NI/Nlc MO C C2
1B T2-T3 N2a MO C Cl/C2
TI-T2 N2b MO C Cl
T4a N2a MO C C2
nmc T3-T4a N2b MO C C2
T4b NI1-N2 MO C C3
IVA Qualquer T Qualquer N Mla - -
1IvB Qualquer T Qualquer N MIb - -

Adaptado de (Labianca et al, 2013; Cancer, 2015). Abreviaturas: T — tumor primario; N — ginglios linfaticos regionais;
M — metastases a distancia; MAC — modified Astler-Coller clssification.

Opcobes terapéuticas

As decisOes terapéuticas sao tomadas considerando as melhores opgoes
disponiveis de acordo com o estadiamento do cancro colorretal e com os beneficios e

os riscos associados a cada uma das abordagens (Siegel & Jemal, 2014).

Aproximadamente 80% dos novos casos diagnosticados requerem tratamento
cirargico, pois € considerada a abordagem de elei¢ao com intuito curativo. O tratamento
cirurgico do cancro colorretal pode ser precedido de um tratamento neoadjuvante e/ou

complementado por um tratamento adjuvante (Young et al, 201 ).

36



CaArPiTULO |

No que diz respeito a quimioterapia, o protocolo quimioterapéutico depende do
estadiamento do cancro colorretal mas também de outros fatores como, por exemplo,

a idade ou as cormobidades de que o doente padece (Brenner et al, 2014).

O cancro colorretal no estadio 0 é normalmente tratado com recurso apenas a
cirurgia, com excisao local ou polipectomia simples. No estadio | a opgao terapéutica
inclui a ressecao cirdrgica, mas usualmente, sem recurso a quimioterapia adjuvante. No
caso de cancro colorretal no estadio Il, o tratamento cirurgico inclui a ressegao do
segmento do colon afetado e adequada linfadenectomia loco-regional. Nestes casos, a
abordagem terapéutica pode incluir a quimioterapia adjuvante em doentes que
apresentem pelo menos um dos seguintes fatores de pior prognostico ou de recidiva,
nomeadamente, menos de |2 ganglios linfaticos removidos, tumores pouco
diferenciados, existéncia de invasao vascular, linfatica ou perineural, oclusao intestinal ou
estadio T4 na classificaggo TNM. O mesmo tratamento cirurgico € realizado nos
tumores no estadio lll. Nestes casos o tratamento cirurgico pode ser associado a
quimioterapia neoadjuvante e/ou adjuvante que pode incluir o uso de oxaliplatina e uma
fluoropirimidina. Nos cancros no estadio IV, os doentes sao tratados com regimes de
quimioterapia convencional de primeira e de segunda linha (Labianca et al, 2013; Brenner
et al, 2014; Society, 2016). Neste caso, a abordagem cirurgica depende da resposta ao
tratamento neoadjuvante. Nos casos em que se verificou uma eficacia do tratamento
neoadjuvante, o tratamento cirdrgico envolve a remogao do segmento intestinal afetado
associado a linfadenectomia loco-regional adequada, assim como a ressecio de
metastases em outros o6rgaos, como no figado ou no pulmio. Nos casos em que o
tratamento neoadjuvante nao foi eficaz ou nao pode ser efetuado, o tratamento cirurgico
torna-se paliativo e tem como intuito a prevengao ou o tratamento de complicagoes
associadas ao cancro colorretal, como a oclusao intestinal ou a hemorragia digestiva. A
quimioterapia, a radioterapia ou tratamentos biologicamente direcionados poderao ser
prescritos isoladamente ou em combinagao para aliviar os sintomas e prolongar a
sobrevivéncia do doente, principalmente nos casos em que se verifica a presenca de
metastases a distancia irressecaveis (Brenner et al, 2014; Siegel & Jemal, 2014; Society,

2016). E de referir ainda que, atualmente, a quimiorradioterapia neoadjuvante da
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ressegdo cirirgica é o tratamento gold standard no caso dos cancros do reto cujo
estadiamento pré-operatorio revelou tratar-se de um tumor T3 ou qualquer tumor com

adenopatias por metastases loco-regionais (Tamas et al, 2015).

As opgoes quimioterapéuticas convencionais incluem essencialmente
fluoropirimidinas, oxaliplatina e irinotecano. A primeira linha de tratamento consiste na
administracao de uma fluoropirimidina, como o 5-fluorouracilo (5-FU) por via
intravenosa ou outras fluoropirimidinas orais, em varias combinagoes e regimes
terapéuticos. As combinagdes quimioterapéuticas de 5-FU, de leucovorina (LV) e de
oxaliplatina (FOLFOX4) ou de 5-FU, de LV e de irinotecano (FOLFIRI) providenciam
taxas de resposta mais elevadas, aumento do periodo de tempo com auséncia de
progressao de doenca e maior sobrevivéncia em comparagao com a combinagao
5-FU/LV. A combinagao FOLFOX4 é considerada a melhor opgao para tratamento de
primeira linha, enquanto a combinagao FOLFIRI a opgao mais plausivel para tratamento
de segunda linha (Oostendorp et al, 2010; Young et al, 201 |; Labianca et al, 2013). A
combinagiao de capecitabina com oxaliplatina (XELOX ou CapeOX) também ¢é usada
como alternativa ao FOLFOX4. Como a capecitabina é administrada por via oral, o

XELOX constituiu uma opgao preferencial para alguns doentes (Labianca et al, 2013).

Grandes avangos tém sido alcangados no tratamento quimioterapéutico do
cancro colorretal, incluindo o desenvolvimento de anticorpos monoclonais, de
inibidores do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF, do inglés vascular endotelial
growth factor), como o bevacizumab, ou do EGFR, como o cetuximab ou o panitumumab,
ou inibidores de cinases, como o regorafinib. Dada a impossibilidade de prever o tipo
de resposta a estas terapias, tipicamente, todos os doentes recebem um cocktail que
inclui todos estes agentes, a excec¢ao dos inibidores de EGFR que sao contra-indicados
em doentes que possuam mutagao no gene KRAS. A utilizagao destes regimes de
combinagao em doentes com doenga metastatica permitiu o aumento da sobrevivéncia
global média deste grupo, permitindo inclusivamente a abordagem cirurgica com
ressegao de metastases hepaticas que, previamente a quimioterapia, tinham sido

caracterizadas como irressecaveis (Catenacci et al, 201 |; Brenner et al, 2014).
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5-Fluorouracilo

O 5-FU pode ser considerado um derivado da pirimidina que atua através da
inibicdo da enzima timidilato sintetase (TS, do inglés thymidylate synthase) e ¢é
administrado por via intravenosa em bolus ou por infusao (Young et al, 2011). Esta
fluoropirimidina é usada diariamente na pratica da oncologia clinica ha mais de 50 anos,
tendo sido estabelecida uma boa correlagao entre as concentragoes de 5-FU no plasma
e os seus efeitos biologicos. Estudos clinicos conduzidos durante os ultimos 20 anos
demonstraram que a gestao farmacocinética da concentragao plasmatica de 5-FU reduziu
a toxicidade e aumentou a eficacia clinica. Estes estudos farmacocinéticos identificaram
um intervalo terapéutico ideal para o 5-FU, recomendando algoritmos de ajuste de
massa de modo a manterem as concentragoes plasmaticas na gama 6tima (Saif et al, 2009;
Catenacci et al, 2011). Embora o 5-FU em combinagio com outros agentes
quimioterapéuticos incremente as taxas de resposta e de sobrevivéncia em doentes com
cancro da mama e do pesco¢o, € no cancro colorretal que este firmaco tem
demonstrado mais impacto (Grem, 1997; Zhang et al, 2008). Contudo, a taxa de resposta
dos doentes com cancro colorretal avangado sujeitos a quimioterapia de primeira linha
com 5-FU é apenas de 10 a 15%, aumentando para os 40 a 50% quando em combinagao
com o irinotecano ou com a oxaliplatina. Ainda assim, novas estratégicas terapéuticas
sao urgentemente necessarias em especial quando o cancro se torna quimiorresistente.
Por esta razao, o conhecimento dos mecanismos pelos quais o 5-FU induz morte celular
e dos mecanismos envolvidos na sua quimiorresisténcia sao passos imprescindiveis para

uma melhor abordagem terapéutica (Longley et al, 2003).

O 5-FU é um andlogo do uracilo, com um atomo de flior que se liga ao carbono
da posicdo 5 em lugar do atomo de hidrogénio (Figura 4). E metabolizado como o uracilo
e entra rapidamente na célula por difusao facilitada. Para exercer a sua atividade
citotdxica, o 5-FU tem de ser metabolicamente ativado por fosforilases e por cinases
celulares. Apés entrar na célula, o 5-FU ¢é inicialmente convertido em varios metabolitos
ativos: o FAUMP (do inglés fluorodeoxyuridine monophosphate), o FAUTP (do inglés
fluorodeoxyuridine triphosphate) e o FUTP (do inglés fluorouridine triphosphate) (Figura 5).

Estes metabolitos, uma vez incorporados no RNA e no DNA, sao responsaveis pelo
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efeito anti-cancerigeno do 5-FU (Longley et al, 2003; Matuo et al, 2010). Em maior
detalhe, a incorporagao de FUTP no RNA é acompanhada por efeitos lesivos a nivel da
sintese, da estabilidade, do processamento e da metilagio do RNA. Por outro lado, o

FAUTP pode ser incorporado no DNA levando a inibi¢ao da sua elongagao assim como

.....

N e epe

sintetase € uma enzima crucial na sintese de DNA, responsavel pela metilagao do dUMP
(do inglés deoxyuridine monophosphate) com formagao de dTMP (do inglés deoxythymidine
monophosphate) (Kuilenburg, 2004). A inibicao da timidilato sintetase resultara num
desequilibrio dos nucleétidos, com niveis diminuidos de dTMP e niveis aumentados de
dUMP, perturbando a sintese e/ou a reparagao de DNA, o que resulta em lesoes letais
para a célula (Zhang et al, 2008; Matuo et al, 2010). A citotoxicidade do 5-FU, como
consequéncia dos mecanismos relacionados com o RNA ou com o DNA, depende da
concentragao de 5-FU e do tempo de exposicao ao mesmo. De facto, estudos
demonstraram que elevadas concentragoes de 5-FU num curto tempo de exposicao
induzem toxicidade associada a lesoes no RNA, enquanto exposi¢oes prolongadas a

menores concentragoes favorecem lesoes diretas no DNA (Kuilenburg, 2004).

0
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Figura 4: Estruturas do 5-FU e do uracilo. O 5-FU é um analogo do uracilo, com um atomo de flior que
se liga ao carbono da posicao 5 em lugar do atomo de hidrogénio.

Embora os efeitos citotoxicos do 5-FU sejam provavelmente mediados

diretamente pelas vias anabdlicas, as vias catabodlicas desempenham um papel significativo
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tendo em conta que 80% do 5-FU é catabolizado pela enzima dihidropirimidina
desidrogenase (DPD, do inglés dihydropyrimidine dehydrogenase). Tal como
esquematizado na Figura 5 esta enzima, limitante da concentragao de 5-FU, é responsavel
pela conversao do 5-FU em DHFU (do inglés dihydrofluorouracil). A atividade da DPD
pode ser detetada em varios tecidos, contudo, o facto de estar abundantemente
expressa no figado faz com que este seja o principal 6rgao responsavel pelo catabolismo
do 5-FU (Longley et al, 2003; Kuilenburg, 2004). Existem amplas evidéncias que uma
deficiéncia de DPD esta associada com a toxicidade severa apos administragao do 5-FU.
Doentes com deficiéncia parcial de DPD tém um risco aumentado de desenvolver
neutropenia de grau IV, além de que os primeiros sintomas de toxicidade surgem mais
rapidamente (cerca de duas vezes) comparativamente aos doentes com atividades

normais daquela enzima (Kuilenburg, 2004).
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Figura 5: Metabolismo do 5-FU (5-flourouracilo). Pela via anabdlica o 5-FU é convertido em FUTP
(fluorouridine triphosphate), em FAUMP (fluorodeoxyuridine monophosphate) e em FAUTP (fluorodeoxyuridine
triphosphate) e induz lesdes no RNA e/ou no DNA e a inibicao da enzima TS (thymidylate synthase). No
figado, o catabolismo do 5-FU com formagao de DHFU (dihydrofluorouracil) pela enzima DPD
(dihydropyrimidine dehydrogenase) é o passo limitante de 5-FU. Adaptado de (Kuilenburg, 2004).

O 5-FU tem um indice terapéutico exiguo e uma forte correlagao tem sido

estabelecida entre a exposicao a este farmaco e as toxicidades hematologica e
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gastrointestinal. O padrao de toxicidade pode também variar de acordo com o regime
de administragao. Neste contexto, se a administragao for por injegao em bodlus a
toxicidade limitante é a mielossupressao enquanto se a infusao for continua a toxicidade
gastrointestinal é proeminente (Codacci-Pisanelli et al, 1995). Assim, a toxicidade
comummente relacionada com este farmaco inclui diarreia, eritema palmoplantar e
estomatite. Em 2 a 5% dos doentes pode ocorrer espasmo da artéria coronaria, com
sintomas associados a angor pectoris. Com esta terapéutica, a alopecia nao é comum

(Kuilenburg, 2004; Young et al, 201 1).

Oxaliplatina

A oxaliplatina [oxalato-(trans-L-1,2-diaminociclohexano)platina(ll); Eloxatin®] é
um andlogo de platina de segunda geragdo que se tem tornado num dos principais
agentes quimioterapéuticos usado no tratamento do cancro colorretal nos estadios |,
[Il ou metastizado. A oxaliplatina foi desenvolvida como uma opgao que conferisse maior
citotoxicidade tumoral e menos efeitos secundarios do que a cisplatina (VWWoynarowski
et al, 2000; Mehmood, 2014). O seu principal alvo, a nivel celular, ¢ o DNA onde, a
semelhanga da cisplatina e da carboplatina, forma ligagoes cruzadas entre as suas cadeias.
Contudo, existem varios factos que fazem com que a oxaliplatina seja diferente de
outros compostos de platina, nomeadamente: (1) o facto de ser unicamente indicada
para cancro colorretal, uma neoplasia na qual a cisplatina nao demonstra ter qualquer
atividade anti-tumoral; (2) a sua interagao sinérgica com as fluoropirimidinas, o que
contrasta com a sua reduzida atividade quando presente isoladamente; (3) um perfil de
toxicidade reduzida mas peculiar (Perego & Robert, 2016). Dadas estas caracteristicas,
este farmaco pode ser combinado com seguranga com outros farmacos, como o 5-FU
e o irinotecano, com aumento das taxas de resposta e de inibicao da progressao tumoral
(Kim et al, 2014; Mehmood, 2014). Embora a oxaliplatina possua um perfil de seguranca
melhor do que a cisplatina, ambos os farmacos estao associados a neurotoxicidade (Al
Moundhri et al, 2013). Adicionalmente, os andlogos de platina, tal como a oxaliplatina,

tém demonstrado atividade anti-tumoral em linhas celulares com resisténcia adquirida a
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cisplatina (Raymond et al, 2002).

A oxaliplatina é uma estrutura de platina, na qual o atomo de platina é
complexado com o ligando transportador DACH (do inglés [,2-diaminocyclohexane),
substituindo os grupos amina presentes na cisplatina (Figura 6). O papel critico dos
aductos DNA-platina como responsaveis pelos efeitos anti-proliferativos associados a
cisplatina € aceite e pode ser extrapolado para todos os farmacos anti-tumorais
derivados de platina. Contudo, a analogia entre a cisplatina e a oxaliplatina nao deve ser
sobrevalorizada. As diferengas entre os dois compostos em termos de atividade
anti-tumoral e dos efeitos secundarios permitem-nos inferir que os mecanismos de agao

subjacentes poderao ser diferentes (Woynarowski et al, 2000; Perego & Robert, 2016).
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Figura 6: Oxaliplatina e seu mecanismo de acao. Em cima as estruturas quimicas dos compostos derivados
de platina clinicamente disponiveis (cisplatina, carboplatina e oxaliplatina). Em baixo a representagao
esquematica da formagao de adutos de oxaliplatina no DNA. Adaptado de (Kline & El-Deiry, 2013).

Varios anos depois da introdugao da oxaliplatina, novos aspetos relativos a sua
atividade tém sido descobertos a nivel pré-clinico. O principal mecanismo anti-tumoral
subjacente a agao da oxaliplatina foi descrito antes da aprovagao para uso clinico no
cancro colorretal, no entanto, novos mecanismos continuam a ser propostos (Perego &
Robert, 2016). De uma forma geral e a semelhanga da cisplatina, a oxaliplatina previne a

replicagao e a transcricao do DNA pela formagao de aductos no mesmo (Young et al,
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201 1). A oxaliplatina sofre uma conversao enzimatica em solugoes fisioldgicas originando
derivados ativos através da ligagao do ligando Iabil oxalato. Assim, formam-se varias
espécies reativas transitorias, as quais se ligam de forma covalente com macromoléculas.
Ao ligar-se simultaneamente a duas bases de nucleétidos do DNA, a oxaliplatina forma
ligagoes cruzadas entre as posicoes N7 de duas guaninas adjacentes (GG), de adeninas e
guaninas adjacentes (AG) ou de guaninas separadas por outro nucleétido (GNG), o que
determina a inibicao da replicagdo e da transcricgdo do DNA (Grivicich et al, 2001;
Mehmood, 2014). Para além deste mecanismo de agao, a oxaliplatina pode desencadear
processos de morte celular por apoptose em células com deficiéncia no complexo de
reparacao incompativel (MMR, do inglés mismatch repair complex) do DNA,
frequentemente presente no cancro colorretal, no qual a cisplatina falha na indugao de
apoptose (Raymond et al, 2002; Perego & Robert, 2016). Neste caso, a ligagao covalente
das enzimas de reparagao do DNA com a oxaliplatina compromete a fungao das mesmas,
de forma a que, se a lesao no DNA for substancial e irreparavel, a célula é conduzida
para morte celular por vias apoptoticas (Mehmood, 2014). Soube-se recentemente que
a oxaliplatina é capaz de ativar a morte celular imunogénica (ICD, do inglés immunogenic
cell death) em células tumorais pela translocagao da calreticulina e outras chaperonas do
reticulo endoplasmdtico para a membrana celular. Estes eventos sao capazes de
desencadear uma resposta imunitaria de combate as células tumorais pela captagao de
antigénios tumorais e modulagao da funcao das células dendriticas (Perego & Robert,

2016).

A toxicidade associada ao uso de oxaliplatina, apesar de reduzida, esta descrita.
Realcam-se os efeitos secunddrios sobre o sistema hematopoiético causados
essencialmente pela formagao de aductos no DNA nas células progenitoras da medula
ossea, causando mielotoxicidade com severidade dependente da concentragao. Esta
pode resultar em anemia hemolitica e em trombocitopenia que, usualmente, nao sao
severas, assim como, a neutropenia, esta frequente em cerca de 4% dos doentes. Outro
efeito secundario comum ¢é a neurotoxicidade com neuropatia periférica, tanto aguda
como crénica. A neuropatia periférica aguda aparenta estar relacionada com a massa
total de farmaco administrada e com a duragao da infusao, enquanto a neuropatia

periférica cronica esta associada a platina cumulativa. Esta ultima é normalmente

44



CaArPiTULO |

reversivel 3 a 4 meses apos o término do tratamento. A neuropatia periférica envolve
essencialmente as fibras sensoriais e, em caso de ser aguda, manifesta-se como
parestesia, disestesia e alodinia das extremidades, dos labios e da oro e laringofaringe

(Chabner & Longo, 2010; Mehmood, 2014).

Apesar das vantagens da oxaliplatina face a resisténcia das células tumorais a
cisplatina, a sua atividade clinica é de alguma forma limitada. Com o intuito de melhorar
a sua eficacia, a oxaliplatina é frequentemente usada em regimes de combinagao. A
farmacocinética e a farmacodinamica da oxaliplatina adicionadas ao seu excelente perfil
de seguranca, com reduzida toxicidade hematoldgica em concentragoes recomendadas
e neurotoxicidade cumulativa relativamente tardia (mas geralmente reversivel),
tornam-na adequada para associagao com outros compostos anti-tumorais (Raymond et

al, 2002).

Irinotecano

O irinotecano  [7-etil-10-(4-(1-piperidino)-|-piperidino)carboniloxi-campto-
tecina; CPT-11; Camptosar®)] é um andlogo hidrossoluvel e semissintético da
camptotecina, composto encontrado na Camptotheca acuminata, planta originaria da
China e do Tibete (Fuchs et al, 2006; Wagner, 2015). A camptotecina é um farmaco com
atividade anti-tumoral testado em ensaios clinicos nos anos 70, contudo, a sua fraca
solubilidade em agua e o seu perfil de toxicidade imprevisivel (diarreia, cistite, estomatite
e mielossupressao) ditaram o fim do seu uso em contexto clinico. O interesse por este
composto foi retomado nos anos 80 ap6s a identificagao do seu principal alvo molecular,
a topoisomerase |. Esta descoberta motivou a sintese de analogos da camptotecina que
preenchessem alguns critérios, nomeadamente, a hidrossolubilidade, o perfil de
toxicidade favoravel e a atividade anti-tumoral consistente. Entre outros, o irinotecano
destacou-se pela sua atividade anti-tumoral nos cancros colorretal, gastrico, pancreatico,

cervical, pulmonar, assim como, na leucemia e no linfoma (Grivicich et al, 2001).

O irinotecano é um pro-fairmaco que é espontaneamente convertido por
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carboxilesterases endégenas no seu metabolito ativo, o SN-38, ambos representados na
Figura 7. O SN-38 é posteriormente convertido no seu metabolito farmacologicamente
inativo SN-38G (do inglés SN-38 glucoronide) por glicoronidagao. Esta conversao é
mediada pela enzima hepatica UGTIAI (do inglés hepatic uridine diphosphate
glucuronosyltransferase IAl). O composto parental é eliminado por excrecgao biliar e o
SN-38G por excregao renal (Fuchs et al, 2006; Wagner, 2015). Uma andlise cuidada da
atividade da UGTIAI nos tecidos humanos normais demonstrou a existéncia de niveis
elevados da mesma no figado, no duodeno, no jejuno, no ileo, no cédlon e no reto
(Rothenberg, 2001; Sooryakumar et al, 2011). Para além destas localizagoes, tecido
tumoral obtido a partir do célon e do figado tende a apresentar niveis de SN-38 mais
baixos que o tecido normal correspondente e, consequentemente, menores niveis de
atividade de carboxilesterases. E de realcar que niveis baixos de SN-38 no tumor
contribuem, em larga escala, para a citotoxicidade do irinotecano tendo em conta que,
ao contrario do figado, os tumores nao sao capazes de o destoxificar por glicoronidagao

(Rothenberg, 2001).

Irinotecano SN-38

Figura 7: Estruturas do irinotecano e do SN-38. O irinotecano é um pré-firmaco que é espontaneamente
convertido por carboxilesterases endégenas no seu metabolito ativo, o SN-38.

Quanto ao seu mecanismo de agao, o irinotecano € um ativo e potente inibidor
da topoisomerase-l, enzima nuclear responsavel pela manutencio da conformagao
tridimensional do DNA durante a replicagao, assim como da transcrigao do mesmo. Isto
é, durante a replicagao e a transcricaio do DNA a topoisomerase-l cria uma quebra
transitéria de uma das cadeias de DNA, ligando-se de forma covalente a terminagao
3’-fosforil da cadeia de DNA aberta. Pensa-se que o irinotecano e/ou o seu metabolito

ativo SN-38 se liguem ao complexo DNA-topoisomerase-l e previnam a religagao da
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cadeia de DNA (Figura 8). A colisao do “garfo de replicagado” com o complexo
DNA-topoisomerase-| estabilizado resulta na quebra irreparavel das duas cadeias do
DNA, desencadeando a cascata apoptotica que culmina em morte celular (Grivicich et

al, 2001; Fuchs et al, 2006).

Topoisomerase-|

Quebra transitoria
da cadeia de DNA

Estabilizagio do complexo
DNA-topoisomerase-|
pelo irinotecano

Colisdo com o “garfo de
replicagdo”

Danoirreparavel no DNA
Morte celular

Figura 8: Irinotecano e seu mecanismo de agao. Representacao esquematica da inibicao da
topoisomerase-| por agao do irinotecano. A topoisomerase-| cliva e desenrola o DNA como parte do
processo de replicagdo e de transcrigigo. O SN-38 forma um complexo com o DNA e com a enzima,
inibindo a religagcao da cadeia de DNA e bloqueando o movimento da polimerase de DNA ao longo do
mesmo, processo que culmina em quebra das duas cadeias e consequente morte celular. Construido
através de Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To
view a copy of this license, visit http://creativecommons.orgllicenses/by/3.0/).

Os principais efeitos secundarios do irinotecano, limitativos do tratamento, sao
a diarreia e a neutropenia. O SN-38 pode causar diarreia como resultado direto de uma
lesao entérica. Este facto deve-se a sua excregao biliar significativa, que faz com que se
mantenha no trato gastrointestinal por longos periodos de tempo. Contudo, a
toxicidade associada ao irinotecano ¢é influenciada pela variabilidade genética da

populagao. Por exemplo, a glicoronidagao do SN-38 em SN-38G pela enzima UGT Al

47



VITAMINA C E CANCRO

protege o trato gastrointestinal da toxicidade induzida pelo irinotecano. No entanto,
doentes com reduzida atividade da enzima UGTIAI, como o caso de doentes com a
sindroma de Gilbert, ou doentes com um polimorfismo na sequéncia TATAbox do gene
UGTIAI que codifica a enzima UGT Al apresentarao um decréscimo do metabolismo
do SN-38 e, consequentemente, terao suscetibilidade acrescida para as toxicidades

gastrointestinal e hematoldgica (Fuchs et al, 2006).

O cancro colorretal avangado continua a ter mau progndstico e o tratamento
cirdrgico mantém-se como o que possui maiores potencialidades curativas nos doentes
que se apresentam neste estadio. Contudo, as modalidades de tratamento convencionais
continuam a ser insuficientemente eficazes. Um dos desafios presentes passa pelo estudo
de novas oportunidades e de novas abordagens terapéuticas que permitam estabelecer
novos protocolos ou combinagoes mais eficazes de farmacos. Contudo, um longo
caminho tem de ser percorrido até a implementagao de novos esquemas terapéuticos,
caminho esse que inclua estudos de sinergia de farmacos, otimizagcao de concentragoes
a administrar, tempos de exposigao, protocolos de administragao de cada um dos
compostos, primeiramente num contexto pré-clinico e, posteriormente, em ensaios
clinicos. A obtengao de sinergias ira contribuir para o planeamento de protocolos de
tratamento mais eficazes contra o cancro colorretal, com massas reduzidas e efeitos

adversos diminuidos.
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Cada vez mais o uso de compostos naturais tem sido considerado na prevengao
e no tratamento do cancro. A aplicagao intravenosa de elevadas concentragdes de acido
ascorbico (AA), mais conhecido por vitamina C, tem sido usada desde os anos 70 para
o tratamento do cancro (Venturelli et al, 2015). O seu potencial terapéutico tem sido
suportado por um vasto e consistente conjunto de evidéncias resultantes de estudos in
vitro (Riordan et al, 1995; Chen et al, 2005; Klingelhoeffer et al, 2012; Kawada et al, 2013;
Mastrangelo, 2013; Mastrangelo et al, 2013, 2015; Fukui et al, 2015), de estudos in vivo
(Chen et al, 2007; Verrax & Calderon, 2009; Yeom et al, 2009; Espey et al, 201 |; Serrano
et al, 2015) e de evidéncias clinicas (Ohno et al, 2009; Monti et al, 2012; Welsh et dl,
2013; Ma et al, 2014; Hoffer et al, 2015). O uso do AA num contexto clinico prende-se,
essencialmente, na adogao de novas estratégicas terapéuticas baseadas em regimes de
combinagdo onde o AA desempenha um papel quimiossensibilizador. O seu efeito
sinérgico com farmacos quimioterapéuticos convencionais, em varios tipos de cancro, é
um facto ja reportado por inUmeros autores, nomeadamente, no cancro do pancreas
(Espey et al, 201 1), da prostata (Gilloteaux et al, 2014), da mama (Kurbacher et al, 1996)
e do ovario (Ma et al, 2014). Estas evidéncias e a escassa literatura relativamente ao
efeito anti-tumoral do AA no cancro colorretal realgam a necessidade de se estudarem
os seus mecanismos de agao a nivel da célula do cancro do célon, assim como, o seu

potencial quimiossensibilizador.
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Vitamina C

O valor de alguns alimentos na prevengao de doengas foi conhecido muito antes
das primeiras vitaminas terem sido identificadas. Em 1912, o bioquimico britanico Sir
Frederick Hopkins e o bioquimico polaco Casimir Funk propuseram a hipotese da
correlagao entre a doenga e a deficiéncia de vitaminas, a qual postulava que a auséncia
de quantidades suficientes de uma determinada substancia no sistema poderia levar a
uma determinada doenga. Parte desta hipotese ditava que o escorbuto era uma doenga
de deficiéncia alimentar causada pela falta de uma “substancia hidrossoluvel
desconhecida”. Em 1929, Hopkins é galardoado com o Prémio Nobel da Fisiologia e
Medicina, pela descoberta de nutrientes essenciais a manutengao da saide humana, hoje
em dia conhecidos como vitaminas. A “substdncia hidrossolivel desconhecida” de
Hopkins e Funk agora denominada vitamina C tinha uma fungao assumida, a prevengao
do escorbuto, mas composicao quimica desconhecida (Hickey & Roberts, 2004;
Zetterstrom, 2009). Em 1928, o bioquimico hungaro Albert Szent-Gyorgy alterou esta
realidade quando isolou um acido do cortex da glandula adrenal e descobriu que se
tratava de um potente agente redutor. Pela primeira vez Szent-Gyorgy identificou a
estrutura quimica da vitamina C, atribuindo-lhe o nome de acido ascorbico (AA, Figura

9) (Svirbely & Szent-Gyorgyi, 1932, 1933).

Caracteristicas bioquimicas

A vitamina C (AA, acido ascorbico) é uma lactona de seis carbonos com massa
molecular de 176 g/mol. O facto de possuir dois grupos hidroxilo ionizaveis torna-a um
dador de eletroes, propriedade responsavel pela maioria das suas fun¢oes bioldgicas. A
vitamina C tem dois valores de pKa, o pKal de 4,2 e o pKa2 de |1,6. Desta forma, o
monoaniao ascorbato (AA’), comumente designado por ascorbato, € a forma dominante
a pH fisiolégico. Como um excelente agente redutor, o ascorbato por oxidagao é
rapidamente convertido em radical ascorbil (AA*’), o qual é rapidamente dismutado em

acido dehidroascoérbico (DHA), tal como representado na Figura 9 (Du et al, 2012).
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O AA puro é um po cristalino branco, extremamente solivel em agua, originando
uma solugao incolor, ao invés do ascorbato de sédio que, por oxidar muito facilmente,
contém frequentemente quantidades significativas de produtos de oxidagao que lhe
conferem uma cor amarela. A taxa de oxidagao é dependente do pH e é acelerada por
metais de transi¢cao. Na auséncia de metais de transi¢ao e a pH 7, a oxidagao espontanea
do ascorbato é relativamente lenta. Esta auto-oxidacao, isto €, oxidagao na auséncia de
metais de transigao, ocorre via dianido ascorbato (AA*, Figura 9). A pH 7 as espécies de
vitamina C dominantes sio o ascorbato (99,9%), o AA (0,1%) e o AA” (0,005%) (Du et
al, 2012).
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Figura 9: Estruturas das espécies quimicas associadas a vitamina C. Legenda: AA, acido ascoérbico; AA',
monoaniio ascorbato; AA?, dianiio ascorbato; AA®, radical ascorbil; DHA, 4cido dehidroascérbico
(DHA).

Fontes alimentares

A vitamina C é um micronutriente hidrossoluvel essencial a saide humana. Os
humanos sao incapazes de sintetizar o AA devido a multiplas mutagoes no gene que
codifica a gulonolactona oxidase, a enzima terminal da via de biossintese desta vitamina
(Levine et al, 2005). Desta forma, as principais fontes de vitamina C para os humanos
sao a alimentagao, os suplementos alimentares e os alimentos enriquecidos com

ascorbato (Kumar et al, 2015).
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A vitamina C é largamente encontrada em alimentos tanto de origem vegetal
como animal, no entanto, as melhores fontes sao as frutas e os vegetais frescos (Kumar
et al, 2015). Este nutriente pode ser encontrado em citrinos, morangos, melao, manga,
pimentos verdes e vermelhos, tomates, brécolos, couve de bruxelas, repolho, batata,
ervilha, couve, couve-flor, nabo e outros vegetais folhosos. Peixe e leite também contém
pequenas quantidades de vitamina (Iqbal et al, 2004; Kumar et al, 2015). O teor de
vitamina C nos alimentos pode ser diminuido pelo armazenamento prolongado e por
algumas praticas de confegao. Provou-se que a fervura dos vegetais resulta na perda de
50 a 80% do teor em vitamina C. Cozinhar os alimentos a vapor com quantidades
minimas de agua ou no micro-ondas diminui substancialmente a perda da vitamina C. A
ingestao diaria de 200 mg de vitamina C é facilmente obtida pelo consumo de cinco

porgoes de frutas ou vegetais (Packer et al, 2002).

A vitamina C esta incluida na maioria das formulagoes multivitaminicas na forma
de AA, cuja biodisponibilidade é equivalente a de alimentos como o sumo de laranja,
como o de maga ou de uva, ou os brécolos (Levine, 1999; Packer et al, 2002). Outras
formas de suplementos de vitamina C incluem o ascorbato de sodio, o ascorbato de
célcio, o AA com flavonoides ou outros produtos de combinagao. Estudos em que a sua
biodisponibilidade foi comparada com a dos alimentos também niao mostraram

diferencas significativas (Packer et al, 2002; Kumar et al, 2015).

Por dltimo, alguns cereais e bebidas sao enriquecidos com AA, um composto
inodoro, branco e cristalino que é estavel na sua forma liofilizada. A vitamina C ¢é
frequentemente adicionada a sumos de fruta, bebidas com sabor a fruta, sumos
gaseificados, produtos a base de cereais e leite. A alguns sumos que normalmente nao
sao uma fonte de vitamina C, como o sumo de maga ou uva, a vitamina C é igualmente

adicionada (Kumar et al, 2015).

No seguimento de um pedido da Comissao Europeia, o Painel NDA (do inglés,
Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies) estabeleceu os valores de referéncia
nutricionais (VRN) para a vitamina C, apresentando o respetivo artigo cientifico de
opiniao em 2013. O Painel definiu um valor médio para os VRN com um coeficiente de

variagao de 10%. Em individuos saudaveis, o valor médio é determinado pela quantidade
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de vitamina C que equilibra as perdas de vitamina C pelo metabolismo e que garante a
manutengao da concentragao do ascorbato a nivel plasmatico em jejum por volta de
50 pmol/L. Nos homens, o VRN médio proposto foi de 90 mg/dia enquanto nas
mulheres foi de 80 mg/dia por extrapolagao a partir do valor definido para os homens,
tendo por base as diferengas da massa corporal de referéncia. A mesma extrapolagao é
feita para adolescentes e criangas, de forma que para rapazes entre os |5 e os 17 anos
o VRN médio é 100 mg/dia enquanto para raparigas com a mesma idade o VRN médio
€ 90 mg/dia, e para criangas com idades entre | a 3 anos o VRN médio é 20 mg/dia. Para
os bebés com 7 a Il meses de idade os valores de referéncia de 20 mg/dia

mantiveram-se iguais aos propostos anteriormente pelo Comité Cientifico para a

Alimentagao em 1993 (Efsa, 2013).

O consumo insuficiente de vitamina C causa escorbuto, o qual é caracterizado
pela fraqueza generalizada do tecido conjuntivo, ma cicatrizagao, hiperqueratose,
sangramento das gengivas e perda de dentes devido a fragilidade dos tecidos osseo e
conjuntivo e dos capilares (Stephen & Utecht, 2001). Estes sintomas apenas aparecem
se a ingestao de vitamina C for inferior a aproximadamente 10 mg/dia durante varias
semanas. Apesar da deficiéncia em vitamina C nao ser atualmente comum nos paises
desenvolvidos, pode surgir em pessoas cuja variedade alimentar é muito limitada (Kumar

et al, 2015).

Farmacocinética

A absorgao, biodistribuicao e transporte, metabolismo e eliminagao da vitamina
C é algo complexa e envolve varios mecanismos de transporte ativo e passivo, assim
como, a sua redugao intracelular o que permite a reciclagem da vitamina C em tecidos

especificos (Lindblad et al, 2013).

Em humanos, a absorgao de vitamina C ocorre na mucosa bucal, no estdmago e
no intestino delgado. A absorg¢ao bucal de vitamina C é mediada por difusao passiva

através da membrana da cavidade bucal, enquanto a absorgao gastrointestinal é feita
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através de um eficiente mecanismo de transporte ativo dependente de sédio, energia e
transportadores. Foi também descrito um mecanismo de absor¢ao de vitamina C
localizado no intestino com posterior reabsorg¢ao renal. Tendo em conta que a absorgao
deste micronutriente no intestino e nos rins atinge um ponto de saturagao, a sua
ingestao deve ser feita preferencialmente em pequenas e multiplas quantidades ao longo
do dia. Massas orais elevadas, acima de 180 mg, irao conduzir a um processo de
saturagao, o que determinara o aumento da excre¢dao urindria e a diminuicao da
biodisponibilidade oral, sustentando o equilibrio estacionario (Igbal et al, 2004; Lindblad
et al, 2013). Cerca de 80 a 90% do AA ¢ absorvido no trato gastrointestinal e apos a
absorgao circula livremente no plasma, dentro dos leucocitos e dos glébulos vermelhos.
Este entra em todos os tecidos atingindo concentragoes plasmaticas maximas de 68 a
86 pmol/L com uma ingestao oral de 90 a 150 mg/dia, as quais sao consumidas pelo
corpo humano em apenas duas horas. Trés a quatro horas apds a ingestao, o ascorbato
ingerido ja nao é detetado na corrente sanguinea. A captagao de vitamina C é ainda
maior em condigoes de stresse, como o consumo de alcool ou de tabaco (Igbal et al,

2004).

A maior parte da vitamina C existente nos alimentos esta na forma reduzida, AA,
(80 a 90%) e o restante na forma oxidada, DHA. O AA e o DHA sao absorvidos por
diferentes mecanismos de transporte em espécies animais que dependam da vitamina C
dietética (Figura 10). Nas células de absorgao do epitélio intestinal (os enterocitos), o
DHA é enzimaticamente reduzido e acumulado sob a forma de AA, o qual é
transportado através da membrana basolateral para a corrente sanguinea. Paralelamente
a captacao de vitamina C na bordadura em escova da membrana apical, o DHA
proveniente da corrente sanguinea pode ser captado na membrana basolateral, reduzido
a nivel intracelular e retornar a circulagao sanguinea na sua forma proficua e nao toxica,
o AA. O sistema de transporte e o metabolismo intestinal visa a maximizagao da
conservacao da vitamina C e também a manutencao da mesma no seu estado reduzido
nao-toxico, quer seja derivada da dieta ou da reciclagem da circulagao sanguinea (Ball,

2004).
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Figura 10: Modelo intestinal do transporte do monoanido ascorbato (AA’) e da molécula nio carregada
de DHA no enterdcito. Construido através de Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

A vitamina C apos ingestao é absorvida no limen intestinal e amplamente
distribuida pelo corpo humano, acumulando-se em alguns érgaos em concentragoes na
ordem do milimolar (Figura I1). As concentragoes nos tecidos irao depender de todos
estes processos. As concentragoes de ascorbato nos tecidos variam muito com o tipo
de tecido, encontrando-se maiores concentragoes nas glandulas suprarrenais e na
hipofise e menores no figado, no bago, no pancreas e nos rins. Posteriormente, a
vitamina C é excretada por via renal e reabsorvida pelos sistemas tubulares (Packer et
al, 2002; Levine et al, 2005; Lindblad et al, 2013). Assim, a estrita regulagao da
homeostase da vitamina C é primeiramente controlada por quatro sistemas reguladores:
() captagao intestinal (biodisponibilidade); (2) acumulagao nos tecidos e distribuigao;
(3) taxa de utilizagao e reciclagem e (4) excregao renal e reabsorgao tubular (Lindblad

et al, 2013).

A ingestao de AA ou do seu metabolito reversivelmente oxidado, o DHA,
aumenta a concentragao plasmatica de vitamina C em individuos humanos saudaveis. Os
sistemas de transporte associados as membranas citoplasmaticas determinam a

distribuicao de vitamina C entre os fluidos extra e intracelulares (Wilson, 2005).
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Ambas as formas da vitamina C, a forma reduzida (AA) e a forma oxidada (DHA),
podem ser transportadas através da membrana plasmatica, embora por transportadores

distintos (Figura 12) (Figueroa-Méndez & Rivas-Arancibia, 2015).
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Figura |1: Biodistribuicdo da vitamina C. A vitamina C é ingerida, absorvida no limen intestinal e

transportada pela corrente sanguinea para os diferentes érgaos, até que é excretada ou reabsorvida a
nivel do sistema renal. As concentragoes de vitamina C nos tecidos sao dependentes da captagao intestinal,
da sua acumulagio e distribuigao, e das taxas de utilizagao e excregao. GV: glébulos vermelhos. Construido
através de Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To
view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

A difusao simples, a difusao facilitada e mecanismos ativos contribuem em larga

escala para o transporte membranar de vitamina C. Moléculas igualmente hidrossoluveis,

contudo mais pequenas e nao ionizadas, como o etanol e o glicerol, difundem-se
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rapidamente pelas membranas celulares através de vias inespecificas, especialmente
através da bicamada lipidica. Em contraste, o ascorbato nao atravessa facilmente a
bicamada lipidica devido ao seu tamanho, carga e baixa lipossolubilidade. A difusao
simples do DHA ¢ igualmente negligenciavel, tendo em conta que o coeficiente de
particao 6leo:dgua do DHA é semelhante ao do manitol, o qual também nao atravessa a
bicamada lipidica. Assim, a difusao simples através da membrana plasmatica a pH
fisioldgico compreende apenas um componente diminuto de acumulagao da vitamina C,
e pode ser considerado insignificante principalmente em células com sistemas de

transporte com alta afinidade para o ascorbato ou para o DHA (Wilson, 2005).

O transporte de DHA ocorre por difusao facilitada, possibilitando o seu
transporte a favor do gradiente de concentragao. Este gradiente é mantido a medida que
o DHA é reduzido em AA imediatamente apds atravessar a membrana celular (Lindblad
et al, 2013). O DHA pode ser internalizado por transportadores de glicose (GLUT, do
inglés glucose transporter) e, posteriormente, reduzido em AA por diferentes sistemas
enzimaticos (Savini et al, 2008). Foram ja descritas 14 isoformas da proteina GLUT
pertencentes a familia dos transportadores de solutos (Figueroa-Méndez & Rivas-
Arancibia, 2015). No entanto, neste grupo apenas o GLUT-| e o GLUT-3, e em menor
extensao o GLUT-4, se sabe que sao capazes de transportar o DHA (Li & Schellhorn,
2007; Lindblad et al, 2013). Recentemente, Corpe e seus coautores demonstraram em
enterdcitos de rato que os transportadores GLUT-2 e GLUT-8 sao igualmente capazes
de internalizar o DHA (Corpe et al, 2013). Cada um destes transportadores tem as suas
proprias caracteristicas e especifica distribuicao pelos tecidos. O transporte de DHA via
GLUTs é competitivamente inibido pela glicose. Por exemplo, o excesso de glicose no
plasma ou no intestino bloqueara o local de ligagao e, consequentemente, diminuira o
transporte facilitado de DHA. Esta associagao é também observada na absor¢ao de DHA
em alguns tipos de células, enquanto que noutras a presenca de glicose tem menor ou
nenhum efeito no transporte de DHA (Lindblad et al, 2013). A isoforma GLUT-I é
amplamente expressa nas células eucariotas humanas. A sua presenga nas células
endoteliais da barreira hemato-encefalica pode contribuir para a manutencao da
concentragao de ascorbato no cérebro. O GLUT-2 é principalmente expresso no figado,

no baco e na membrana basolateral dos enterocitos e das células do epitélio renal. O
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GLUT-3 é um transportador de elevada afinidade que inicialmente se pensava estar
presente apenas em neurénios, contudo, atualmente sabe-se que também esta expresso
em espermatozoides, embrides e leucocitos. O GLUT-4 é expresso nas células dos
musculos esquelético e cardiaco, assim como, do tecido adiposo. Desta forma, o
transporte do DHA ¢ realizado por um mecanismo de difusao facilitada mediado por
alguns GLUTs de forma independente de ides Na" (Figueroa-Méndez & Rivas-Arancibia,

2015).

Tal como evidenciado na Figura 12, apds captagao pelo epitélio intestinal, a
vitamina C ¢é libertada na corrente sanguinea como AA, tendo em conta que mais de
95% da vitamina C presente no plasma humano esta na forma reduzida. O AA é
facilmente oxidado, produzindo DHA o qual, por sua vez, é captado pelo GLUT-| dos
eritrocitos. O AA resultante pode ser libertado na corrente sanguinea. Em condigoes
de oxidagao no espago extracelular, o DHA produzido é absorvido pelas células
circundantes e imediatamente reduzido (Lindblad et al, 2013). Este processo continuo
de oxidagao-redugao da vitamina C denomina-se de reciclagem e é imprescindivel para
a manutengao de baixas necessidades diarias desta vitamina (Rivas et al, 2008). Para além
disso, permite também a manutengao dos niveis adequados de AA para a execugao das

suas fungoes, nomeadamente a manutencao do equilibrio redox (Lindblad et al, 2013).

Reciprocamente, o AA é importado por um mecanismo ativo, requerendo a
presenca de transportadores de vitamina C dependentes de sédio (SVCTs, do inglés
sodium-dependent vitamin C transporters), nomeadamente o SVCT-| e o SVCT-2 (Packer
et al, 2002; Savini et al, 2008; Du et al, 2012). O SVCT-1 e o SVCT-2 foram clonados
pela primeira vez em 1999 (Tsukaguchi et al, 1999) e sao glicoproteinas de superficie
codificadas por dois genes diferentes, mas muito semelhantes em estrutura, partilhando
em 65% a sua identidade (Savini et al, 2008; Lindblad et al, 2013). Baseado nos valores
de Km (concentragao de substrato para a qual a velocidade da reagao é metade da
velocidade maxima), os SVCTs tém maior afinidade para o ascorbato que os GLUTs para
o DHA, sendo assim considerados transportadores de vitamina C com elevada afinidade.
Os SVCTs transportam através da membrana celular o AA as custas de um gradiente

eletroquimico de sodio e, por essa razao, sao classificados como transportadores ativos
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secundarios (Li & Schellhorn, 2007). Este sistema permite o transporte de ascorbato
contra o gradiente de concentragao, possibilitando a sua acumulagao nas células em
concentragoes mais de cinquenta vezes superiores as dos fluidos extracelulares. Alguns
estudos tém demonstrado que a dependéncia do sédio (Na') estd associada a uma
estequiometria de dois ides Na" para um anido ascorbato, com o gradiente de sédio a
dirigir o transporte de AA, cuja manutengio é feita pela Na'/K*-ATPase (Levine et dl,
2005; Lindblad et al, 2013). As distintas caracteristicas funcionais e distribuicao pelos
tecidos do SVCT-I e do SVCT-2 indicam que estes dois transportadores desempenham
diferentes papéis fisiologicos. O SVCT-| esta envolvido na homeostase da vitamina C
pelo corpo inteiro, enquanto o SVCT-2 protege células metabolicamente ativas do
stresse oxidativo. A regulacao dos seus niveis proteicos podera servir para a acumulagao
preferencial do AA em locais de interesse (Savini et al, 2008). Além disso, esta
documentado que o transportador SVCT-I| é nove vezes mais rapido que o SVCT-2,
enquanto que este Ultimo tem maior afinidade para o ascorbato, com um Km de 21,3, o
SVCT-1 tem um Km de 252,0 (Figueroa-Méndez & Rivas-Arancibia, 2015). As
propriedades diferentes destes dois transportadores sao provavelmente a explicagao da
sua distribuicao nos tecidos. O SVCT-| é encontrado maioritariamente em tecidos
epiteliais, por exemplo, no intestino delgado e no tibulo contornado proximal do
nefronio, onde o transporte de ascorbato é superior ao requerido pelas células. Este é
considerado um transportador de baixa afinidade e de elevada capacidade, o que esta de
acordo com a sua fungao de manter a homeostase global. Por outro lado, o SVCT-2 é
encontrado maioritariamente no cérebro, no musculo esquelético, na placenta e no
olho, onde a contribuigao do ascorbato é estritamente controlada para a manutengao
de concentragoes adequadas. Este é considerado um transportador de elevada afinidade
e baixa capacidade, permitindo as células de orgaos periféricos captar o AA do fluido
extracelular (Lindblad et al, 2013; Figueroa-Méndez & Rivas-Arancibia, 2015). O papel
distinto desempenhado por estes dois transportadores na regulagao das concentragoes
globais de vitamina C é suportado ainda pela sua localizagao (Lindblad et al, 2013).
Estudos in vitro evidenciaram a expressao de SVCT-| na membrana apical e de SVCT-2
na membrana basolateral de enterdcitos e das células tubulares renais (Boyer et al, 2005;

Varma et al, 2009), como evidenciado na Figura 12.
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Figura 12: Mecanismos de influxo e efluxo da vitamina C. (A) O transporte de ascorbato para o enterocito
ocorre por transporte ativo via SVCT-1, acoplado a bomba de sodio/potassio; (B) O DHA é transportado
para o enterocito por difusao facilitada via GLUTSs; (C) Sob condigdes restritas de ingestao de AA, o
suprimento de ascorbato para a célula é feito através do SVCT-2 localizado na membrana basolateral, o
qual é igualmente acoplado a bomba de sédio/potassio; (D) No interior do enterocito, o DHA é reduzido
a ascorbato, o qual apds sair do enterécito se difunde pela corrente sanguinea, atingindo o espago
extracelular; (E) O tipo de transportador SVCT presente em cada célula depende das caracteristicas e
necessidades da mesma. O SVCT-2 é frequente em tecido que requerem um suprimento continuo de
ascorbato, enquanto o SVCT-| é mais frequente em células responsaveis pela distribuigio do ascorbato
pelos tecidos. Construido através de Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

A biodisponibilidade, ou concentragao efetiva, de AA é dependente da absorgao
intestinal e da excregao renal, sendo que no Homem a principal via de excregao do
ascorbato € a urinaria (Packer et al, 2002; Li & Schellhorn, 2007). A vitamina C, ingerida
na dieta ou administrada através de suplementos dietéticos, é absorvida pelas células
epiteliais do intestino delgado pelo SVCT-1 e, consequentemente, difunde-se
primeiramente pelos capilares circundantes e depois pelo restante sistema circulatério.
No rim, o AA circulante é filtrado dos capilares glomerulares para a capsula de Bowman.
A medida que passa através do tubulo contornado proximal, o AA é reabsorvido para a
rede de capilares que rodeiam esta por¢ao do nefrénio, através do SVCT-1| das células
epiteliais renais. A diferenca entre a quantidade de AA filtrado e absorvido constitui a

excrecao renal (Li & Schellhorn, 2007).

A absorcao intestinal e a excrecao renal influenciam o nivel sérico da vitamina C
e a sua biodisponibilidade. Em baixas concentragoes, a vitamina C é absorvida pelo
intestino delgado e reabsorvida no tubulo renal. Contudo, quando presente em elevadas

concentragoes, o SVCT-| atinge a saturagao, limitando a quantidade de AA absorvido
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no intestino e reabsorvido no rim. Este facto impoe uma restrigao fisioldgica na
concentragao efetiva maxima de vitamina C atingivel pelo consumo oral, com
consequéncias na sua biodisponibilidade (Li & Schellhorn, 2007). Segundo estudos
previamente realizados, este valor maximo corresponde a aproximadamente
200 pmol/L, embora as concentragoes séricas fisiologicas “normais” de ascorbato em
individuos saudaveis variem entre 60 e 100 pmol/L (Levine et al, 1996; Padayatty et al,
2004). Em individuos saudaveis em estado estacionario, o limite da excregao renal de
ascorbato foi observado com a ingestao diaria de 60 a 100 mg de vitamina C. Em casos
de consumo diario superior a 500 mg, a maioria do ascorbato é excretado por via renal
num periodo de 24 horas (Packer et al, 2002; Levine et al, 2005). No entanto, as
concentragoes de vitamina C nos glébulos vermelhos circulantes sao consideravelmente
mais elevados que as do plasma, tendo em conta que estas células expressam SVCT-2,

o qual medeia a acumulagao de ascorbato a nivel intracelular (Li & Schellhorn, 2007).

Relativamente a forma oxidada da vitamina C, o DHA, nao existe informacao
disponivel sobre a sua excregao ou reabsorgao renal, pelo facto de este nao ser detetado

no plasma (Packer et al, 2002).

Funcoées bioquimicas e bioldgicas

O ser humano requer vitamina C para a concretizagao de fungoes fisiologicas
normais (Igbal et al, 2004), como ilustrado na Figura 13. A vitamina C é um nutriente
essencial e o mais importante antioxidante hidrossollivel presente no plasma, e
desempenha um papel critico na biossintese de neurotransmissores e colagénio, na
absorgao de ferro livre, na destoxificagdo de compostos exogenos e na regulagao da
subunidade |-a do fator de transcrigao induzido pela hipoxia (HIF-la, do inglés
hypoxia-inducible factor-la). Além disso, a vitamina C atua como antioxidante e
neutralizador de radicais livres e confere protegao contra a peroxidagao lipidica
(Shaghaghi et al, 2016). Elevadas concentragoes de vitamina C sao usadas no tratamento
e prevencao de varias doengas, inclusive a diabetes, cataratas, glaucoma, degeneracao

macular, aterosclerose, acidente vascular cerebral, doengas cardiacas e cancro (Igbal et
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al, 2004). Desta forma, a manutengao de concentragoes plasmaticas de vitamina C no
plasma é crucial para a garantia das fungdes metabdlicas normais e prevengao de varias
doengas complexas comuns, tais como, diabetes, doengas cardiovasculares, doengas

hepaticas e cancro (Shaghaghi et al, 2016).
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Figura |3: Fungdes da vitamina C. A oxidagao do acido ascérbico (AA) em acido dehidroascérbico (DHA)
liberta 2 eletrées que ficam disponiveis para reagdes quimicas observadas in vivo e/ou in vitro. Elevadas
concentragoes de AA aumentam a disponibilidade do iao ferro, o qual mediara a produgao de espécies
reativas, potencialmente responsaveis pelo efeito anti-tumoral da vitamina C. Legenda: “1” significa
aumento e “|” significa diminuigao.

Cofator de enzimas

De uma forma geral, o ascorbato esta envolvido em varios processos biologicos

e bioquimicos, nos quais se incluem reagoes enzimaticas catalisadas por membros da
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familia de dioxigenases dependentes de Fe’*-2-oxoglutarato. Estas dioxigenases usam o
2-oxoglutarato como co-substrato e como fonte para dois dos quatro eletroes
necessarios a redugao da molécula de oxigénio. Tal como evidenciado na reagao |, o
monoaniao ascorbato (AA") é necessario para a manutengao do ferro no estado ferroso
(isto é, com numero de oxidagao +2), de modo que a sua conversao em radical ascorbil

ira manter a atividade maxima desta classe de enzimas (Du et al, 2012).
Reagdo I:

Fe’*-dioxigenase (inativa) + QA —_»  Fe’*-dioxigenase (ativa) + AA*

Parte das fungoes biologicas da vitamina C estao, assim, relacionadas com a sua
eficacia como dador de eletroes, isto é, como agente redutor. A vitamina C é um dador
de eletroes especifico para oito enzimas (Levine, 1999; Packer et al, 2002; Levine et dl,
2005). Trés dessas enzimas, a prolina hidroxilase, a lisina hidroxilase e a
pro-colagénio-prolina 2-oxoglutarato 3-dioxigenase, participam na hidroxilagio do
colagénio. Muitas das manifestagoes de escorbuto, doenga provocada pela deficiéncia em
vitamina C, estao relacionadas com a alteragao na sintese de colagénio (uma proteina
fundamental do tecido conjuntivo), nomeadamente a fragilidade dos vasos sanguineos,
perda de dentes, doengas do tecido dsseo e conjuntivo, e comprometimento da

cicatrizacao de feridas (Packer et al, 2002).

A vitamina C é também imprescindivel para a atividade maxima de duas enzimas
dioxigenases, a y-butirobetaina 2-oxoglutarato 4-dioxigenase e a trimetil-lisina
2-oxoglutarato dioxigenase, envolvidas na biossintese de carnitina. A carnitina é essencial
para a -oxidagao de acidos gordos de cadeia longa, desempenhando um papel critico
na modulagao do metabolismo energético a nivel da mitocondria. A translocagao dos
acidos gordos do citosol para a matriz mitocondrial, onde ocorre a B-oxidagao dos
acidos gordos, € dependente de carnitina. A deficiéncia em vitamina C resulta na

diminuicao variavel dos niveis de carnitina no musculo esquelético, musculo cardiaco,

figado e rim (Ball, 2004).

A vitamina C ¢ ainda necessaria para a biossintese de noradrenalina, na medida
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em que € co-substrato para a dopamina-B-monoxigenase, enzima que catalisa a
conversao do neurotransmissor dopamina em noradrenalina. Alteragoes
neuropsiquiatricas associadas ao escorbuto, incluindo depressao, alteragoes de humor e
hipocondria poderao estar relacionadas com a hidroxilagao insuficiente da dopamina

(Packer et al, 2002).

Duas outras enzimas sao também conhecidas por requerem a vitamina C como
co-substrato, embora a sua relagao com a condigao patologica de escorbuto ainda nao
tenha sido estabelecida. A peptidil glicina a-amida monoxigenase é necessaria para a
amidacao das hormonas peptidicas e a 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase participa no

metabolismo da tirosina (Packer et al, 2002; Levine et al, 2005).

Cofator no sistema HIF

A vitamina C desempenha um papel importante na transcri¢cao de genes mediada
pelo HIF-la, na medida em que a atividade do HIF-la é regulada por reagoes de
hidroxilagao que, por sua vez, requerem a presenca de ascorbato (Mandl et al, 2009).
Alvos transcripcionais diretos do HIF-I incluem genes que regulam o crescimento e a
apoptose, a migragao celular, o metabolismo energético, a angiogénese, as fungoes
vasomotora, de matriz e barreira e o transporte de ides metalicos e de glicose (Schofield
& Ratcliffe, 2004; Boulahbel et al, 2009). A ligagao do HIF-1 requer a dimerizagao das
subunidades o (sensivel a presenca de oxigénio) e [ (insensivel a presenga de oxigénio).
Em condi¢oes de normoxia, a subunidade HIF-1a é degradada por hidroxilagao através
das prolil hidroxilases especificas do HIF, reprimindo a transcricio de genes alvo. Sob
condigoes de hipoxia, caracteristica de tumores de rapido crescimento, o HIF-la é
induzido, entra no nucleo e forma um heterodimero com a subunidade [3; desta forma,
a hidroxilagao do HIF-1a é suprimida, resultando no aumento da transcrigao de genes
dependentes do HIF, responsaveis pela angiogénese e pelo crescimento tumoral (Traber
& Stevens, 201 1; Du et al, 2012). Tendo em conta que a prolil hidroxilase HIF-1a é
estimulada pela presenga de AA (Flashman et al, 2010), niveis reduzidos de vitamina C

diminuem a hidroxilagao do HIF-la e, consequentemente, promovem a transcrigao de
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genes e o crescimento tumoral (Traber & Stevens, 2011). Kuiper e seus coautores
mostraram que os niveis de HIF-1a e dos seus alvos estavam aumentados nos tecidos
tumorais humanos. Contudo, os tumores com maiores niveis de ascorbato
apresentavam menor ativagao do HIF-I, enquanto os tumores com maior ativagao de
HIF-1 e um fenotipo tumoral mais agressivo apresentavam menores niveis de ascorbato
(Kuiper et al, 2010). Estes factos indicam que niveis tecidulares de ascorbato aumentados
poderao proteger contra a ativagao de HIF-1 e um comportamento tumoral mais

agressivo (Du et al, 2012).

Absorgdo de ferro

O ferro presente nos alimentos naturais existe em duas formas, ferro hémico e
ferro nao-hémico ou inorganico. O ferro hémico é obtido da hemoglobina presente nos
capilares sanguineos e da mioglobina dos musculos da carne, peixe ou aves. O ferro
inorganico é encontrado principalmente em alimentos vegetais, como cereais, nozes,
leguminosas, frutas e legumes. A vitamina C influencia os mecanismos de absorgao de
ferro. Ao contrario da absorgao do ferro hémico, o ferro inorganico é afetado pela
presenca de vitamina C e por outros constituintes da dieta. A absorgao de ferro
inorganico € assim melhorada pela sua co-ingestaio com substancias de baixo peso
molecular. Algumas dessas substancias incluem o AA, o acido citrico, e alguns agucares,
entre outros. O AA, como agente redutor, auxilia na manutengao do ferro no seu estado
ferroso, permitindo a formagao de complexos ferro-ascorbato mais soluveis e

rapidamente absorvidos (Ball, 2004).

Em individuos saudaveis, o ferro é amplamente sequestrado por proteinas como

a transferrina e a ferritina. A transferrina é uma glicoproteina sintetizada no figado e
L. .. , . . ~ 3+ . .

constitui a principal proteina circulante de ligagao ao Fe’’, com elevada afinidade, mas

com reduzida capacidade para o mesmo. A transferrina liga-se avidamente ao recetor de

transferrina da membrana celular, formando o complexo “transferrina-recetor” que é

internalizado para um endossoma. As condi¢oes acidicas do endossoma viabilizam a

libertagao do ferro, o qual é posteriormente reduzido e transportado pelo
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transportador DMT | (do inglés divalent metal transporter 1) para o citoplasma, onde sera
utilizado para a sintese de proteinas ou ligado a ferritina, uma proteina responsavel pelo
armazenamento de ferro. O ferro armazenado na ferritina pode ser libertado por
redutores biologicos apropriados, tais como tidis, ascorbato e flavinas reduzidas. A

libertagao de ferro permitira a célula sintetizar citocromos e enzimas que contenham

ferro (Du et al, 2012).

O ascorbato modula o metabolismo de ferro pela estimulagao da sintese de
ferritina, inibindo a degradagao da ferritina a nivel lisossomal e diminuindo o efluxo
celular de ferro (Lane & Richardson, 2014). Estudos recentes indicam ainda que o
ascorbato constitui um novo modelador da via classica de captagao de ferro associado
a transferrina, a qual providencia praticamente todo o ferro para suprir as necessidades
da célula e para a eritropoiese em condigoes fisiologicas. O ascorbato estimula a
captacao de ferro dependente de transferrina por um mecanismo de redugao
intracelular, aumenta a expressao de ferritina e aumenta a deposicao de ferro na ferritina

(Lane et dl, 2013).

Antioxidante

Um antioxidante pode ser definido como uma substancia que, quando presente
em baixas concentragcoes comparativamente com um substrato oxidavel, retarda ou
previne significativamente a oxidagao do substrato. Varias propriedades da vitamina C
tornam-na um antioxidante ideal em sistemas biolégicos (Packer et al, 2002). O
ascorbato € um importante antioxidante fisiologico, potente neutralizador de radicais
livres, com capacidade para regenerar outros antioxidantes no corpo humano, incluindo
o a-tocoferol (vitamina E). A vitamina C pode reduzir radicais de oxigénio, de nitrogénio
e de enxofre. Estudos realizados em plasma humano com baixas concentragoes de
vitamina C mostraram que esta protege os lipidos plasmaticos contra a lesao

peroxidativa induzida pelos radicais peroxilo (Kumar et al, 2015).

Hoje em dia, a investigagao tem procurado examinar até que ponto a vitamina C,
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pela sua atividade antioxidante, que Ihe permite limitar os efeitos prejudiciais dos radicais
livres, podera ajudar na prevencao de certos tipos de cancro e outras doencas, nas quais
P J P G P ¢ q

o stresse oxidativo desempenha um papel crucial (Kumar et al, 2015).

Os baixos potenciais de redugao de um eletrao do ascorbato e do radical ascorbil
permitem-lhes reagir e reduzir virtualmente todas as ROS e RNS fisiologicamente
relevantes (Packer et al, 2002). A concentragao normal de ascorbato no plasma de
individuos saudaveis ronda os 40 a 80 uM. Nestas concentragoes o ascorbato atua como
antioxidante endogeno. Termodinamicamente, o ascorbato rapidamente doa um eletrao
a radicais oxidantes potencialmente nocivos, como o radical hidroxilo (OH®), o radical
alcoxilo (RO?®), o radical peroxilo (LOO?®), o radical tiol (GS®) e os radicais tocoferoxilo
(TO®) (Du et al, 2012). Os radicais hidroxilo reagem muito rapidamente, apesar de nao
o fazerem preferencialmente com a vitamina C; por serem tao reativas, estas ROS
difundem-se e combinam-se indiscriminadamente com qualquer substrato a uma taxa

limitada (Packer et al, 2002).

Outra propriedade que torna a vitamina C num antioxidante ideal é a baixa
reatividade do radical ascorbil (AA*), formado aquando da neutralizagao de ROS ou
RNS. O radical ascorbil nem é fortemente oxidante nem fortemente redutor, além de
reagir fracamente com o oxigénio. Assim, quando um radical reativo interage com o
ascorbato, a sua oxidagao resulta na produgao do radical ascorbil, o qual é relativamente
nao-reativo. O radical ascorbil neutraliza outro radical ou pode também ser sujeito a
dismutagao dependente do pH, resultando na formagao de ascorbato e de DHA (reacao
2). Alternativamente, o DHA e o radical ascorbil podem ser reduzidos enzimaticamente
por redutases dependentes de NADH (do inglés nicotinamide adenine dinucleotide) e
NADPH (do inglés nicotinamide adenine dinucleotide phosphate hydrogen) (Packer et al,
2002; Du et al, 2012).

Reagdo 2:

2AA*+H" — 5 AA +DHA

A peroxidagao lipidica (LPO, do inglés lipid peroxidation) pode ser considerada um
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exemplo de uma reagao em cadeia de radicais. As ROS produzidas por diversas fontes,
como a cadeia transportadora de eletroes, a xantina oxidase, a mieloperoxidase e a
oxidase NADPH, inicia uma reagao de radicais que culmina na formagao de radicais
lipidicos. Os lipidos sao frequentemente alvos dos radicais de oxigénio, pelo facto de
muitas enzimas promotoras de ROS estarem incorporadas em bicamadas lipidicas.
Radicais lipidicos reagem com o oxigénio molecular formando radicais peroxilo, os quais,
se nao forem neutralizados pelo o-tocoferol presente nas membranas, poderao
participar na reagao de propagacao de radicais. A vitamina C tem a capacidade de
proteger contra o processo de LPO atuando como neutralizador de ROS e pela redugao
de um eletrao em radicais hidroperoxilo lipidicos via ciclo redox da vitamina E (Traber

& Stevens, 201 1).

Gragas aos seus efeitos metabdlicos e antioxidantes, o AA reduz o risco de
doengas cardiovasculares, na medida em que os seus efeitos metabolicos e antioxidantes
estao associados a inibicao de alguns passos envolvidos na aterosclerose e na trombose
(Ball, 2004). E conhecido o papel de modificacio oxidativa de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL, do inglés low-density lipoprotein) na patogénese da aterosclerose. Por
outro lado, a reagao catalisada pela mieloperoxidase (MPO) é uma das principais vias de
oxidagao da LDL in vivo. Estudos demonstraram que a vitamina C é capaz de melhorar a
resisténcia da LDL a modificagao oxidativa, podendo ser benéfica na prevencao de lesoes

que resultem em aterosclerose (Shariat et al, 2013).

Pro-oxidante

O ascorbato é considerado um agente redutor; ele é capaz de atuar como um
antioxidante em processos de oxidagao mediados por radicais livres. Contudo, como
agente redutor, o ascorbato é igualmente capaz de reduzir metais redox-ativos, tais
como o cobre e o ferro, aumentando assim a quimica pré-oxidante destes metais. Assim,
o ascorbato pode atuar como pro-oxidante e como antioxidante, de acordo com as
concentragoes em que esta presente (Mandl et al, 2009). Estes efeitos paradoxais

dependem da capacidade de metais de transi¢ao nas suas formas reduzidas (por exemplo,
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Fe?* e Cu") catalisarem a producio de radicais livres (Ball, 2004).

A atividade pro-oxidante do AA esta relacionada com a manutengao do ferro no
estado de oxidacio +2 (Fe’") e, consequentemente, num estado de oxidacio que
permite a producao de espécies reativas. Na verdade, misturas de AA com cobre ou
com ferro tém sido usadas durante décadas para induzir modificagoes oxidativas em
lipidos, em proteinas e no DNA. Assim, o AA pode contribuir para a formagao de lesao
oxidativa pela reducio de ides férrico Fe’* a ides ferroso Fe** (do mesmo modo de Cu**
a Cu"), sendo oxidado em radical ascorbil (reacio 3). Por sua vez, o Fe** pode
rapidamente reagir com uma molécula de oxigénio, reduzindo-a a radical superéxido
(reagao 4), o qual é dismutado em peroxido de hidrogénio e oxigénio (reagao 5) (Du et

al, 2012; Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2015).

Reagdo 3:

AA +Fe 5 AAT +Fe™

Reagdo 4:

Fe*+0, — » F"+0,*

Reacdo 5:

Oz.- + Oz.- + e HZOZ + OZ

Na classica reagdo de Fenton (reagio 6) o Fe’ reage com o peréxido de
hidrogénio e produz Fe’* e o potente oxidante radical hidroxilo. Este pode também ser
formado através da reagao de Haber-Weiss, na presenga de um excesso de peroxido de

hidrogénio e de radical superoxido (reagao 7) (Du et al, 2012).

Reacdo 6 (reacdo de Fenton):

Fe2+ + HzOz B ——— Fe3+ + OH® + OH
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Reacdo 7 (reacdo de Haber-Weiss):

HzOz + Oz._ —_—> Oz + OH. + OH_

A presenca de ascorbato poderd permitir a reciclagem do Fe** em Fe™,
catalisando a formagao de oxidantes altamente reativos a partir do perdxido de
hidrogénio (Du et al, 2012). No entanto, de uma forma geral estas reagdes de Fenton
mediadas pela vitamina C deverao ser controladas devido aos mecanismos eficazes de
sequestro de ferro, levadas a cabo por proteinas de ligagao a metais, como o caso da
ferritina e da transferrina (Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2015). Chen e seus coautores
mostraram que o AA induz a formagao de niveis detetaveis de peroxido de hidrogénio
no meio extracelular, mas nao no sangue. Estes dados indicam que o ascorbato presente
em concentragoes farmacologicas pela administragao via intravenosa podera atuar como
um pro-firmaco na entrega de perdxido de hidrogénio as células, com implicagoes

terapéuticas major (Chen et al, 2005).

Assim, os efeitos pro-oxidantes do ascorbato tém elevada preponderancia in vivo,
dependendo da disponibilidade de ides metalicos cataliticos (Du et al, 2012). Embora nao
hajam evidéncias diretas do aumento dos niveis de ferro catalitico em tumores, varios
doentes com neoplasia apresentam concentragoes elevadas de ferro no soro e nos
tecidos (Guner et al, 1992; Miyata et al, 2001). Niveis elevados de ferritina circulante
foram detetados em criangas com linfoma de Hodgkin e correlacionados com uma
reduzida sobrevivéncia (Hann et al, 1990). Em 2016, Farruggia e seus coautores avaliaram
alguns marcadores bioldgicos de prognostico e verificaram que niveis elevados de
plaquetas, de eosindfilos e de ferritina estavam associados a um pior prognostico
(Farruggia et al, 2016). Estudos em doentes com cancro do pancreas localmente
avancado mostraram igualmente que a ferritina sérica pode constituir um fator de
prognostico preditivo e de resposta ao tratamento (Wang et al, 2015a). Por outro lado,
tem sido proposto que proteinas extracelulares contendo metais sao essenciais para os
efeitos pro-oxidantes do ascorbato, sendo a ferritina saturada em ferro um potencial
candidato como fonte de ferro. Consistentemente, estudos demonstraram que o

ascorbato tem a capacidade de libertar o ferro da ferritina celular. Para além destes
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factos, sabe-se que niveis reduzidos de metais cataliticos sao suficientes para aumentar
substancialmente a taxa de oxidagao do ascorbato (Du et al, 2012). Todas estas
evidéncias poderao estar implicadas no mecanismo pelo qual concentragoes
farmacolégicas de ascorbato podem potencialmente contribuir para o seu efeito

terapéutico em certos tipos de cancros.

A vitamina C no tratamento do cancro

A utilizagdo de concentragoes farmacolégicas de vitamina C como potencial
agente quimioterapéutico no cancro € controversa. Uma série de estudos efetuados
mostram que elevadas concentragoes de vitamina C tém efeitos anti-cancerigenos,

enquanto outros estudos sugerem o contrario (Uetaki et al, 2015).

Primeiras descobertas e controvérsias

Em 1952 McCormick sugeriu, pela primeira vez, o potencial da vitamina C no
tratamento do cancro (McCormick, 1952). Nos anos 70, Linus Pauling e Ewan Cameron
reportaram uma sobrevivéncia significativamente prolongada de doentes com cancro em
fase terminal, apds tratamento com concentragoes elevadas de ascorbato. Os doentes
sujeitos a administragao de ascorbato tiveram um tempo de sobrevivéncia médio de
mais de 210 dias. Em contraste, o grupo controlo, doentes tratados de forma idéntica,
mas sem suplementagao de ascorbato, tiveram um tempo de sobrevivéncia médio de
50 dias (Cameron & Pauling, 1976, 1978). Estes dois estudos apresentaram algumas
questoes metodoldgicas controversas (analises retrospetivas, nao foi um estudo cego e
nao teve um grupo placebo) e foram refutados subsequentemente por dois ensaios
clinicos cegos e controlados com placebo realizados na Mayo Clinic e financiados pelo
National Cancer Institute (Creagan et al, 1979; Moertel et al, 1985). Em ambos os ensaios
foram administradas 10 g/dia de vitamina C ou de placebo, nao evidenciando qualquer

beneficio na sobrevivéncia global dos doentes oncolégicos tratados com o ascorbato
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(Frei & Lawson, 2008). No entanto, diferentes regimes terapéuticos foram utilizados,
isto &, enquanto Pauling e Cameron administraram o ascorbato aos doentes por via oral
e por via intravenosa (i.v.), Creagan e Moertel apenas utilizaram a via oral. Esta
discrepancia tem sido amplamente reconhecida como a razao para os resultados
controversos, na medida em que ha a necessidade crucial de que a administragao de
vitamina C seja feita por via i.v.,, em vez de suplementagao oral, para assegurar as
concentragoes elevadas de farmaco e, consequentemente, um efeito citotoxico no
tumor (Venturelli et al, 2015). Estudos mais recentes mostraram que elevadas
concentragoes de vitamina C no plasma apenas podem ser atingiveis se a administragao
for feita por via i.v. ou intraperitoneal, tendo em conta que a taxa de absorgao no
intestino é diminuta, o que torna dificil a obtengao de elevadas concentragdes séricas.
As concentragoes plasmaticas de vitamina C em humanos apds a administragao de altas
concentragoes por via i.v. sao aproximadamente 200 vezes superiores as que sao
passiveis de ser atingidas por via oral (Figura 14) (Levine et al, 1996; Padayatty et al, 2004;
Duconge et al, 2008). Na ultima década, um conjunto de evidéncias baseadas em modelos
in vitro, em modelos in vivo e em estudos clinicos corroboram a hipétese de que elevadas
massas de ascorbato podem ter um efeito potencialmente citotdxico sobre as células

tumorais (Wilson et al, 2014; Venturelli et al, 2015).

Avancos na investigacdo pré-clinica

Ao longo dos ultimos anos, varios autores tém avaliado o efeito citotoxico da
vitamina C em células tumorais in vitro, verificando que esta é capaz de inibir a
proliferagao celular e/ou induzir a morte celular em varios tipos de células tumorais,
incluindo de mesotelioma (Takemura et al, 2010), de cancro do pancreas (Cullen, 2010;
Du et al, 2010; Cieslak & Cullen, 2015; Fukui et al, 2015), de leucemia (Roomi et al, 1998;
Kawada et al, 2013; Mastrangelo et al, 2013, 2015), de retinoblastoma (Mastrangelo,
2013), de cancro da mama (Kim et al, 2012; Uetaki et al, 2015), de cancro do pulmao
(Kim et al, 2012), de cancro da prostata (Chen et al, 2012b), de cancro do ovario (Ma et

al, 2014), de glioblastoma (Klingelhoeffer et al, 2012), de melanoma (Serrano et al, 2015)
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e de cancro do colon (Uetaki et al, 2015; Pires et al, 2016).
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Figura 14: Concentragées de vitamina C no plasma de individuos voluntarios apds administragao
intravenosa (i.v.) e oral de vitamina C. As concentragoes plasmaticas estao representadas em fungao do
tempo, apés administragao de 1,25 g p.o. ou i.v., em condigao estacionaria em |2 individuos (3 homens e
9 mulheres). A imagem inset mostra os picos das concentragdes plasmaticas de vitamina C em func¢ao da
massa, apo6s administragao oral ou i.v.. |7 individuos (7 homens e 10 mulheres) receberam massas entre
0,015 a 0,1 g; 16 individuos (6 homens e 10 mulheres) receberam 0,2 g; 14 individuos (6 homens e
8 mulheres) receberam 0,5 g; e 12 individuos (3 homens e 9 mulheres) receberam 1,25 g. A administragao
foi sempre feita em condigao estacionaria. Retirado de (Padayatty et al, 2004).

Os promissores resultados obtidos in vitro com elevadas concentragoes de
vitamina C fizeram com que varios grupos de investigagao por todo o mundo testassem
o efeito da administragao de concentragoes farmacoldgicas de ascorbato em modelos
animais de cancro. Dessa forma, a inibicao do crescimento tumoral em xenotransplantes
foi demonstrada em diferentes modelos animais, nomeadamente de gliossarcoma (Chen

et al, 2008a), de cancro do pancreas (Chen et al, 2008a; Du et al, 2010; Espey et al, 201 1),
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de cancro do ovario (Chen et al, 2008a; Ma et al, 2014), de cancro da prostata (Pollard
et al, 2010), de hepatocarcinoma (Casciari et al, 2005; Verrax & Calderon, 2009), de
cancro do célon (Mamede et al, 2012b), de melanoma (Serrano et al, 2015), de
mesotelioma (Takemura et al, 2010), de cancro da mama (Wei et al, 2012) e de

neuroblastoma (Deubzer et al, 2010).

Mecanismos de acdo

Um dos aspetos que necessariamente devera ser compreendido diz respeito ao
mecanismo de agao da vitamina C em concentragoes elevadas administrada por via i.v..
Investigagoes recentes tém-se centrado na importancia dos efeitos extracelulares e dos

efeitos intracelulares da vitamina C (Wilson et al, 2014).

Mecanismos extracelulares para a ag¢do da vitamina C

Mark Levine e o seu grupo de investigagao foram pioneiros na demonstragao dos
mecanismos anti-tumorais moleculares basicos do ascorbato em trés artigos cientificos
consecutivos (Chen et al, 2005, 2007, 2008a). Nestes estudos os autores demonstraram
que, tanto em diferentes modelos in vitro como em diferentes modelos in vivo, acima de
determinada concentragao o ascorbato atua como um proé-firmaco e pré-oxidante na
formagao de radical ascorbil e de perdxido de hidrogénio. Em células tumorais, um
aumento da producao de ROS e uma alteragao no estado redox foram observados.
Consequentemente, foi especulado que o aumento exdgeno do stresse oxidativo nas
células tumorais causaria o aumento das ROS intracelulares acima de um limite toxico,
que ultrapassa a capacidade antioxidante da célula (Venturelli et al, 2015). Chen e seus
coautores, no grupo liderado por Mark Levine, testaram o efeito do ascorbato em
48 linhas celulares tumorais e verificaram que o ascorbato induziu um efeito citotoxico

.....

média) de ascorbato obtidos nas linhas celulares tumorais foi inferior a 10 mM, para

74



CariTuLO

tempos de incubagao inferiores a 2 horas, enquanto as linhas celulares normais
toleraram concentragdes de ascorbato muito superiores. Assim, os autores verificaram
que o ascorbato nao teve qualquer efeito toxico em linhas celulares humanas normais,
nomeadamente nos globulos brancos, nos fibroblastos e nas células epiteliais (Chen et
al, 2005, 2008a). O efeito citotoxico do ascorbato foi recentemente confirmado por
Sinnberg e seus coautores, num estudo realizado em 60 linhas celulares do painel NCI60
(do inglés, US National Cancer Institute 60 human tumour cell line anticancer drug screen),

tendo obtido um valor de ICs, médio de 4,5%3,6 mM (Sinnberg et al, 2014).

Apesar de muitas hipoteses poderem ser testadas para explicar o efeito
anti-tumoral do ascorbato, Chen e seus coautores optaram por investigar até que ponto
os produtos de reagao obtidos por intermédio do ascorbato in vitro eram igualmente
encontrados in vivo (Chen et al, 2007). Baseado nos resultados obtidos, os autores
estabeleceram a teoria de que elevadas concentragdes de ascorbato a nivel parental
constituem um sistema de entrega de perdxido de hidrogénio a célula tumoral, pela
producao de radical ascorbil, o qual medeia a producao de perdxido de hidrogénio a
nivel extracelular. Tal como evidenciado na Figura |5, o peroxido de hidrogénio formado
seria o responsavel pela lesao oxidativa induzida na célula tumoral (Chen et al, 2015a).
A administragao das elevadas massas de ascorbato por via i.v. permite a obtengao de
concentragoes farmacologicas no sangue, sendo posteriormente distribuido para os
espagos extracelulares. No meio extracelular, o ascorbato é oxidado, transferindo um
eletrao para a molécula de oxigénio, via metais de transi¢ao catalisadores (Reagoes 3 e
4), resultando na formagao de radical ascorbil e de radical superoxido (Chen et al, 2007).
Apesar da identidade do catalisador nao ter sido esclarecida, um estudo posterior
sugeriu que a ferritina pode ser a fonte de ferro para a produgao de ROS (Deubzer et
al, 2010). O radical superoxido é dismutado pela superédxido dismutase (SOD) com
formagao de peroxido de hidrogénio (Chen et al, 2007). No sangue, estas reagoes sao
inibidas porque o sangue apresenta elevados niveis de defesas antioxidantes que
reduzem o radical ascorbil ou que degradam o peroxido de hidrogénio formado (Figura
I5). Dessa forma, a toxicidade a nivel do sangue é limitada (Chen et al, 2015a). Vérios

autores demonstraram que a presenca de catdlase a nivel intracelular ou extracelular
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protege as células da citotoxicidade induzida pelo ascorbato, comprovando o papel
fundamental do peroxido de hidrogénio na toxicidade do ascorbato (Ohno et al, 2009;

Verrax & Calderon, 2009; Du et al, 2010; Takemura et al, 2010; Ullah et al, 201 ).
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Figura 15: Elevadas concentragoes de vitamina C administradas por via i.v. atuam como um sistema de
entrega de H,O, aos tecidos. Apos a administragao i.v., niveis farmacolégicos de acido ascorbico sao
atingidos no sangue, sendo este posteriormente distribuido para os espagos extravasculares, onde se
atingem concentragoes de ascorbato idénticas. No fluido extracelular (a direita), a formaciao de H,O, é
mediada pela oxidagdo do ascorbato com consequente transferéncia de um eletrdo por um metal
catalisador e dismutacao do O,*. No sangue (a esquerda), estas reagoes sao inibidas primeiramente pela
atividade da semi-dehidroascorbato redutase nas membranas dos globulos vermelhos para minimizar a
formagao do radical ascorbil. Secundariamente, as atividades abundantes da catdlase e da glutationa
peroxidase (GPx) no sangue degradam qualquer H,O, formado. Baseado em (Chen et al, 2015a) e
construido com recurso a Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0
Unported License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.orgllicenses/by/3.0/).

O modelo de atuagao extracelular do ascorbato proposto por Chen e seus
coautores foi corroborado por Deubzer e seus colaboradores, com a introdugao de
novos fatores preponderantes. Apos um estudo realizado em linhas celulares de
neuroblastoma, os autores apontaram outras duas caracteristicas das células tumorais
que poderao estar na origem da toxicidade seletiva do ascorbato contra as mesmas

(Figura 16): (1) o seu elevado contetudo em ferritina e (2) a sua elevada taxa de glicolise
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aerobia (Deubzer et al, 2010).

Para que o ascorbato contribua para a formagao de peréxido de hidrogénio, é
impreterivel a presen¢a de metais de transicao, como o ferro (Frei & Lawson, 2008). A
formacao de peroxido de hidrogénio inicia-se com a formagao de radical superoxido,
cuja produgao pode ser mantida na presenga abundante de ascorbato. O radical
superoxido desempenhara duas fungoes essenciais, a libertagao de ferro da ferritina e a
dismutagao espontinea ou por intermédio da SOD em perdxido de hidrogénio e
oxigénio (Reagao 5). Os autores mostraram ainda que as células de neuroblastoma
possuem niveis elevados de ferritina e libertam maiores quantidades de ferro para o
microambiente do que os fibroblastos, podendo este constituir um fator preponderante
na citotoxicidade seletiva do ascorbato. No interior da célula tumoral, o peréxido de
hidrogénio nao é eficazmente destoxificado, devido aos niveis reduzidos de defesas
antioxidantes, e causa lesoes oxidativas, nomeadamente na molécula de DNA (Deubzer

et al, 2010).

No que diz respeito a segunda caracteristica, a elevada taxa de glicolise aerdbia
acarreta aspetos interessantes que tém impacto no mecanismo de citotoxicidade do
ascorbato (Figura 16). Primeiramente, muitas células tumorais acidificam o seu
microambiente pela glicolise aerobia (pela libertagao de lactato) (Deubzer et al, 2010).
Sabe-se que mesmo em condigoes aerobicas, muitas células tumorais convertem
quantidades consideraveis de glicose em lactato em vez de a usarem na fosforilagao
oxidativa, processo que é energeticamente mais eficaz (efeito de Warburg) (Upadhyay et
al, 2013). Uma experiéncia piloto realizada por Deubzer e seus colaboradores mostrou
que a libertagao de lactato é superior em células de neuroblastoma em comparagao com
os fibroblastos, levando a diminuicao do pH do microambiente tumoral. Em condigoes
acidicas, a formacgio de precipitados de Fe’* altamente insoluveis e inativos é prevenida
e a libertagao de ferro da ferritina é facilitada (Figura 16). Em segundo, em células
sensiveis ao efeito de Warburg (como as células tumorais), quanto menor a taxa de
respiragcao oxidativa, menor a produgao de ROS. Consequentemente, os sistemas de
defesa celular contra o stresse oxidativo estao sub-regulados e as células tornam-se mais

sensiveis ao stresse oxidativo (Deubzer et al, 2010).
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Figura 16: Modelo de produgao de peréxido de hidrogénio (H20;) no microambiente tumoral, na presenga
de elevadas concentragdes de ascorbato. A esquerda, o Fe?* é libertado da ferritina por intermédio do
radical superoxido (O,*) e provavelmente também diretamente pelo ascorbato. Na presenca de oxigénio
(O2), o Fe** é oxidado a Fe** e 0 O,* é formado. O O,* pode dismutagio espontinea ou por conversio
via SOD formar H,0, e O,. O Fe** anteriormente formado pode ser reduzido novamente pelo ascorbato,
via radical ascorbil (AA®) e a reagio é mantida. A direita, muitas células tumorais acidificam o seu
microambiente pela glicolise aerdbia (libertagao de lactato), prevenindo a formagao de precipitados de
ferro inativos (Fe(OH);) e facilitando a libertagdo de Fe?*, o qual catalisa a formagdo de O,*". Construido
através de Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To
view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

De uma forma geral, o modelo anti-tumoral da vitamina C, no qual concentragoes
farmacoldgicas de ascorbato medeiam a produgao extracelular de radical ascorbil e de
peroxido de hidrogénio, é consensualmente aceite. Contudo, os efeitos imprevisiveis
das ROS nas células dificultam a definigado de um mecanismo molecular geral aplicavel a
todos os tipos de células tumorais (Ma et al, 2014). Diferentes estudos tém sugerido
uma variedade de mecanismos em diferentes sistemas celulares, incluindo a apoptose
(Lin et al, 2006; Carosio et al, 2007; Hong et al, 2007), a morte celular nao-apoptotica
(Kang et al, 2003; Verrax et al, 2004, 2005; Chen et al, 2005), a deplegao de adenosina
trifosfato (ATP, do inglés adenosine triphosphate) (Chen et al, 2007, 2012b; Du et al, 2010;
Ma et al, 2014; Fukui et al, 2015; Uetaki et al, 2015), o bloqueio do ciclo celular (Lin et
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al, 2006; Fromberg et al, 201 |; Herst et al, 2012) e a autofagia (Cullen, 2010; Du et dl,
2010; Chen et al, 201 1).

E evidente que varios mecanismos moleculares poderio ser ativados pelo
aumento da produgao de peréxido de hidrogénio e, consequentemente, ativados varios
alvos celulares e moleculares, contudo, os estudos realizados por diversos
investigadores mostram que a deplegao de ATP podera ser o seguinte desencadeador

das vias de morte celular.

A deplegao de ATP em células tumorais sensiveis pode constituir um potencial
mecanismo para a morte celular seletiva da célula tumoral em detrimento da célula
normal. Devido a disfungao mitocondrial, a hipoxia no microambiente tumoral, e a sinais
oncogénicos, muitas células malignas dependem primordialmente da glicélise para a
produgao de ATP (efeito de Warburg). Desta forma, a sintese de ATP nao ¢ eficiente em
comparagao com as células normais que usam preferencialmente a fosforilagao oxidativa.
Por conseguinte, algumas células tumorais podem ser particularmente sensiveis a
elevadas concentragoes de ascorbato, em comparagao com células normais (Chen et al,

2012b).

Chen e seus coautores propuseram que o peroxido de hidrogénio, por
intermédio da agao do AA, pode difundir-se para o meio intracelular, causar a deplecao
de ATP em células sensiveis (células tumorais dependentes da glicolise) que, por sua vez,
induzira a morte celular. O ATP pode esgotar-se por trés mecanismos evidenciados na
Figura 17. (1) As lesoes induzidas no DNA pelo perdxido de hidrogénio ativam as PARP
(do inglés poly(adenosine diphosphate—ribose) polymerase); as PARPs ativadas catabolizam
o NAD?, esgotando o substrato necessario para a formagdo de NADH e consequente
sintese de ATP. (2) O perdxido de hidrogénio é catabolizado pela concomitante
oxidagao de glutationa reduzida (GSH) em dissulfido GSH (GSSG). Para a redugao de
GSSG em GSH, a GSH redutase utiliza o NADPH, proveniente da glicose pela via das
pentoses fosfato. A glicose usada para reduzir o NADP* (do inglés nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate) em NADPH nao pode por isso ser usada na glicolise ou na
producao de NADH, pelo que a produgao de ATP sera diminuida. (3) O peréxido de

hidrogénio pode lesar diretamente a mitocondria, especialmente a ATP sintetase, pelo
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que a producao de ATP declinara (Chen et al, 2007).

Ping Chen e seus coautores mostraram que concentragoes elevadas de ascorbato
induziram citotoxicidade em células tumorais de cancro da prostata, através da deplecao

de ATP que culminou em morte celular por autofagia (Chen et al, 2012b).

—p  Inibicdo

glicélise

Celular

Figura 17: Possiveis mecanismos de deplecao de ATP propostos por Chen et al. (2007). Concentragoes
farmacoldgicas de AA produzem H,O, a nivel extracelular, o qual se difunde para o interior da célula,
causando a morte celular desencadeada pela deplegio de ATP em células sensiveis. O ATP pode
esgotar-se por trés mecanismos: (i) ativagao das PARP; (ii) inibicao da glicdlise ou (iii) disfuncao
mitocondrial. Construido através de Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Em 2014, Ma e seus coautores verificaram que a produgao de ROS mediada por
concentragoes farmacologicas de ascorbato induziram lesdes no DNA e deplecao do
ATP em células tumorais de ovario, mas nao em células epiteliais normais do ovario.
Consequentemente, foram desencadeadas uma série de respostas celulares que
incluiram a ativagao da via ATM/AMPK (ATM, do inglés ataxia telangiectasia mutated e
AMPK, do inglés adenosine monophosphate—activated protein kinase) e inibicao da via
mTOR (do inglés mammalian target of rapamycin). De facto, as lesoes no DNA, a deplecao
de ATP e as vias ATM/AMPK/mTOR estao associadas a supressao da proliferagao celular

e bloqueio do ciclo celular, assim como, com a indugao de apoptose, de necrose e de
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autofagia (Ma et al, 2014).

Em 2015, Fukui e seus coautores investigaram o efeito do ascorbato em linhas
celulares de cancro do pancreas, dedicando especial aten¢ao ao papel desempenhado
pelo stresse oxidativo e pela autofagia, como elementos mecanisticos importantes nas
agoes anti-tumorais do ascorbato. De uma forma sumaria, os autores corroboraram o
mecanismo no qual o AA extracelular medeia a produgao de peréxido de hidrogénio,
com consequente aumento do stresse oxidativo e rapida deplecao do ATP celular. A
deplegao de ATP levou a inibicao da atividade da via mTOR, conhecida por aumentar a
degradagao de BCL-2. Por sua vez, a reducao dos niveis de BCL-2 intracelulares
conduzem a acumulagao de Beclin-I, que medeia a formagao do autofagossoma. O
aumento da autofagia observada nas células tumorais tratadas com ascorbato pode
constituir uma parte do mecanismo que contribui para a morte celular induzida pelo

ascorbato (Fukui et al, 2015).

Mecanismos intracelulares para a agdo da vitamina C

Em adicao aos processos extracelulares de producao de ROS dependentes do
AA, mecanismos de citotoxicidade do AA podem igualmente ser desencadeados no

espago intracelular.

Como referido anteriormente, a vitamina C pode ser transportada para o
interior da célula pelos SVCT-1 e SVCT-2. A forma oxidada da vitamina C, o DHA, pode
também ser transportado pelos GLUTs para o interior da célula, onde é rapidamente
convertido em AA (Rivas et al, 2008). Desta forma, a vitamina C podera exercer o seu
efeito a nivel intracelular de forma dependente da expressio e fungao dos seus

transportadores.

O HIF desempenha um papel importante na determinacao dos padroes de
expressao de genes em cancro e constitui um potencial alvo de agao intracelular da
vitamina C. O HIF-la é degradado por hidroxilagao por hidroxilases, que requerem a

existéncia de cofatores como o ferro e o AA (Lu et al, 2005). A deficiéncia em vitamina
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C compromete a hidroxilagao do HIF, conduzindo a sobre-regulagao do HIF-1a (Vissers
et al, 2007). Varios estudos mostraram haver uma correlagao entre a expressao de HIF

e o uso de vitamina C.

Um estudo recente com 60 linhas celulares tumorais do painel NC|60 teve como
objetivo avaliar até que ponto as condi¢gdes de hipoxia poderiam ser, em parte,
responsaveis pela resisténcia da célula tumoral a morte celular induzida pelo ascorbato
(Venturelli et al, 2015). Os resultados indicaram que a hipoxia severa (caracteristica de
metastases tumorais), de facto, medeia a reduzida suscetibilidade das 60 linhas celulares
tumorais face a inibicao da proliferagao celular induzida pelo ascorbato, com o aumento
dos valores de ICs, de 4,5+3,6 mM (normoxia) para 10,1+5,9 mM (hipoxia) (Sinnberg et
al, 2014). Assim, os efeitos citotoxicos da vitamina C foram diretamente correlacionados
com a hipoxia e a via de sinalizagao HIF, sugerindo que a oxigenagao sera importante

para a eficacia citotdxica da vitamina C (Goodman, 2015).

Lu e seus coautores demonstraram que o efeito anti-tumoral do ascorbato é
dependente da atividade das hidroxilases do HIF (Lu et al, 2005). Kuiper e coautores
investigaram até que ponto, o conteldo em ascorbato de tumores endometriais
humanos, influenciava a atividade do HIF-| e a propria patologia tumoral. Os autores
verificaram que tumores com elevados niveis de ascorbato apresentavam menor
ativagao do HIF-1, enquanto tumores com elevada ativagao de HIF-1 e com um fenotipo
mais agressivo apresentavam niveis reduzidos de ascorbato (Kuiper et al, 2010). Estes
dados indicam que niveis elevados de ascorbato nos tecidos podera protegé-los contra
a ativagao do HIF e, consequentemente, contra um fenotipo mais agressivo (Du et dl,
2012). Mais recentemente, Kuiper e seus coautores efetuaram um estudo semelhante em
que mostraram que niveis de ascorbato mais elevados em tumores de cancro colorretal
humano estio associados a uma menor ativagao do HIF-I, principalmente devido a
atividade do ascorbato como cofator das hidroxilases reguladoras do HIF. Os niveis
elevados de ascorbato a nivel do tumor foram também correlacionados com uma maior

sobrevivéncia dos doentes (Kuiper et al, 2014).

Em suma, niveis elevados de ascorbato no tecido tumoral poderao ajudar a

prevenir a formagao de tumores sélidos, retardar as taxas de crescimento tumoral, inibir
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o fendtipo agressivo do tumor assim como auxiliar no tratamento de cancros ja

estabelecidos (Kuiper & Vissers, 2014).

Avancos recentes na investigacdo clinica

O uso de elevadas concentragdes de vitamina C como abordagem adjuvante ou
neoadjuvante no tratamento do cancro mantém a comunidade médica, em geral, dividida.
Enquanto muitos investigadores e médicos aclamam as mais recentes descobertas e
apoiam o seu uso, parte da comunidade médica sustenta um elevado ceticismo,
provavelmente baseado nos resultados negativos obtidos nos estudos da Mayo Clinic,
com a administragao oral de vitamina C. Claramente, a eficacia da vitamina C no
tratamento do cancro tem atualmente uma base cientifica solida, mas que carece de
ensaios clinicos robustos e validados. Contudo, varios investigadores clinicos iniciaram

a translagao dos resultados pré-clinicos para os estudos em humanos (Chen et al, 201 5a).

Apesar dos dois ensaios clinicos realizados na Mayo Clinic com ascorbato por via
oral terem falhado em mostrar qualquer beneficio (Creagan et al, 1979; Moertel et dl,
1985), diversos casos clinicos reportados tém providenciado resultados promissores

com a terapia com ascorbato i.v. (Riordan et al, 1995, 2003, 2005).

A seguranga e a farmacocinética da vitamina C foram inicialmente investigadas,
verificando-se que a terapéutica com elevadas concentragcoes de ascorbato i.v. é
suscetivel de ser segura na maioria dos doentes, exceto em determinadas condigoes,
nomeadamente doentes com insuficiéncia renal ou com deficiéncia em glicose-6-fosfato
dehidrogenase (G6PD, do inglés glucose-6-phosphate dehydrogenase) (Padayatty et al,
2010). Um produto final de oxidagao ascorbato é o acido oxalico, que pode cristalizar
formando oxalato de calcio no espago urinario em doentes com insuficiéncia renal
pré-existente. Por outro lado, a remogao do peroxido de hidrogénio produzido no
sangue requer a presenca de niveis adequados de GSH que, por sua vez, requer NADPH
produzido pela G6PD, a enzima limitante da velocidade da via das pentoses fosfato.

Desta forma, concentragoes elevadas de ascorbato podem induzir hemolise intravascular
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em doentes com deficiéncia em G6PD (Du et al, 2012). A vitamina C pode também
aumentar a biodisponibilidade de ferro, pelo que nao é recomendado o seu uso em
doentes com hemocromatose, doenga hereditaria caracterizada pela absorgao
exagerada de ferro (Barton et al, 1998). Chen e seus coautores demonstraram que com
75 a 100 g de vitamina C administradas por via i.v., se atingem niveis de ascorbato de
25 mM com seguranga que se mantém por varias horas (Padayatty et al, 2004; Chen et
al, 2008a), concentragao esta que é suficiente para induzir morte celular em diferentes

células tumorais (Sinnberg et al, 2014).

Padayatty e seus coautores examinaram trés casos clinicos bem documentados
de acordo com as guidelines do NCI Best Case Series. A analise histopatologica sugeriu um
mau prognostico para estes doentes, contudo a sobrevivéncia dos doentes aumentou
apos o tratamento endovenoso com vitamina C. A vitamina C foi administrada entre
I5a 65 g, inicialmente uma ou duas vezes por semana durante varios meses; dois dos
doentes receberam as injegoes de vitamina C menos frequentemente durante | a 4 anos.
Estes casos sugerem que uma terapia com elevadas massas de ascorbato i.v. pode

prolongar a vida de doentes com cancro avancado (Padayatty et al, 2006).

Trés ensaios clinicos de fase | com o uso de ascorbato i.v. em doentes com
cancro avan¢ado avaliaram as concentragoes plasmaticas de ascorbato e as suas
consequéncias clinicas (Du et al, 2012). No estudo de Riordan e seus coautores, os
doentes foram sujeitos a infusoes continuas de 0,15 a 0,7 g/kg.dia por mais de 8 semanas.
As concentragoes de ascorbato no soro durante a terapia foram de 0,28 a 3,8 mM
(Riordan et al, 2005). No estudo de Hoffer e seus coautores, o ascorbato foi
administrado trés vezes por semana em quantidades fixas de 0,4, de 0,6, de 0,9 e de
1,5 g/lkg, permitindo a obtengao de concentragoes plasmaticas maximas de ascorbato
entre 2,4 e 26 mM. Com a administragao i.v. de 1,5 g/kg (equivalente a 105 g para uma
pessoa de 70 kg), a concentragao plasmatica de ascorbato excedeu os 10 mM por
aproximadamente 4,5 horas, niveis capazes de induzir morte celular numa variedade de
linhas celulares tumorais (Hoffer et al, 2008). Num estudo mais recente, Monti e seus
coautores administraram 50, 75 ou 100 g/infusao i.v. (trés infusdes endovenosas por

semana) durante 8 semanas, concomitantemente com gencitabina e erlotinib oral. Nos
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doentes que receberam 100 g de ascorbato, as concentragoes plasmaticas de ascorbato
atingiram entre 25 a 32 mM (Monti et al, 2012). Os trés ensaios clinicos mostraram que
as elevadas concentragoes de ascorbato i.v. foram bem toleradas pelos doentes
oncolodgicos com fungao renal normal (Du et al, 2012). Outros dois estudos reportaram
que o tratamento com vitamina C i.v. resultou na melhoria da qualidade de vida e na
diminuicao dos efeitos secundarios associados a doenga oncologica (Yeom et al, 2007;
Vollbracht et al, 201 1). Atualmente ha cerca de |5 ensaios clinicos de fase inicial, dos
quais 8 destes usaram massas superiores a 50 g, e mais estudos observacionais e casos
clinicos que usam entre | e 125 g por infusao i.v., em que todos eles mostraram boas
tolerabilidade e seguranga. Algum beneficio foi observado nos doentes, com alguma
melhoria da qualidade de vida dos doentes, e alguns estudos sugeriram mesmo respostas
tumorais (Chen et al, 2015a). Contrariamente a outros farmacos sintéticos, a vitamina
C nao esta sujeita a regulamentagoes, razao pela qual, simultaneamente com a realizagao
de ensaios clinicos, tem sido usada clinicamente, durante décadas, para tratar doentes

com cancro (Figura 18).
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Figura 18: Tipos de cancro tratados com elevadas concentragoes de vitamina C via i.v. pela Riordan Clinic.
Esta base de dados diz respeito a doentes oncologicos para os quais os niveis plasmaticos de AA, de

proteina C reativa (marcador de inflamagao) e de marcadores de cancro estavam disponiveis, antes e apos
o tratamento. Adaptado de (Mikirova et al, 2013).

85



VITAMINA C E CANCRO

A experiéncia da Riordan Clinic sugere que esta terapia € segura e que em alguns
casos mostra eficacia e publicou até um protocolo de administragao de vitamina C i.v. a
doentes oncologicos, Riordan IVC Protocol. A Riordan Clinic tem tratado centenas de
doentes com cancro, usando o protocolo referido (Mikirova et al, 2013). Porém,
podemos salientar que nao ha estudos realizados em doentes portadores de carcinoma
colorretal. Este facto é alargado a nivel dos Estados Unidos da América, sabendo-se que
mais de 10 000 doentes por ano sao tratados com ascorbato i.v., numa média de 0,5 g/kg
(35 g para uma pessoa de 70 kg), e numa média de 20 tratamentos por doente (Chen et

al, 2015a).

Vitamina C e a terapéutica convencional do cancro

A literatura reporta que 30 a 95% dos doentes com cancro procuram opgoes
terapéuticas nao convencionais, com a intengao de melhorar a sua qualidade de vida e
de controlar os sintomas (Ernst & Cassileth, 1998; Richardson et al, 2000; Rausch et al,
2011).

O interesse no uso de combinagdes de farmacos tem crescido abruptamente
devido as oportunidades que estes modelos criam, em especial o aumento do efeito
terapéutico e a redugao da frequéncia ou da magnitude de efeitos secundarios
indesejaveis, em comparagao com o seu uso individual. Combinagoes de farmacos tém
sido conhecidas por serem altamente eficazes no tratamento de varias doengas durante

varios anos (Almohaimeed & Doneyv, 2014).

Viarios estudos tém avaliado o possivel efeito sinérgico do AA com diferentes
farmacos usados na quimioterapia convencional (Goodman, 2015). Num regime de
combinagao, o AA providencia oportunidades adicionais para o aumento da seletividade
do tratamento e do efeito terapéutico sobre as células tumorais, com o recurso a
menores concentragoes de farmaco quimioterapéutico convencional e, por este motivo,
potencialmente mais seguras. Estas vantagens traduzir-se-do na diminuigao dos efeitos

secundarios e na melhoria da qualidade de vida do doente.
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Em 1996, Kurbacher e seus coautores testaram o efeito combinado do AA com
farmacos quimioterapéuticos convencionalmente usados para o tratamento do cancro
da mama, nomeadamente, a doxorrubicina, a cisplatina e o paclitaxel, em duas linhas
celulares de carcinoma da mama humano e verificaram que a presenga de AA potenciou
a citotoxicidade da quimioterapia (Kurbacher et al, 1996). Estudos realizados
posteriormente, também em linhas celulares de carcinoma da mama, enfatizaram este
facto, na medida em que a utilizagdo de concentragoes farmacolégicas de ascorbato
aumentou a atividade citotoxica do etoposido, da cisplatina, do 5-fluorouracilo, da
doxorrubicina e do paclitaxel (Verrax & Calderon, 2009). Espey e seus coautores
demonstraram que concentragoes farmacologicas de ascorbato em combinagao com
gencitabina resultaram numa resposta citotoxica sinérgica em linhas celulares de cancro
do pancreas. A eficacia desta combinagao foi também testada em xenotransplantes de
tumores pancreaticos, tendo-se verificado inibicao do crescimento tumoral mais
acentuada do que o tratamento com gencitabina em monoterapia (Espey et al, 201 I).
Outro estudo realizado numa linha celular de cancro colorretal mostrou que o
tratamento combinado de vitamina C com cisplatina resultou no aumento significativo
da apoptose, em comparagao com o tratamento apenas com cisplatina. Neste estudo,
os autores concluiram que a vitamina C induziu o aumento da sensibilidade das células
a cisplatina por uma via dependente da P53 (An et al, 201 1). Também em 201 |, Vollbracht
e seus coautores avaliaram a segurancga e a eficacia da administragao de vitamina C por
via iv., no primeiro ano pos-operatorio de mulheres com cancro da mama. A
comparagao de individuos controlo com os grupos de estudo revelou que a
administragao de vitamina C resultou na redugao significativa dos efeitos secundarios
associados a doenga e aos tratamentos de quimioterapia e de radioterapia,
particularmente, as nauseas, a anorexia, a astenia, a depressao, os disturbios do sono, as
tonturas e a didtese hemorragica. Para além disso, nao foram documentados efeitos
secundarios resultantes da administracao de vitamina C (Vollbracht et al, 2011). Um
estudo realizado em células primarias de glioblastoma multiforme, um tipo de cancro
conhecido pela sua resisténcia a radiagdo, mostrou a sua eficaz radiossensibilizagao pelo
uso de concentragoes farmacolodgicas de ascorbato (Herst et al, 2012). Outros dois

ensaios que tinham como alvo o cancro do pancreas metastatico de estadio IV foram
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reportados, ambos usando regimes de ascorbato (50 a 100 g/infusao, 2 a 3 vezes por
semana) combinado com gencitabina ou com gencitabina mais erlotinib. Toxicidade foi
reportada em ambos os estudos, contudo, predominantemente relacionada com o uso
de gencitabina e ndao com o ascorbato (Monti et al, 2012; Welsh et al, 2013). No estudo
realizado por Monti e seus coautores, 7 dos 9 doentes tiveram redugao do volume
tumoral apds 8 semanas de tratamento e o tempo médio de sobrevivéncia global foi de
182 dias (Monti et al, 2012). Welsh e seus coautores reportaram uma média de
sobrevivéncia de |3+2 meses em 9 doentes tratados com vitamina C, verificando-se um
prolongamento da sobrevivéncia dos doentes em comparagao com controlos (Welsh et
al, 2013). No entanto, ambos os ensaios incluiam um pequeno nimero de doentes e nao
foram prospectivamente controlados (Chen et al, 2015a). Em 2013, Moser e seus
coautores demonstraram o efeito radiossensibilizante do ascorbato, presente em
concentragoes farmacologicas, em tumores do pancreas radiorresistentes, tendo ainda
sido estabelecida uma correlacao entre a toxicidade do ascorbato e o aumento dos
niveis de ferro labil (Moser et al, 2013). Em 2015, Du e seus coautores mostraram ainda
que o ascorbato administrado em combinagao com a radiagao ionizante, em modelos de
xenotransplantes hetero e ortotopicos de tumores pancreaticos, diminuiu o
crescimento tumoral e aumentou a sobrevivéncia sem danificar o trato gastrointestinal
ou aumentar as alteragoes sistémicas indicativas de stresse oxidativo (Du et al, 201 5a).
O caso clinico de uma mulher com cancro da mama recorrente, submetida a
tratamentos semanais de quimioterapia e com letargia como principal efeito secundario,
foi sujeita a administragoes de vitamina C (50 g/sessao, 2 vezes por semana). Os autores
deste relatorio reportaram a diminui¢cao dramatica da astenia e das insonias, assim como,
o aumento da fungao cognitiva, sem registo de quaisquer efeitos adversos inerentes ao
uso de vitamina C i.v. (Carr et al, 2014). Um outro estudo mais completo de Ma e seus
coautores mostrou que a combinacdo de ascorbato parental com farmacos
quimioterapéuticos convencionais (carboplatina e paclitaxel) atuou sinergicamente na
inibicdo tumoral em modelos animais de cancro do ovario e reduziu a toxicidade

associada a quimioterapia em doentes com cancro do ovario (Ma et al, 2014).

Jacobs e seus coautores fizeram recentemente uma cuidada revisao sistematica

da literatura para avaliar os efeitos anti-tumorais e a toxicidade do tratamento com
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elevadas concentragoes de ascorbato. Apesar de todas as evidéncias pré-clinicas
existentes, a escassez de estudos randomizados e controlados, bem como a
heterogeneidade clinica e metodologica da literatura disponivel, foram algumas das
limitagdes encontradas pelos autores que dificultaram a confirmagao das evidéncias do
potencial da vitamina C no tratamento do cancro (Jacobs et al, 2015). Esta é a razio pela
qual parte da comunidade médica mantém um certo ceticismo relativamente ao uso de
concentragoes elevadas de vitamina C i.v. no tratamento do cancro. Por esta razao,
varios autores reconhecem a necessidade imperativa do prosseguimento dos estudos
pré-clinicos, que esclaregam os mecanismos de agao envolvidos em diferentes tipos de
tumores, e de novos ensaios clinicos bem desenhados e randomizados, que estabelecam
de forma clara e cientificamente robusta os beneficios e/ou os maleficios desta terapia

(Ohno et al, 2009; Du et al, 2012; Wilson et al, 2014; Goodman, 2015).

A comunidade cientifica mantém-se interessada nesta tematica, pelo que estao
atualmente a decorrer quatro ensaios clinicos de fase Il financiados pelo National Cancer
Institute, para avaliagao do efeito de elevadas concentragoes de vitamina C administradas
por via i.v. no tratamento de varios tipos de cancro. Dois destes ensaios clinicos em
curso pretendem avaliar a combinagio de AA com gencitabina e/ou erlotinib no
tratamento de doentes com cancro do pancreas metastatico (NCI-2012-00340) ou com
cancro do pancreas nao elegivel para cirurgia (NCI-2014-00824). Outro ensaio clinico
pretende avaliar a combinagao de docetaxel com AA no tratamento de cancro da
prostata metastatico (NCI-2015-01169); e, por fim, outro ensaio clinico estd a ser
conduzido com elevadas concentragdes de vitamina C i.v. em doentes com cancro do

pulmao de nao-pequenas células nos estadios IlIB-IV (NCI-2015-00709) (Institute, 2016).
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CAPiTULO Il - OBJETIVOS

O cancro colorretal avangado é uma entidade nosolodgica de dificil tratamento,
pelo que novas abordagens de tratamento eficazes sao indispensaveis. Uma dessas
abordagens passa pelo estabelecimento de regimes eficazes de combinagao de farmacos.
Durante os ultimos anos, os efeitos préo-oxidantes e, consequentemente, seletivamente
citotoxicos de elevadas concentragoes de vitamina C, para as células tumorais tém sido
investigados em maior detalhe, tanto em modelos in vitro como em modelos animais de
cancro e em ensaios clinicos. Contudo, a escassez de estudos com vitamina C em
modelos de cancro colorretal faz denotar a necessidade da prossecugao deste tema de

investigagao.

De uma forma geral, o principal objetivo do nosso trabalho consistiu na avaliagao

do potencial da vitamina C, na forma de AA, no tratamento do cancro colorretal.

Numa primeira fase, pretendeu-se avaliar o efeito de elevadas concentragoes de
AA em trés linhas celulares de cancro colorretal humanas. Por isto, estudaram-se os
seus efeitos anti-proliferativos, citotoxicos e genotoxicos. Alteragoes a nivel do stresse
oxidativo e da expressao de proteinas-chave foram também analisadas, com o intuito de

esclarecer os possiveis mecanismos de agao do AA nestas linhas celulares.

A sinergia entre a vitamina C e alguns farmacos de quimioterapia convencional
usados para o tratamento do cancro colorretal podera contribuir para o
estabelecimento de protocolos de tratamento mais eficazes, com concentragoes

reduzidas, podendo diminuir os efeitos secundarios. Deste modo, na segunda parte do
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trabalho pretendemos avaliar o efeito quimiossensibilizante do AA em combinagao com
trés desses farmacos: o 5-FU, a oxaliplatina e o irinotecano. Ainda num contexto
pré-clinico, este capitulo do trabalho teve como objetivo a avaliagao do efeito do AA
num modelo animal de cancro colorretal, em regime de monoterapia e em combinagao

com os trés farmacos descritos anteriormente.
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CArPiTULO IV

CAPiITULO IV - VITAMINA C E SEU MECANISMO

ANTI-TUMORAL

Varios autores tém demonstrado o potencial terapéutico do acido ascérbico em
diversas linhas celulares tumorais de diferentes tipos de cancro (Ranzato et al, 201 1I;
Kontek et al, 2013; Mastrangelo, 2013; Mastrangelo et al, 2013; Ma et al, 2014). Nesta
parte do trabalho pretendeu-se estudar o seu efeito citotdxico em trés linhas celulares
de cancro colorretal com diferentes perfis genéticos e localizagao de origem (Abrantes
et al, 2014), com recurso a varias técnicas de biologia celular e molecular seguidamente

descritas.

MATERIAIS E METODOS

Este capitulo visa apresentar a descri¢ao de todas as metodologias necessarias a
concretizagdo dos estudos in vitro, a partir dos quais se avaliou o efeito do acido
ascorbico na célula tumoral de cancro colorretal. Iniciamos com o estudo do seu efeito
citotdxico e respetivo mecanismo de agao até a analise da sua farmacocinética e dos

transportadores envolvidos.
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Cultura das linhas celulares

Para a realizacao deste trabalho utilizaram-se trés linhas celulares humanas de
cancro colorretal, designadas por C2BBel (ATCC® CRL-2102™), LS1034 (ATCC®
CRL-2158™) e WiDr (ATCC® CCL-218™). Todas as linhas celulares usadas estio
certificadas pela American Type Culture Collection (ATCC).

A linha celular C2BBel foi clonada por diluigao limitante da linha celular Caco-2,
a qual foi isolada do célon descendente de um doente caucasiano de 72 anos com
adenocarcinoma colorretal (ATCC). Os critérios de selegao deste clone incluiram a sua
homogeneidade morfoldgica e a localizagao apical exclusiva de vilina (Straub et al, 201 3).
As células epiteliais humanas C2BBel formam uma monocamada polarizada com
bordadura em escova na zona apical, morfologicamente comparaveis ao célon humano

(Masuda et al, 201 1).

A linha celular LS1034 foi isolada em 1989 de uma bidpsia do tumor primario de
um doente caucasiano de 54 anos, diagnosticado com um carcinoma do cego no estadio
C, segundo a classificagio de Dukes (ATCC). As células epiteliais humanas LS1034
possuem mutagoes nos genes supressores tumorais TP53 (com troca de glicina por
serina na posicao 245) e APC (com delecao no codiao 1309). Esta linha celular
caracteriza-se também por ser resistente a quimioterapia, facto associado a
sobre-expressao da proteina de efluxo glicoproteina-P (PGP, do inglés P-glycoprotein)

(Casalta-Lopes et al, 201 1).

A linha celular WiDr provém de um adenocarcinoma do célon (ATCC), de
localizagao reto-sigmoide (Abrantes et al, 2014), diagnosticado a uma doente de 78 anos.
Estas células epiteliais humanas possuem o gene TP53 mutado (com consequente troca
de arginina por histidina na posicio 273 da proteina P53). A semelhanca das linhas

celulares supracitadas, as células WiDr possuem também o gene APC mutado (llyas et al,

1997).

As linhas celulares utilizadas foram devidamente rececionadas e oportunamente
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descongeladas e mantidas a 37 C em atmosfera humificada com 95% de ar e 5% de CO,,
de acordo com as instrugoes do fornecedor ATCC. Estas foram propagadas em meio
de cultura apropriado Roswell Park Memorial Institute Medium, RPMI-1640 (Sigma, R4130)
para a linha celular LS1034, e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM (Sigma, D5648)
para as linhas celulares C2BBel e WiDr. Ambos foram suplementados com 5% de soro
bovino fetal (FBS, do inglés fetal bovine serum; Sigma F7524), 1% de antibiético (100 U/mL
de penicilina e 10 pg/mL estreptomicina; Sigma, A5955), e | mM de piruvato de sédio
(Gibco, 11360) para o RPMI ou 0,25 mM no caso do DMEM.

Atendendo a que todas as linhas celulares utilizadas no ambito deste trabalho sao
mantidas em cultura aderente, foi necessario destacar as células dos frascos e preparar
suspensoes celulares. Para tal recorreu-se ao uso de uma solugao de tripsina-EDTA (do
inglés ethylenediamine tetraacetic acid) a 0,25% (Sigma, T4049) no caso das células WiDr,
ou TrypLE™ Express (Gibco, 12605-028) no caso das células C2BBel e LS1034, para a
dissociagao da monocamada celular. Apds a obtengao da suspensao celular procedeu-se
a determinagao da concentragao de células da mesma, pelo método de exclusao do azul
tripano. Para tal diluiu-se um volume conhecido de suspensao celular em igual volume
de azul tripano e, utilizando uma camara de neubauer, fez-se a contagem num

microscopio invertido (Motic, AE31) com ampliagao de 100 vezes.

Tratamento com acido ascorbico

Inicialmente foi preparada uma solugao aquosa de 2 M de acido ascérbico (AA,
Sigma, A5960) que, previamente a sua utilizagao, foi filtrada utilizando filtros de acetato
celulose de 0,22 pm (Syringe Filter, Frilabo, 1520012). Previamente a administragao as
células, foram preparadas solu¢oes de AA por diluigao da solugao original, de forma que
o volume a adicionar as culturas fosse, no maximo, 1% do volume do meio de cultura
presente em cada pogo ou frasco. Este procedimento foi aplicado em todos os métodos

descritos.

Na Tabela 3 apresentam-se as concentragoes de acido ascorbico testadas para
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cada ensaio experimental. A diferenca de concentragoes de AA usadas para diferentes
ensaios prendeu-se com a sensibilidade de cada linha celular ao AA, tendo por base os
realizagao do ensaio SRB (do inglés sulforhodamine B), descrito posteriormente. Para cada
tipo de estudo houve uma condigao controlo e varias condigoes experimentais que
corresponderam a utilizagao de diferentes concentragoes de acido ascorbico. As células
controlo (condi¢coes I, 5, 9 e 13) nao foram sujeitas a qualquer tratamento. Nas
restantes condicoes, as células foram tratadas com uma concentragao de AA inferior a
ICso (condicoes 2, 6 e 10), aproximadamente igual a ICs, (condigoes 3, 7, || e 14) ou
superior a |ICs, (condigcoes 4, 8, 12 e |5) obtida para cada linha celular. Devido a
limitagoes experimentais, relacionadas por exemplo com a quantidade de proteina total
obtida, as maximas concentracoes testadas variaram de acordo com o ensaio

experimental.

Tabela 3: Concentragoes de AA (mM) testadas nas linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr em cada
ensaio experimental.

Ensaio Experimental | Condicdo C2BBel LS1034 WiDr

| 0 0 0
2 0,5 [ 0,5

Ensaio Clonogénico
3 2 5 2
4 20
5 0 0 0

Citometria de Fluxo 6 0,5 | 0,5

e

Andlise Morfolégica 7 I 5 2
8 10 20 10
9 0 0 0
10 0,5 I 0,5

Western Blot
Il I 5 2
12 10 5
13 0 0
Ensaio Cometa 14 | 2

|15 3 10 5
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Citotoxicidade do acido ascorbico

Com o intuito de compreender o papel do AA no tratamento do cancro

colorretal, como primeira abordagem realizaram-se estudos de citotoxicidade celular.

Anadlise da proliferacdo celular pelo ensaio SRB

Para avaliar a influéncia do AA na proliferagao celular, células das trés linhas
celulares tumorais foram semeadas na concentragio de 5x10* células/mL (C2BBel e
WiDr) ou de 7x10* células/mL (LS1034) e tratadas com concentragdes crescentes de
AA (0,25 a2 20 mM), durante 24, 48, 72 e 96 horas. As células controlo nao foram sujeitas

a qualquer tratamento.

A proliferagao celular, como medida da sintese proteica total, foi posteriormente
analisada pelo ensaio colorimétrico do SRB. O principio deste ensaio baseia-se na
capacidade do corante aminoxantina, carregado negativamente, se ligar
eletrostaticamente e de forma dependente do pH aos componentes proteicos das
células previamente fixadas (Voigt, 2005). Desta forma, quanto maior a sintese proteica,
maior a densidade celular e, consequentemente, maior a quantidade de corante extraido,
o que se traduzira na maior absorvancia medida no espetrofotometro (Vichai &

Kirtikara, 2006; Houghton et al, 2007).

Apos o respetivo tempo de exposicao ao AA, o meio de cultura foi aspirado e
as células foram lavadas com tampao fosfato (PBS, do inglés phosphate buffer saline),
constituido por 137 mM de NaCl (Sigma, S7653), 2,7 mM de KCI (Sigma, P9333), 10 mM
de NaH,PO, (Sigma, S5011) e 1,8 mM de KH,PO, (Sigma, P0662), a pH 7,4. Apos o PBS
ser aspirado, repetiu-se o procedimento para assegurar a retirada de todo o composto.
Seguidamente, as células foram fixadas com uma solugao gelada de acido acético a 1%
(Sigma, 33209) em metanol (Sigma, 32213), e mantidas a 4°C durante uma hora. Apos
este periodo a solugao de fixagao foi aspirada e adicionaram-se 100 pL/pogo de uma

solugao de SRB a 0,4% (Sigma, S9012) em acido acético a |%. As células foram incubadas
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durante uma hora a temperatura ambiente e protegidas da luz. O corante em excesso e
nao ligado foi removido por lavagem com agua. Depois das placas de cultura secarem
por completo, adicionaram-se 300 pL/pogo de uma solugao de Tris.NaOH na
concentragao de 10 mM e com pH de 10, constituida por trizma base e NaOH. Apés
dissolugao e homogeneizagao, transferiu-se o contelido de cada pogo para uma placa de
96 pocos e quantificou-se a absorvancia, usando o comprimento de onda de 540 nm e
um filtro de referéncia de 690 nm, com recurso a um espetrofotéometro ELISA (Biotek®

Synergy HT).

A proliferagao celular foi expressa como a percentagem de proliferacao das
culturas submetidas ao tratamento em relacio as culturas controlo. Os dados
percentuais obtidos permitiram estabelecer curvas de dose-resposta e determinar a
concentragao de AA que inibe em 50% a proliferagao celular (ICs), com recurso ao

software OriginPro 8.0.

Andlise da sobrevivéncia celular pelo ensaio clonogénico

Para avaliar a sobrevivéncia celular apos exposi¢ao ao acido ascérbico durante
24 horas recorreu-se ao ensaio clonogénico. Para tal, as trés linhas celulares tumorais
foram semeadas numa densidade de 500 células/pogo (C2BBel e WiDr) ou de
700 células/pogo (LS1034) em placas de 6 pogos e tratadas com concentragoes

crescentes de AA, de acordo com a Tabela 3 (condigoes | a 4).

O ensaio clonogénico baseia-se na capacidade de uma célula semeada numa placa
de cultura com meio apropriado formar um clone ou uma colénia, tendo por base que
uma coldnia é constituida por, pelo menos, cinquenta células (Franken et al, 2006).
Assim, apos o tratamento das culturas com o acido ascérbico, estas foram incubadas em
condigOes favoraveis para a sua propagacao, trocando-se o meio de cultura por meio
novo apos cinco dias de incubagao. Doze dias depois do tratamento, as colonias foram
coradas com violeta de cristal e contadas manualmente. Para tal, o meio foi removido e

as células lavadas com PBS e fixadas com metanol. Apds secagem das placas
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adicionaram-se 2 mL/pogo de corante violeta de cristal a 0,5% (Sigma, C3886) diluido
em metanol e deixou-se atuar durante 5 minutos. O excesso de corante foi
seguidamente removido por lavagem das placas em agua tépida e, apos secagem, o
numero de coldnias foi contado. A sobrevivéncia celular foi quantificada através da
determinagao da eficiéncia de placa (PE) e do fator de sobrevivéncia (FS), segundo as

equagoes | e 2.

EfiCié‘I’lCiCl da placa (PE) _ Numero de colénias contadas % 100 (|)

Numero de células semeadas

PE das amostras tratadas

Fator de sobrevivéncia (FS) = %X 100 (2)

PE das amostras controlo

Avaliacdo do ciclo celular por citometria de fluxo

O efeito do acido ascérbico na progressao do ciclo celular foi avaliado com
recurso a citometria de fluxo, pela marcagao com uma solucao de iodeto de propideo
(IP)/RNase. As células foram semeadas e tratadas com concentragoes crescentes de AA,

de acordo com o descrito na Tabela 3 (condi¢oes 5 a 8), durante 24 horas.

Como supracitado, o IP tem a capacidade de se intercalar nas bases de DNA e
de RNA. Assim, para se obter uma especificidade de marcagao para o DNA é necessario
remover o RNA de forma enzimatica, pela incubagao com RNase. A quantificagao do
contetdo de DNA permite obter subpopulagoes de células em cada uma das fases do
ciclo celular, uma vez que as células nas fases G2 e M possuem o dobro do conteldo de
DNA do que as células nas fases GO e GI, enquanto as células na fase S possuem um
contetido de DNA intermédio. E ainda possivel a visualizagio de um pico pré-GO com
menor quantidade de DNA, também designado por pico apoptético (Deitch et al, 1982;
Williams & Stoeber, 2012).

Para cada ensaio, um milhao de células foram destacadas dos frascos e
centrifugadas a 1300 xG durante 5 minutos, numa centrifuga Heraeus (modelo Multifuge
Iz, Kendro Laboratory Products, Alemanha) refrigerada a 4°C. Para fixar as células,

adicionaram-se ao sedimento em agitagao, 200 uL de etanol a 70% e incubaram-se
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durante 30 minutos na auséncia de luz e a 4°C. Depois de nova centrifugacao al 300 xG,
durante 5 minutos, lavaram-se as células com 2 mL de PBS e ao pellet resultante
adicionaram-se 500 pL da solugao de IP/RNase (Immunostep, PI/RNase). Apods incubagao
durante 15 minutos no escuro e a temperatura ambiente, foi feita a detecao utilizando
o comprimento de onda de excitagao de 488 nm e de emissao de 640 nm. Os resultados
foram representados como histogramas de intensidade de fluorescéncia (Figura 19) e
quantificados com recurso ao software ModFit LT™, Verity, Software House. Os dados

obtidos foram expressos em percentagem de células em cada uma das subpopulagoes:

pré-GO/Gl, GO/GI, S e G2/M.

Controlo Tratamento

] Pré-GO/G1: 0% ] Pré-GO/G1: 29%
8] h GO/G: 64% ol _ GO/G1:57%

] . S:21% ”3 S: 43%

& ! G2/M: 15% % G2/M: 15%
fa. -

& i

5 \

T

109 150
Channels

Figura 19: Histogramas de intensidade de fluorescéncia exemplificativos obtidos por citometria de fluxo,
para avaliagao das alteragoes do ciclo celular em células controlo e em células tratadas. A marcagao com
IP/RNase permite distinguir subpopulagbes de células em cada uma das fases do ciclo celular,
nomeadamente GO/Gl, S e G2/M, para além do pico pré GO/GI, também designado por pico apoptotico.

Analise da viabilidade e mecanismos de morte celular

Tem sido demonstrado que concentragoes farmacoldgicas de acido ascorbico
induzem morte celular em varios tipos de cancro pelo aumento do stresse oxidativo
(Cullen, 2010; Olney et al, 2013), contudo sabe-se também que o efeito citotoxico do
AA pode ser mediado por outras vias (Wilson et al, 2014). Desta forma, primeiramente
foram avaliados a viabilidade celular e os tipos de morte celular. Posteriormente, com o

intuito de caracterizar as vias de morte celular induzidas por concentragoes elevadas de
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AA virios parametros foram analisados. Destes destacamos a expressao de BAX (do
inglés BCL-2 associated X protein) e de BCL-2, as alteragoes do potencial de membrana
mitocondrial (Al,,) e do stresse oxidativo e a expressao de PGP que foram avaliadas
por citometria de fluxo, a expressao de caspase-8, de caspase-9, de P53 e de VEGF que
foram avaliadas por western blot, e as lesoes no DNA que foram avaliadas pelo ensaio
cometa. O ensaio SRB, ja referido, foi também utilizado para averiguar as alteragées no

stresse oxidativo.

Andlise da viabilidade e morte celular por citometria de fluxo e microscopia dtica

A viabilidade e a morte celulares foram avaliadas com recursos as técnicas de
citometria de fluxo e andlise morfoldgica por microscopia otica. Para avaliar o efeito do
acido ascorbico na viabilidade e na inducao de morte das trés linhas celulares tumorais
em estudo, estas foram semeadas e tratadas, durante 24 horas, com concentragoes

crescentes de AA, de acordo com o descrito na Tabela 3 (condigoes 5 a 8).

Primeiramente, a avaliagao da viabilidade e do tipo de morte celular foi efetuada
por citometria de fluxo com recurso a dupla marcagao com anexina V (AV) marcada
com o fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC, do inglés fluorescein
isothiocyanate) e IP. Este procedimento permite distinguir as células viaveis, as células
mortas por apoptose inicial e as células mortas por apoptose tardia e/ou necrose. Uma
das alteragoes decorrentes do processo apoptoético € a alteragao da arquitetura da
membrana plasmatica, com a redistribuicao de varias espécies fosfolipidicas. Entre estas,
encontra-se a fosfatidilserina que na célula viavel esta presente no folheto interno da
membrana celular. Quando uma célula morre por apoptose, a fosfatidilserina sofre
translocagao do folheto interno para o folheto externo da membrana celular. Desta
forma, a elevada afinidade da AV para fosfolipidos de carga negativa como a
fosfatidilserina, torna-a um potente discriminador entre células viaveis e células
apoptoticas (Vermes et al, 2000; Chen et al, 2008b). Por sua vez, a rutura da membrana
plasmatica, caracteristica de células em necrose ou em fases mais avangadas da apoptose,

permite a entrada de IP para o meio intracelular, o qual se intercala no DNA e emite
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fluorescéncia (Abrantes et al, 2010). Assim, a dupla marcagao permite distinguir quatro
populagoes de células: a populagao de células vivas, negativas para ambas as marcagoes;
a populagao de células em apoptose inicial, positivas para a marcagao com AV-FITC e
negativas para a marcagao com o IP; a populagao de células em apoptose tardia/necrose,
positivas para ambas as marcagoes; e a populagao de células em necrose, negativas para

a marcagao com AV-FITC e positivas para a marcagao com o IP (Vermes et al, 2000).

Para a execucao desta avaliacao, foram destacadas dos frascos um milhao de
células por ensaio. As suspensoes celulares foram seguidamente centrifugadas a 1300 xG
durante 5 minutos, e os pellets obtidos ressuspensos em | mL de PBS. Seguidamente,
efetuou-se nova centrifugagao e incubou-se o sedimento em 100 pL de tampao de
ligagao frio, constituido por 0,01 M de Hepes (Sigma, H7523), 0,14 M de NaCl e 0,25 mM
de CaCl, (Sigma, C4901), e 2,5 pL de AV-FITC (Immunostep, ANXVKF) e | pyL de IP
(Immunostep, ANXVKF) durante |5 minutos, protegido da luz e a temperatura
ambiente. Por ultimo, adicionaram-se 400 pL de tampao de ligagao frio. A detegao foi
feita num citometro FACSCalibur, usando os comprimentos de onda de excitagao de
488 nm e os comprimentos de onda de emissao de 530 nm para a AV-FITC e de 640 nm
para o IP. Os resultados foram expressos em percentagem de células identificadas em

cada uma das subpopulagdes, tal como evidenciado na Figura 20.

Paralelamente, os tipos de morte celular induzida pelo AA foram igualmente
caracterizados morfologicamente com recurso a coloragao May-Griinwald-Giemsa. Para
tal, 20x10* células por ensaio foram destacadas dos frascos. As suspensdes celulares
foram seguidamente centrifugadas a 1300 xG durante 5 minutos, e os pellets obtidos
ressuspensos em 50 pL de FBS. Seguidamente, 20 uL da suspensiao celular foram
colocados na superficie de uma lamina, e o esfregaco feito fazendo deslizar outra lamina
sobre esta. Posteriormente, os esfregacos de cada lamina foram corados com 1,5 mL de
solu¢ao de May-Griinwald (Sigma, MG500; 0,3% v/v em metanol) durante 3 minutos. Apos
lavagem com 1,5 mL de agua durante | minuto, adicionaram-se 2,5 mL de solugao de
Giemsa (Sigma, GS500; 0,75% p/v em glicerol:metanol, I:1) durante |15 minutos. Apds a
coloragao, retirou-se o excesso de corante com nova lavagem com agua tépida e

deixaram-se secar a temperatura ambiente. As laminas foram visualizadas num
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microscopio Nikon Eclipse 80i equipado com camara digital Nikon DXm 1200 F para

andlise da morfologia celular.

Controlo Tratamento
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Figura 20: Histogramas de intensidade de fluorescéncia exemplificativos obtidos por citometria de fluxo,
para avaliagao da viabilidade e dos tipos de morte celular induzidos em células controlo e em células
tratadas. A dupla marcagao com AV e IP permite distinguir quatro populagoes de células: células viaveis
(V), células em apoptose inicial (Al), células em apoptose tardia/necrose (AT/N) e células em necrose (N).

Andlise da expressdo de BAX e BCL-2 por citometria de fluxo

Apos analise do efeito do acido ascérbico sobre a viabilidade celular, estudou-se
o seu efeito na expressao das proteinas BAX e BCL-2, recorrendo a citometria de fluxo.
Para tal, as células foram semeadas e tratadas, durante 24 horas, com concentragoes

crescentes de AA, de acordo com o descrito na Tabela 3 (condigoes 5 a 8).

Para cada ensaio um milhao de células foram destacadas dos frascos e
centrifugadas a 1300 xG, durante 5 minutos. As células foram posteriormente fixadas
com 100 pL de solugao de fixagao (Immunostep, Intracell Kit) durante |5 minutos,
protegidas da luz e a temperatura ambiente. Apos incubagao, as células foram lavadas
com 2mL de PBS, e sujeitas a centrifugagao nas mesmas condi¢oes (1300 xG,
5 minutos). Descartado o sobrenadante, o pellet foi incubado com 100 pL de solugao de

permeabilizagao (Immunostep, Intracell Kit), 0,6 pg de anticorpo anti-BAX-PE (Santa Cruz
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Biotechnology, sc-20067 PE) e 0,6 ug de anticorpo anti-BCL2-FITC (Santa Cruz
Biotechnology, sc-509 FITC), durante |15 minutos no escuro e a temperatura ambiente.
Seguidamente, adicionaram-se 2 mL de PBS e centrifugou-se a suspensao a 1300 xG
durante 5 minutos. Por fim, ressuspendeu-se o sedimento em 400 uL de PBS. A detecao
foi realizada utilizando os comprimentos de onda de excitagao de 585 nm paraa BAX e
de 530 nm para a BCL-2. Os dados obtidos foram expressos como a razao da média das

intensidades de fluorescéncia (MIFs) da BAX e da BCL-2, com normalizagao ao controlo.

Andlise do potencial de membrana mitocondrial por citometria de fluxo

O potencial de membrana mitocondrial foi medido com a utilizagdo da sonda
fluorescente JC-1 (5,5’,6,6tetrachloro-1, I’,3,3 -tetraethylbenzimidazolocarbocyanine iodide).
O JC-1 é um corante lipofilico e catidnico que entra na mitocondria na forma de
monoémeros (M) e que, em condigoes de polarizagao da mitocondria, forma agregados
(A) que emitem fluorescéncia no vermelho. Com a diminui¢ao do Ay, o JC-1 é excluido
da mitocondria e dispersa-se no citoplasma na forma de mondmeros que emitem
fluorescéncia no verde. A razao entre a fluorescéncia verde e vermelha (M/A) da-nos
uma estimativa do Ay, independentemente da massa mitocondrial (Yao et al, 2008;

Mamede et al, 2012b).

Para a realizacao deste ensaio, as trés linhas celulares em estudo foram semeadas
e tratadas, durante 24 horas, com concentragoes crescentes de AA, de acordo com o
descrito na Tabela 3 (condi¢coes 5 a 8). Apds exposicao ao AA, suspensoes celulares
com um milhao de células em | mL de PBS foram incubadas com JC-1 (Sigma, T4069)
numa concentragao de 5 mg/mL, durante |5 minutos e a temperatura de 37°C.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS, sujeitas a centrifugacao a 1300 xG
durante 5 minutos e ressuspensas em 400 puL de PBS. A andlise no citdmetro de fluxo
foi realizada com recurso aos comprimentos de onda de excitagao de 590 nm para os
agregados e de 530 nm para os monoémeros. Os resultados foram representados como
a variagao da razao das intensidades de fluorescéncia de monomeros/agregados (M/A),

relativamente ao controlo.
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Andlise da expressdo de caspase-8 e -9 por western blot

Para avaliar a implicagdo das caspases na morte celular induzida pelo acido
ascorbico, utilizou-se a técnica de western blot, que permite detetar proteinas especificas
numa determinada amostra de homogeneizado de tecido ou extrato celular. Assim, as
células foram semeadas e tratadas, durante 24 horas, com concentragoes crescentes de

AA, de acordo com o descrito na Tabela 3 (condigoes 9 a 12).

Para a preparagao dos extratos proteicos, apos trés lavagens com PBS, foram
adicionados aos frascos de cultura 100 pL de solucao de lise RIPA (do inglés,
radioimmunoprecipitation assay buffer) composto por 150 mM de NaCl, 50 mM de trizma
base (Sigma, T1503), 5 mM de acido tetracético etileno glicol (EGTA, do inglés ethylene
glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’ N “tetraacetic acid; Sigma, E4378), 1% de Triton® X-100
(Merck, K34979403), 0,5% de desoxicolato de sodio e 0,1% de dodecil sulfato de sédio
(SDS, do inglés sodium dodecil sulfate; Sigma, 436143), suplementado imediatamente antes
da sua utilizagdo com um cocktail de inibidores de proteases (cOmplete-Mini; Roche,
11836153001), de acordo com as indicagdes do fornecedor e | mM de DTT
(DL-dithiothreitol; Sigma, D9779). Com a ajuda de um “raspador” soltaram-se as células
da superficie do frasco e colocou-se o contelido num microtubo eppendorf®. Apéds
agitagao no vortex, as amostras foram repetidamente submetidas a sonicagao com uma
amplitude de 35% durante 3 segundos, com recurso a um sonicador VibraCell (modelo
VC50, Sonic and Materials Inc., EUA). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
durante |5 minutos a 14000 xG e os sobrenadantes foram transferidos para novos

microtubos eppendorf® devidamente identificados que foram guardados a -80°C.

A determinagao da quantidade da proteina total foi efetuada pelo método de
BCA (Pierce, BCA™ bprotein assay kit). Posteriormente, as amostras foram desnaturadas
a 100°C durante 5 minutos, ap6s solubilizagdo em solugao desnaturante, constituida por
60 MM de trizma base, 2% de SDS, 10% de glicerol (Sigma, G2025), 5% de
2-mercaptoetanol (Merck, 444203) e 0,01% de azul de bromofenol.

Apos a desnaturagao, as amostras foram submetidas a uma eletroforese em gel

de acrilamida. Os géis de acrilamida (Nzytech, MBI5601) foram polimerizados e
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colocadas as amostras e o padrio de pesos moleculares (Nzytech, MB09002).
Procedeu-se de seguida a eletroforese utilizando um tampao apropriado (Tris/Glycine/SDS
Buffer, Bio-Rad, 161-0772) com as condi¢oes de tempo e de diferenca de potencial de
acordo com a proteina a detetar. Para a caspase-8 a eletroforese decorreu durante
|0 minutos a 100 V seguida de | hora e 25 minutos a 160 V enquanto para a caspase-9
decorreu durante 10 minutos a 100V seguida de | hora e 30 minutos a |50 V.
Posteriormente, os géis foram colocados em contacto direto com membranas de PYDF
(do inglés polyvinylidene difluoride, Immobilon, IPVH00010) previamente ativadas em
metanol. O sistema de transferéncia em meio humido foi preparado e a reagao ocorreu
sob uma diferenga de potencial de 100 V, em tampao com uma concentragao de 100 mM
de CAPS (N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid; Sigma, C2632) com pH acertado a | I.
Terminada a transferéncia, as membranas foram imediatamente bloqueadas com uma
solugao de TBST-BSA (TBST, do inglés tris-buffered saline tween-20 e BSA, do inglés bovine
serum albumin) a 4%, constituida por 20 mM de trizma base, 0,137 mM de NaCl e 0,1%
de Tween 20 (Acros Organics, 233360010) com 5% de BSA (Nzytech, MB04602), a
temperatura ambiente. Cerca de uma hora depois, incubaram-se as membranas durante
a noite com os anticorpos primarios anti-caspase-8 (Immunotech, FLICE, PN IM3148) e
anti-caspase-9 (Santa Cruz Biotechnology, sc-8355), diluidos na proporg¢ao 1:200 em
solugio de TBST-BSA, a 4°C e sob agitagdo constante. No dia seguinte efetuaram-se
lavagens com TBST a 1% e incubaram-se as membranas com o anticorpo secundario
apropriado, goat anti-mouse (GE Healthcare, RPN5781) para a caspase-8, ou goat
anti-rabbit (Santa Cruz Biotechnology, sc-2007) para a caspase-9, diluidos de 1:10 000 em
solugao de TBST-BSA a 4%, sob agitagao constante e a temperatura ambiente durante
| hora. Apds sucessivas lavagens, as membranas foram depois incubadas com o substrato
enzimatico (ECF Western Blotting Reagent, GE Healthcare, RPN5785) durante
aproximadamente 2 minutos e reveladas por leitor de fluorescéncia (Typhoon FLA
9000). Para permitir a normalizagao de cada condigao a quantidade de proteina, as
membranas foram posteriormente incubadas com o anticorpo anti-actina (Sigma, A5441)

diluido de 1:10 000, e a imunodetegao feita de forma semelhante ao ja descrito.

O software ImageQuant 5.0 (Molecular Dynamics, EUA) foi utilizado para o

processamento das imagens obtidas, tendo-se tragado regices de interesse
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correspondentes as bandas com o peso molecular expectavel das proteinas em questao,
nomeadamente de 55 kDa para a caspase-8, de 46 kDa para a caspase-9 e de 35 kDa
para um produto de clivagem da caspase-9. O mesmo procedimento foi efetuado para
as bandas de actina, com posterior cdlculo da raziao entre a intensidade da banda das

proteinas de interesse e a respetiva intensidade da banda de actina (42 kDa).

Andlise das lesées no DNA pelo ensaio cometa

As lesoes no DNA induzidas pelo acido ascorbico foram avaliadas com recurso
a eletroforese em microgel de agarose, técnica também denominada por ensaio cometa.
Realizada em condigoes alcalinas esta técnica permite obter informagoes acerca de
lesGes em uma unica cadeia do DNA (Olive & Banath, 2006). Neste ensaio, células sem
lesées no DNA formam uma esfera densa e compacta sem arrastamento de fragmentos,
enquanto as células cujo DNA esteja danificado com quebras ao longo das cadeias,
quando lhes ¢ aplicada uma diferenca de potencial, formam uma cauda, composta pelos
fragmentos de DNA negativamente carregados que migram para o anodo durante a
eletroforese. O tamanho e a forma da cauda formada permitem estimar a extensao das

lesSes causadas de forma semi-quantitativa (Collins, 2004; Olive & Banath, 2006).

As lesoes no DNA foram avaliadas apds submeter as linhas celulares tumorais
em estudo a tratamento com acido ascorbico, durante 24 horas, nas concentragoes
descritas na Tabela 3 (condigoes I3 a 15). Nestes ensaios experimentais foram usados
dois controlos: culturas celulares em que nao houve administragao de qualquer
composto (condigoes |3) correspondentes ao controlo negativo e culturas celulares
tratadas apenas com perdxido de hidrogénio, na concentragio de 20 nM, durante

I5 minutos a 4°C, como controlo positivo.

Depois de decorrido o tempo de exposigao ao acido ascorbico, destacaram-se
as células dos frascos, contaram-se e centrifugaram-se a 1300 xG, durante 5 minutos.
Seguidamente, estas foram ressuspensas em PBS de forma a obter suspensoes celulares

com 50 000 células/mL. Liminas de vidro StarFrost® (26x76mm) foram revestidas com
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uma fina camada de agarose de ponto de fusao normal a % (Sigma, A2790). Apos
solidificagao, preparou-se uma solugao de agarose de baixo ponto de fusao a 1% (Sigma,
A9414) e num microtubo eppendorf® adicionaram-se iguais proporg¢des (v/v) da
suspensao celular previamente preparada e da agarose de baixo ponto de fusao. Apods
homogeneizagao desta solugiao, espalhou-se | mL sobre as laminas previamente
revestidas com agarose de ponto de fusao normal e cobriu-se com uma lamela.
Seguidamente, para solidificar, as laminas foram colocadas a 4°C durante 30 minutos.
Depois de retiradas as lamelas, as laminas foram incubadas durante a noite a 4°C com a
solugao de lise alcalina, preparada de fresco, constituida por 2,5 M de NaCl, 100 mM de
EDTA (Sigma, E4884), 10 mM de trizma base, 10% de DMSO (do inglés dimethyl sulfoxide,
Sigma, D4540) e 1% de Triton® X-100. As laminas foram, posteriormente, submersas
durante uma hora em tampao de eletroforese, constituido por 300 mM de NaOH e
| mM de EDTA com pH de 13,2. Apds o tempo de equilibrio, realizou-se a eletroforese
durante |5 minutos com uma diferenga de potencial de 25V e corrente de | A.
Terminada a eletroforese, seguiu-se a neutralizagao numa solu¢ao de 0,4 M de Tris.HCI
durante |5 minutos, com substituicao da solugao de neutralizagao a cada 5 minutos. As
laminas foram coradas com brometo de etidio (Bio-Rad, 161-0433) na concentragao de
25 pg/mL, durante 20 minutos a temperatura ambiente e protegidas da luz. De seguida,
as laminas foram lavadas com agua ultra-pura para remocao do excesso de corante. A
aquisicao das imagens foi feita num microscopio de fluorescéncia invertido com uma
ampliagao de 250x, utilizando um filtro de excitagao a 546 nm com uma lampada de
mercurio com uma poténcia de 100 W, com a emissao de fluorescéncia monitorizada
para um comprimento de onda de 580 nm no refletor com um filtro de comprimento
de onda de 590 nm. A obtencgao das imagens foi efetuada com recurso ao software Motic
Images versao 2.0 (Microscope World) e a andlise dos cometas com o software TriTek
CometScore™ Freeware vl1.5. Para a andlise dos cometas o programa permite avaliar o
grau de lesao no DNA com base em diferentes parametros, dos quais se selecionou o
momento da cauda, o qual representa o produto entre a percentagem de DNA presente

na cauda e o comprimento da cauda do cometa.
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Andlise do stresse oxidativo por citometria de fluxo e pelo ensaio SRB

Com o intuito de analisar o ambiente redox apds exposicao das linhas celulares
tumorais ao acido ascérbico, varios parametros que influenciam o stresse oxidativo
foram avaliados, nomeadamente, a produgao intracelular de ROS, em particular de
radical superdxido e de peroxidos, e das defesas antioxidantes GSH e SOD. Para além
disso, na impossibilidade de avaliagdo da concentragao intracelular especifica de
peroxido de hidrogénio e de radical hidroxilo, realizaram-se estudos na presenca de
inibidores destas duas ROS. Neste ambito, foi também avaliada a sensibilidade das trés

linhas celulares ao peréxido de hidrogénio.

Os niveis intracelulares de radical superdxido e de perdxidos foram avaliados
por citometria de fluxo. Para a determinagao da extensao da presenga de radical
superoxido recorreu-se a sonda DHE (do inglés dihydroethidium), a qual atravessa
facilmente a membrana celular e é oxidada pelo radical superoxido formando um
composto vermelho fluorescente que se intercala no DNA. A relativa especificidade
desta reagao permite estimar a presenca de radical superoxido a nivel intracelular (Zhao
et al, 2003; Halliwell & Whiteman, 2004; Dikalov et al, 2007). Por outro lado, a presenga
de peroxidos foi avaliada com recurso a sonda DCFH,-DA (do inglés
2’,7’dichlorodihydrofluorescein diacetate). Esta sonda lipofilica atravessa a membrana
celular e, uma vez no meio intracelular, os seus dois grupos acetatos sao clivados por
esterases intracelulares originando DCFH (do inglés 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein), um
composto nao-fluorescente que é rapidamente oxidado por varios agentes oxidantes,
incluindo o H,0,, dando origem ao composto fluorescente DCF (do inglés
2, 7’-dichlorofluorescein) (Dikalov et al, 2007; Rhee et al, 2010). Apesar da sonda utilizada
ser um bom indicador da presenca de perodxidos, € necessario ter em conta que a
oxidagao de DCFH com formagao de DCF pode ser catalisada, em menor extensao, por

outras ROS ou por peroxidases (Dikalov et al, 2007; Olney et al, 2013).

Para estimar a presenca intracelular de peroxidos e do radical superéxido, as

células foram semeadas e tratadas com concentragoes crescentes de acido ascorbico,
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durante 24 horas, de acordo com o descrito na Tabela 3 (condi¢oes 5 a 8). Foram usadas
um milhao de células por ensaio e por condigao, inicialmente ressuspensas em | mL de
PBS e colocadas em tubos devidamente identificados. Seguidamente, as células foram
incubadas com 5 pL de DHE na concentragio de | mM (Sigma, D7008) durante
I5 minutos ou | pL de DCFH,-DA na concentragao de 5 yM (Molecular Probes, D-399)
durante 45 minutos, a 37°C e protegido da luz. Apds a incubagao, a suspensao celular
foi lavada com PBS por centrifugacao a 1300 xG, durante 5 minutos e o sedimento
ressuspenso em 400 pL do mesmo. A detegao foi feita no citometro de fluxo
FACSCalibur com o comprimento de onda de excitagao de 488 nm para o DCF e de
620 nm para o DHE. Os resultados obtidos dos histogramas de intensidade de
fluorescéncia (Figura 21) foram expressos como a razao condigao/controlo dos

respetivos MIFs.

B Controlo
I Tratamento

Namero de células

100 10! 10 103 104
DHE ->

Figura 21: Histogramas de intensidade de fluorescéncia exemplificativos obtidos por citometria de fluxo,
apos a marcagao com a sonda DHE de células controlo e de células tratadas.

As ROS s3ao consideradas as maiores responsaveis pela alteragao de
macromoléculas, processo frequentemente denominado por stresse oxidativo.
Contudo, para prevenir as lesdes induzidas pelas ROS, as células possuem defesas
antioxidantes responsaveis pela dismutagao dos agentes oxidantes. Um dos mecanismos
de defesa antioxidante inclui antioxidantes nao-enzimaticos como a GSH. A GSH possui
um papel multifacetado, na medida em que atua como neutralizador de ROS, reagindo
com o oxigénio singleto, o radical hidroxilo e o radical superdxido, entre outras (Manda

et al, 2009; Barrera, 2012). A expressao intracelular de GSH foi também avaliada por
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citometria de fluxo, utilizando o alaranjado de mercurio. Este composto fluorescente
liga-se estequiometricamente aos grupos sulfidril, com maior especificidade para a GSH
do que para os grupos sulfidril das proteinas. Esta ligagao origina um produto de reagao
que emite fluorescéncia vermelha com um comprimento de onda de excitagio de

488 nm.

O procedimento utilizado para a determinacao da presenca da GSH foi
semelhante ao supracitado para os peroxidos e para o radical superoxido. Neste caso,
as células foram incubadas com 4 pL de alaranjado de merclrio na concentragao de
10 mM (Sigma, M7750) durante |5 minutos, a 37°C e protegido da luz, e a detegao feita

com o comprimento de onda de excitagao de 620 nm.

A superoxido dismutase é outra defesa do sistema antioxidante que permite
neutralizar ROS, de forma a manter o equilibrio redox celular. Esta é responsavel pela
conversao do radical superoxido em oxigénio molecular e em peroxido de hidrogénio
e pode apresentar-se em diversas formas na célula humana, incluindo Cu/Zn-SOD
citosolica, SOD mitocondrial e SOD extracelular (McEligot et al, 2005; Manda et al, 2009;
Barrera, 2012). Para a avaliagao da atividade desta enzima, as células tumorais foram
semeadas e tratadas com concentracoes crescentes de acido ascorbico, durante
24 horas, de acordo com o descrito na tabela | (condigdes 5 a 8). Seguidamente, foram
obtidos extratos proteicos, de acordo com o procedimento descrito anteriormente,
com a diferenga que neste caso nao se utilizou DTT com a solugao de lise aquando da
raspagem das células. Para a determinagao da atividade da enzima SOD foi utilizado o kit
SOD Assay (Sigma, 19160) e seguidas as instrugoes do fornecedor. A concentragao de
proteina nos extratos foi medida através do método do BCA. Os resultados foram

expressos como razao condi¢ao/controlo, normalizados a quantidade de proteina.

Com o intuito de analisar as ROS que estariam implicadas na agao citotoxica do
acido ascoérbico, estudou-se também o efeito de inibidores de stresse oxidativo em
combinacdo com o AA, a nivel da proliferagao celular. A catalase é uma enzima
antioxidante responsavel pela rapida conversao do peroxido de hidrogénio em agua e
em oxigénio (Cai et al, 2007; Manda et al, 2009; Olney et al, 2013). Por sua vez, o manitol

possui a capacidade de neutralizar o radical hidroxilo (Ding et al, 2004; Verrax et dl,
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2005, 2008), uma ROS extremamente reativa que atinge a maioria dos componentes
celulares (hidratos de carbono, acidos nucleicos, lipidos e proteinas) e cuja neutralizagao
a nivel celular nao pode ser feita por reagoes enzimaticas mas que requer sistemas de

reparacao especificos e eficazes (Manda et al, 2009; Lipinski, 201 1).

Neste estudo, de forma a permitir aferir a influéncia que o perodxido de
hidrogénio e o radical hidroxilo tém no mecanismo de citotoxicidade induzido pelo acido
ascorbico nas trés linhas celulares tumorais em estudo, a catdlase e o manitol foram
utilizados como inibidor do peroxido de hidrogénio (pela sua destoxificagao) e do radical
hidroxilo, respetivamente, em combinagao com o AA. Para tal, as células foram
semeadas numa concentragao de 50 000 células/mL para as C2BBel e WiDr ou de
70 000 células/mL para as LS1034 e tratadas primeiramente com concentragoes
crescentes de AA (de 0,25 mM a 20 mM). De seguida, e tendo por base o descrito na
literatura, as células foram tratadas com uma concentragao fixa de catalase (600 U/mL;
Sigma, C1345) ou manitol (40 mM; Sigma, M9647), durante 24 horas (Ding et al, 2004;
Ma et al, 2014). Nestes ensaios experimentais foram usados dois controlos, o controlo
negativo constituido por culturas celulares em que nao houve administragao de qualquer
composto (C) e controlo positivo constituido por culturas celulares tratadas apenas com
catalase (C.,) ou com manitol (C,,,). Apos o referido tempo de incubagao, a proliferagao
celular foi avaliada usando o método do SRB anteriormente descrito. A proliferagao
celular foi expressa como a percentagem de proliferagao das culturas submetidas ao
tratamento combinado (AA + Catdlase ou AA + Manitol) em relagio as culturas
controlo (C. ou C,,,). Os dados percentuais obtidos permitiram estabelecer curvas de

dose-resposta e determinar os valores de ICs,, com recurso ao software OriginPro 8.0.

Para complementar as andlises anteriormente descritas e tendo em conta que o
mecanismo de a¢ao do acido ascorbico proposto na literatura reside na producao de
H,O, a nivel extracelular e sua posterior agao citotoxica a nivel intracelular (Du et al,
2012; Wilson et al, 2014), foi importante entender qual a sensibilidade das diferentes
linhas celulares tumorais ao H,0O,. Para tal, as células foram semeadas numa
concentragao de 50 000 células/mL para as C2BBel e WiDr ou de 70 000 células/mL

para as LS1034 e tratadas com concentragoes crescentes de H,O, (Panreac, 121076)
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(de 10 pM a 750 pM) durante 24 horas. A proliferagao celular foi, posteriormente,
avaliada também pelo método do SRB anteriormente descrito, e expressa como a
percentagem de proliferagao das culturas submetidas ao H,O, em relagao as culturas
controlo negativo, as quais nao foi administrado qualquer composto. Tragaram-se as

curvas dose-resposta e obtiveram-se os respetivos valores de ICs, para cada linha celular.

Andlise da expressdo de P53 por western blot

Com o intuito de aprofundar o estudo do mecanismo de citotoxicidade do acido
ascorbico foi avaliada a expressao da proteina P53, de peso molecular 53 kDa, por
western blot. Para tal, as células foram semeadas e tratadas com concentragoes crescentes
de AA, durante 24 horas, de acordo com o descrito na Tabela 3 (condigoes 9 a 12).
Seguidamente, extratos proteicos foram devidamente preparados e quantificados e a
técnica de western blot realizada como descrito anteriormente, com a variacao de
algumas condigbes experimentais enunciadas em seguida. Os géis de acrilamida foram
sujeitos a uma eletroforese durante 20 minutos sob a diferenca de potencial de 80 V e
seguida de | hora e 25 minutos a 160 V. A eletrotransferéncia foi posteriormente
realizada em meio hiumido usando uma diferenga de potencial de 100 V durante | hora.
As membranas foram incubadas com o anticorpo primario anti-P53 (Santa Cruz
Biotechnology, sc-47698) e, de seguida, com o anticorpo secundario apropriado
goat-anti-mouse. Por fim, as membranas foram reveladas com o leitor de fluorescéncia e
com recurso ao software ImageQuant 5.0. as bandas das proteinas de interesse foram

quantificadas.

Andlise da expressdo de VEGF-RI por citometria de fluxo

Para avaliar a expressao membranar de VEGF-RI, as células foram semeadas e
tratadas com concentragoes crescentes de acido ascorbico, durante 24 horas, de acordo

com o descrito na Tabela 3 (condi¢oes 5 a 8).
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No caso do recetor VEGF-R |, um milhao de células por ensaio foram destacadas
dos frascos e centrifugadas a 1300 xG durante 5 minutos, e os pellets obtidos
ressuspensos em 2 mL de PBS. Apds nova centrifugagao, igualmente a 1300 xG durante
5 minutos, o sobrenadante foi decantado e adicionados 100 pL de BSA a 0,5% (em PBS)
e 3 pL de anticorpo monoclonal anti-VEGF-APCy (APCy, do inglés allophycocyanin; R&D
Systems, FAB321A). Incubaram-se as células durante 20 minutos, no escuro e a
temperatura ambiente. Posteriormente, lavaram-se com 2 mL de PBS seguida de
centrifugagao a 1300 xG durante 5 minutos e ao pellet resultante adicionaram-se 400 pL
de PBS. A detecao foi feita no citometro de fluxo FACSCalibur com o comprimento de
onda de excitagao de 620 nm. Os resultados obtidos foram expressos como a razao

condigao/controlo dos respetivos MIFs.

Andlise da expressdo de PGP por citometria de fluxo

Para avaliar a expressaio membranar de PGP, as células foram igualmente
semeadas e tratadas com concentracoes crescentes de acido ascorbico, durante

24 horas, de acordo com o descrito na Tabela 3 (condigoes 5 a 8).

A determinagao da sua expressao membranar foi feita com recurso a citometria
de fluxo, usando um milhao de células por ensaio. As células foram destacadas dos
frascos e as suspensoes celulares foram seguidamente centrifugadas a 1300 xG durante
5 minutos, e os pellets obtidos ressuspensos em 2 mL de PBS. Apds nova centrifugacao
a 1300 xG durante 5 minutos, o sobrenadante foi decantado e adicionados 3 uL de
anticorpo monoclonal anti-hPGP-FITC (BD Pharmingen™, 557002) ficando as células a
incubar durante |5 minutos, no escuro e a temperatura ambiente. Posteriormente,
lavaram-se as células com 2 mL de PBS seguida de nova centrifugagao a 1300 xG durante
5 minutos. Ao pellet resultante adicionaram-se 400 pL de PBS e guardaram-se a 4°C até
leitura no citdmetro. A detecao foi feita com recurso a um citdbmetro FACSCalibur
(Becton Dickinson, San Jose, CA) apos excitagao com luz de 488 nm de comprimento
de onda. Para andlise e quantificagao da informagao utilizou-se um software especifico

que corre em computador dedicado (Machintosh Software, Paint-a-Gate 3.02), sendo os
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resultados obtidos em MIF, com normalizagao ao controlo.

Estudos de farmacocinética

O mecanismo de transporte do acido ascérbico para o interior da célula é
mediado por transportadores dependentes de sodio, SVCT-1 e SVCT-2. No entanto, a
vitamina C também pode ser captada na sua forma oxidada, o 4cido dehidroascorbico
(DHA), pelos transportadores de glicose, nomeadamente o GLUT-1 e o GLUT-3, o qual
é rapidamente reduzido no meio intracelular com formagao de AA (Wilson et al, 2014).
A expressao daqueles transportadores, assim como, a cinética de entrada do AA na
célula tumoral, foram parametros avaliados com o intuito de compreender a sua

influéncia no mecanismo de acdo do AA nas trés linhas celulares em estudo.

Expressdo dos transportadores de vitamina C

Assim, sabendo que a expressao dos diferentes transportadores de vitamina C
nas linhas celulares em estudo estara implicada no seu efeito anti-cancerigeno,

procedeu-se a sua quantificagao basal e apos tratamento com acido ascorbico.

A avaliagao da expressao membranar de GLUT-I de GLUT-3, de SVCT-I e de
SVCT-2 nas trés linhas celulares foi realizada com recurso a citometria de fluxo, usando
um milhao de células por ensaio. As células foram previamente tratadas com
concentragcoes crescentes de AA, durante 24 horas, de acordo com a Tabela 3
(condigoes 5 a 8). Para tal, realizou-se o procedimento descrito anteriormente para a
avaliagaio da expressao de PGP, com recurso aos anticorpos monoclonais
anti-hGLUT |-PE (PE, do inglés phycoerythrin; R&D Systems, FAB1418P), anti-hGLUT3
(R&D Systems, MABI415), anti-SVCTI| (Santa Cruz Technology, sc-376090) e
anti-SVCT2 (Santa Cruz Technology, sc-301 14). As marcagoes com anti-hGLUT3 e com
anti-SVCT | foram ainda complementadas com a marcagao secundaria, com o anticorpo

secundario goat anti-mouse IgG-PE (Santa Cruz Biotechnology, sc-3738) durante
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20 minutos no escuro e a temperatura ambiente. Procedeu-se da mesma forma para a
marcagao com anti-SVCT?2, contudo, neste caso com recurso ao anticorpo secundario

mouse anti-rabbit 1gG-PE (Santa Cruz Biotechnology, sc-3753).

A expressao de SVCT-| e de SVCT-2 foi também quantificada com recurso a
técnica de western blot. As células foram previamente tratadas com concentragoes
crescentes de acido ascorbico, durante 24 horas, de acordo com a Tabela 3 (condigoes
9 a 12). Seguidamente, para quantificar a expressao de SVCT-| e de SVCT-2, extratos
proteicos foram devidamente preparados e quantificados. A técnica de western blot foi
realizada como descrito anteriormente, com a variagao de algumas condi¢oes
experimentais enunciadas em seguida. Os géis de acrilamida foram sujeitos a uma
eletroforese com diferentes condigoes, de acordo com o transportador em estudo.
Assim, para o SVCT-I a eletroforese iniciou-se com a diferenca de potencial 100 V
durante 10 minutos seguida de | hora e |5 minutos a 150 V, enquanto para o SVCT-2 a
eletroforese se iniciou com uma diferenca de potencial de 100 V durante |0 minutos
seguida durante | hora e 30 minutos a 150 V. No caso da linha celular C2BBel, a
eletrotransferéncia foi realizada em meio semi-hiimido com recurso ao equipamento
Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad). Para tal, utilizou-se uma intensidade de corrente
constante de |,3 A durante 10 minutos para detegao do SVCT-I, e durante 7 minutos
para detecio do SVCT-2. No caso das linhas celulares LS1034 e WiDr, a
eletrotransferéncia foi realizada em meio humido, utilizando uma diferenga de potencial
de 100V durante | hora. Em todos os casos, as membranas foram incubadas, apos
bloqueio durante | hora a temperatura ambiente em solugio de BSA a 4%, com o
anticorpo primario anti-SVCT| (Santa Cruz Technology, sc-376090) diluido na
proporgao de |:100 ou com o anticorpo primario anti-SVCT2 (Santa Cruz Technology,
sc-301 14), diluido na proporgao de |:120. Seguidamente, as membranas foram incubadas
com o anticorpo secundario apropriado, goat anti-mouse (GE Healthcare, RPN5781) para
o SVCT-I ou goat anti-rabbit (Santa Cruz Biotechnology, sc-2007) para o SVCT-2,
diluidos na proporgao de 1:10 000. Por fim, com recurso ao software ImageQuant 5.0, as
membranas foram reveladas usando o leitor de fluorescéncia e as bandas das proteinas
de interesse quantificadas, nomeadamente entre 20 e 40 kDa para o SVCT-| e

aproximadamente 50 kDa para o SVCT-2.
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Estudos de influxo com 7"Tc-AA

Adicionalmente, para averiguar a presencga intracelular do acido ascérbico,
utilizou-se metodologia de medicina nuclear pelo que se procedeu a marcagao radioativa
do 4cido ascérbico com ™Tc de forma a constituir o complexo *"Tc-AA, por
procedimentos por nds previamente otimizados e publicados (Pires, 2008; Mamede,
2010; Mamede et al, 2012a). Assim, a metodologia de radiomarcagao compreendeu duas
fases. A primeira fase consistiu na adicao do agente redutor (FeCl;) ao pertecnetato de
sédio (P"TcO4Na), com o objetivo de diminuir o estado de oxidagdo deste ultimo. A
segunda fase consistiu na reagao de complexagao com o AA (ligando). Desta forma, a
222 MBq de "TcO,Na num volume de 1,5 mL, adicionaram-se 0,2 mL do agente
redutor, constituido por uma solugio de FeCl; a na concentragao de 0,1 M (Sigma,
157740) em HCl a 0, N (Sigma, 258148). Posteriormente, a solugao obtida foi
adicionada a um frasco com 200 mg de AA previamente argonado e protegido da luz.
Apos leve agitagao, o pH foi elevado até 6,5 pela adicao de |,2 mL de uma solugao de
NaOH (Sigma, S5881) com a concentragao de | M, o que foi confirmado pelo método

de comparagao de cores (pH-Fix 4.5-10.0, Machenerey-Nagel).

Seguiu-se a determinagao da pureza radioquimica do complexo marcado. A
pureza radioquimica entende-se como a fragao de radioatividade na forma quimica
desejada em relagao a radioatividade total. As impurezas radioquimicas sao, por isso,
decorrentes da possivel ineficiéncia do processo de marcagao e, neste caso, podem
apresentar-se na forma de pertecnetato livre (P"TcO,) ou de tecnécio
reduzido-hidrolisado nio ligado (®"Tc-RH) (Vallabhajosula et al, 2010). Para este efeito,
a separagao do complexo marcado e dos contaminantes foi feita por cromatografia
liquida de alta precisao, comummente designada por HPLC (do inglés, high performance
liquid chromatography). Neste método de separagao uma amostra é aplicada numa coluna
de cromatografia de comprimento e enchimento adequados, que constitui a fase
estacionaria, e arrastada por uma fase liquida movel (solvente) que passa através da
coluna e na qual os componentes da amostra sao eluidos (Heftmann, 2004). As
interagoes das forgas intermoleculares liquido-solido permitem que os componentes da

amostra, dissolvidos na fase movel, se desloquem com esta ou aderiram ao material de
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enchimento da coluna. Desta forma, os componentes com maior afinidade para a fase

movel serao primeiramente detetados (Mcmaster, 2007).

Para o proposito deste trabalho utilizou-se o HPLC de fase-reversa com dois
detetores em linha, um detetor de ultravioleta (UV) que mede a absorvancia de luz da
amostra, e um detetor de radiagio que mede a concentracao dos componentes
radioativos. Os detetores deverao ser capazes de reconhecer quando o analito é eluido
da coluna, monitorizando as alteragoes na composi¢ao da fase movel, e converter esse
dado num sinal elétrico de modo que este seja, posteriormente, visualizado em
cromatogramas como um desvio da linha de base (Meyer, 2010). Os cromatogramas
obtidos, mostram o valor real da detegao de cada componente, em milivoltes (mV) para
a detecao por UV e em contagens por segundo (CPS) para a detegao da emissao
radioativa, em fun¢ao do seu tempo de retengao. Entende-se por tempo de retengao o

tempo que o composto leva a percorrer a distancia desde a coluna até ao detetor.

O método de HPLC usado permitiu a separagao dos seguintes componentes: AA
e FeCl; por detegio UV e ”"Tc-AA e ”™TcO, por detetor de radiagao. A anilise foi
feita com recurso a um equipamento Gilson composto por UV/VIS-15] Detector,
321-PUMP e 506-C System Interface, conectado a um computador dedicado e que corre
o software Gina-Star 2.14 (Agilent Technologies, Alemanha) para definigao dos métodos
de corrida e de processamento dos resultados por integragio grafica dos
cromatogramas. O método de separagao compreendeu o uso de uma coluna Nucleosil
com pré-coluna (Hichrom, NC-100-5C18-250AF) como fase estacionaria, e como fase
moével um gradiente de KH,PO, (0,025 M e pH 3) e metanol (Sigma, 34860) na
proporc¢ao de 96/4 (v/v). A corrida foi realizada com fluxo constante de | mL/min e a
detecao UV efetuada no comprimento de onda de 205 nm. O método incluiu também
uma passagem da fase liquida para a estabilizagao do equipamento, prévia a injegao da
amostra, durante 60 minutos e outra passagem para se fazer a lavagem do sistema apos
obtencao dos cromatogramas desejados, durante 60 minutos e com uma fase movel
constituida por um gradiente de metanol/H,O iniciado na proporgao de 90/10 e

finalizado na proporgao de 95/5 (v/v).
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Esta avaliagao da pureza radioquimica, que constitui o controlo de qualidade da
marcagao do complexo99mTc-AA, foi efetuada aos 0, aos 30, aos 60, aos 120 e aos
180 minutos, apds a preparagao. Para tal, uma amostra de 25 pL foi transferida para a
micro-seringa (Hamilton) e injetada no loop, iniciando-se o método anteriormente
descrito. Como controlos analisaram-se amostras de ™" Tc-O,, de AA e de FeCl;, para
tornar possivel a interpretagao dos cromatogramas obtidos para o complexo
radiomarcado. A quantificagao dos analitos presentes na amostra foi feita por integragao
grafica das regioes de interesse (ROls, do inglés regions of interest). A pureza radioquimica
do complexo preparado (®"Tc-AA) foi dada pelas quantidades percentuais das 4reas de

interesse em fung¢ao da radioatividade total detetada, e traduz-se na equagao 3.
(% *™Tc  AA) =100 (°°™Tco;) A3)

Apos a obtengao de uma formulagao com elevada pureza radioquimica foram
efetuados estudos de influxo do complexo ”"Tc-AA e de ”"TcOy pelas trés linhas
celulares tumorais em estudo. Assim, para cada estudo foram necessarias suspensoes
celulares com 2x10° células/mL em frascos de 25 cm” Depois das células repousarem
durante uma hora, adicionaram-se a suspensao celular 0,925 MBq/mL do complexo
?"Tc-AA ou de ”"TcOy, iniciando-se a contagem do tempo. Aos 5, aos 30, aos 60, aos
90 e aos 120 minutos, foram retiradas amostras de 200 pL, em duplicado, que foram
inseridas em microtubos eppendorf® devidamente identificados e contendo PBS gelado.
Estas foram posteriormente centrifugadas a 5600 xG, durante | minuto, numa centrifuga
Costar™ (modelo 10 Mini Centrifuge, EUA), para separagido do sobrenadante para um
tubo de RIA devidamente identificado. Adicionaram-se 500 uL de PBS a cada microtubo,
seguindo-se nova centrifugacao a 5600 xG, durante | minuto, apos a qual se recolheu
novamente o sobrenadante para o respetivo tubo de RIA. A radioatividade de ambas as
fragoes foi medida separadamente num contador de pogo (DPC Gamma Cl2) e a

captagio percentual de " Tc-AA e de " TcO, determinada de acordo com a equagio 4.

CPMpellet

Captacio(%) = x 100 “)

CPMpellet+CPMsobrenadante
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Analise estatistica

A anilise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM® SPSS® 22.0 (IBM
Corporation, Armonk, Nova lorque, EUA). A avaliagdo da normalidade de distribuicao das
varidveis quantitativas e da homogeneidade de variancias foi feita de acordo com os
testes de Shapiro-Wilk e Levene, respetivamente. Foram utilizados testes paramétricos no
caso de se verificar uma distribuicdo normal e homogeneidade de variancias e testes nao

paramétricos em caso contrario.

Na andlise de proliferagao celular segundo o método SRB, os valores
experimentais obtidos foram ajustados, utilizando o software OriginPro (OriginLab
Corporation, Northampton, EUA) versao 8.0, a um modelo sigmoidal de dose-resposta

representado na equagao 5,

A2-A1 5
1+10dogxo—x)p ( )

Proliferacao (%) = A1+

onde A1 e A2 correspondem as assintotas da curva e x, ao valor que inibe a proliferagao
celular em 50% (ICsp). A comparagao dos valores obtidos entre diferentes condigoes
terapéuticas, dentro da mesma linha celular e entre linhas celulares para a mesma
condigao terapéutica, foi realizada segundo o teste Analysis of Variance (ANOVA) de um

fator, com comparagoes multiplas de acordo com a corregao de Bonferroni.

As comparagoes entre as varias condigoes terapéuticas (para cada linha celular)
foram realizadas segundo o teste ANOVA de um fator (no caso de distribuicao normal
e homogeneidade de variancias) ou segundo o teste Kruskal-Wallis (caso contrario). As
comparagoes multiplas em caso de varidncias nao presumidas foram realizadas segundo

o teste de Games-Howell ou com a corregao de Bonferroni em caso contrario.

Considerou-se uma significancia de 0,05 para todas as comparagoes.

122



CArPiTULO IV

RESULTADOS

Citotoxicidade do acido ascorbico

Os estudos de citotoxicidade permitiram averiguar o efeito de elevadas
concentragoes de acido ascorbico nas trés linhas celulares de cancro colorretal em
estudo, a nivel da proliferagao, da sobrevivéncia e da viabilidade celulares, das alteragoes

no ciclo celular, das vias de morte celular envolvidas e da genotoxicidade.

Proliferacdo celular

A proliferagao celular apos tratamento com acido ascorbico, avaliada pelo ensaio
SRB como medida do contelido proteico total, foi determinada relativamente a culturas
celulares denominadas de controlo, ou seja, nao sujeitas a tratamento, e as quais se
atribuiu um valor de proliferacao de 100%. A andlise dos resultados experimentais
permitiu o estabelecimento das curvas sigmoidais de melhor ajuste para cada linha celular
e para cada condi¢ao, representadas na Figura 22. A partir das curvas dose-resposta
concentragoes necessarias para inibir a proliferagao celular em 50%, cujos valores estao

apresentados na Tabela 4.

De acordo com a Figura 22, verifica-se que o acido ascorbico induziu a inibicao
da proliferagao celular de forma dependente da concentragao e da linha celular, mas nao
do tempo de incubagao. Pela andlise da Figura 22 e da Tabela 4, verifica-se que as células
da linha celular C2BBel sao as mais sensiveis ao AA, apresentando valores de IC;s,
significativamente mais baixos que os obtidos para as células das linhas celulares LS1034
(p<0,001) e WiDr (p<0,05), para todos os tempos de incubagao. Contrariamente, as
células da linha celular LS1034 mostraram ser as mais resistentes ao AA, com valores de

ICs significativamente mais elevados que os obtidos nas células C2BBel (p<0,001) para
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todos os tempos de incubagdao e nas células WiDr (p<0,001) as 24 e as 48 horas. De
referir que apds 24 horas de tratamento com acido ascorbico, os valores de I1Cs, foram
de 0,95 mM para as células da linha celular C2BBel, de 4,85 mM para as células da linha
celular LS1034 e de 2,29 mM para as células da linha celular WiDr.

120 4 ClBBel = b 1204 LS1034 = 2dh

100 4 100
g g
~ 80 T 80
= =
2 =
8 s 8w
§
g o
8 g 404
B B
4 £
e 20 a0

0 : 0
10 23 30 15 40 45 bl 5 a0 .5 40 45
Concentracio {log(|uM])) Concentracio (log([1M]))

120

100 4

a0 4

Proliferacio celular (%)
3

™ T T T ™ T J
0 5 0 35 40 45

Concentracio (log({uM|))

Figura 22: Curvas de dose-resposta das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr em resposta a incubagao
com AA durante 24, 48, 72 e 96 horas. Os resultados representam a proliferagao celular em percentagem
(%) em fungao do logaritmo da concentragao de AA e expressam a média e o desvio-padriao de pelo
menos quatro experiéncias independentes, em triplicado.

Analisando cada linha celular individualmente, nao se verificam diferencas
estatisticamente significativas nos valores de ICs, obtidos para as células da linha celular
C2BBel nos diferentes tempos de incubagao. Por outro lado, quando as células LS1034
significativamente superior (p<0,001) a obtida as 24 horas que foi de 4,85 mM, e
significativamente inferior (p=0,015) a obtida as 72 horas que foi de 9,1 | mM. As células
da linha celular WiDr, ap6s 96 horas de incubagao com AA o IC;s, obtido foi de 5,90 mM,

estatisticamente superior (p<0,001) ao das 48 horas de incubagao (1,59 mM) e ao obtido
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apo6s 72 horas de tratamento que foi de 2,55 mM (p<0,001).

Tabela 4: Valores de ICso obtidos apds incubagao das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr com AA
durante 24, 48, 72 e 96 horas. Estao também representados os valores de r? e intervalos de confianca
(95%) obtidos.

. Tempo de ) Intervalo de
Linha celular Incubagdo (h) ICs0 (mM) r Confianca (mM)

24 0,95 0,91 [0,64 ; 1,40]
48 0,95 0,99 [0,82; 1,00]

C2BBel
72 0,65 0,92 [0,48 ; 0,72]
96 0,82 0,96 [0,71 ;0,86]
24 4,85 0,98 [4,31 ; 5,45]
48 4,33 0,99 [3,94 ; 4,49]

LS1034
72 9,11 0,98 [6,90; 10,16]
96 5,37 0,96 [4,32; 5,84]
24 2,29 0,98 [1,57; 3,32]
48 1,59 0,94 [0,99; 1,91]

WiDr
72 2,55 0,98 [2,19;2,70]
96 5,90 0,93 [4,46 ; 6,59]

Sobrevivéncia celular

Comprovado o efeito anti-proliferativo do acido ascorbico sobre as trés linhas
celulares em estudo, avaliou-se de seguida o seu efeito a longo prazo com recurso ao
ensaio clonogénico. Este ensaio permite avaliar a sobrevivéncia celular, isto &, a
capacidade de células individuais formarem coldnias apés exposi¢ao a um determinado
tratamento e incubagao durante o tempo equivalente a, pelo menos, seis vezes o seu

tempo de duplicagao (Franken et al, 2006).

A Figura 23 evidencia os resultados obtidos em termos de fator de sobrevivéncia,
a partir dos quais se verifica que o AA induz uma diminuigao acentuada da sobrevivéncia

celular, de modo dependente da concentragao, em todas as linhas celulares em estudo.
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Quando as células foram tratadas com 5 mM de AA, o fator de sobrevivéncia diminui
significativamente (p<0,00l1) em comparagio com o controlo, diminuindo para
11,66+1,61% nas células da linha celular C2BBel, para 1,65%+0,46% nas células da linha
celular LS1034 e para 3,47%0,39% nas células da linha celular WiDr.

T % O C2BBel
100 T 1 I 1
—~ HE k% % = LS1034
S 01 @® wiDr
T 604 A 3
<
‘q;, 40- EER
-
'g 20+ |>&**
]
° 1
° Bk ok
.
% ! sk ko
L 2
0
05 2 5 1 5 20 05 2 5
[AA] (mM)

Figura 23: Sobrevivéncia celular das células das linhas C2BBel, LS1034 e WiDr apés exposicao ao AA
durante 12 dias. Os resultados expressam a média percentual e o erro padrao de colonias formadas em
relagido ao controlo e ao nimero de células semeadas de, pelo menos, 2 experiéncias independentes
realizadas em triplicado. As diferencgas estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que **
significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

Ciclo celular

A anidlise do contelldo de DNA das populagoes celulares permite distribui-las
pelas diferentes fases do ciclo celular em que se encontram. Assim, os efeitos induzidos
pelo tratamento com acido ascorbico a nivel do ciclo celular das diferentes linhas

celulares em estudo estao evidenciados na Figura 24.

Na linha celular C2BBel, a presenga de 10 mM de AA induziu um bloqueio na
fase S do ciclo celular que se traduziu, comparando com a situagao controlo, por um
aumento de 18,8% de células na fase S, acompanhado pela diminuigao significativa
(p=0,036) de 8,7% de células na fase G2/M. Paralelamente, pudemos ainda verificar que
quanto maior a concentracao de AA, maior o pico apoptotico (pico pré-GO/Gl), na
medida em que com |0 mM de AA se registou um aumento de 12,2% de células nesta

fase, com diferengas estatisticamente significativas comparando com todas as restantes

126



CArPiTULO IV

condigoes com valores de p=0,001 em relagao ao controlo, p=0,0005 em relagao ao

tratamento com 0,5 mM e p=0,001 | em relagao ao tratamento com | mM.
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Figura 24: Andlise do ciclo celular das células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr apos exposicao
ao AA durante 24 horas. Os resultados estao representados na forma de percentagem (%) de células no
pico apoptético (Pico Pré-GO/Gl) e nas fases GO/GI, S e G2/M. Os resultados exprimem a média e o
desvio-padrao de, pelo menos, duas experiéncias independentes, realizadas na sua maioria em duplicado.

As diferencas estatisticamente significativas estio assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa
p<0,01 e *** significa p<0,001.

O padrao de distribuicao das populagoes de células LS1034 pelas varias fases do
ciclo celular apds exposicao ao AA é semelhante ao das células C2BBel. Destaca-se
assim o bloqueio do ciclo celular na fase S apds exposi¢ao a 20 mM de acido ascorbico.
Nesta condigao, se compararmos com o tratamento com a concentragao de | mM de
AA, verificou-se o aumento significativo (p=0,007) em 14% de células na fase S que foi
acompanhado pela diminuigao significativa (p=0,026) do nimero de células na fase G2/M.
E igualmente evidente o aumento do pico apoptético, de forma dependente da

concentragao de AA. Assim, e comparando com a condigao controlo, o tratamento com
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5 mM de acido ascérbico induziu um aumento significativo (p=0,035), com 13,75% de
células nesta fase do ciclo celular, enquanto o tratamento com 20 mM induziu um

aumento significativo (p=0,0003), com 25% de células.

Na linha celular WiDr nao se verificam alteragoes dependentes do aumento da
concentragao de acido ascorbico, na medida em que as diferengas significativas em

relagao ao controlo nao se refletem nas restantes condi¢oes e vice-versa.

Viabilidade e mecanismos de morte celular

Para averiguar até que ponto a diminuicao da proliferagao e da sobrevivéncia
celulares, apos tratamento com acido ascorbico, foi acompanhada por um aumento da
morte celular, a viabilidade celular e os tipos de morte celular induzida foram analisados
por citometria de fluxo, com recurso a dupla marcagao com AV e com IP. Esta técnica
foi ainda complementada com a avaliagio morfologica, com recurso a coloragao
May-Griinwald-Giemsa. Com o intuito de estudar as vias de morte celular ativadas,
avaliou-se também a expressao de BAX e de BCL-2 e as alteragdes do potencial de
membrana mitocondrial (A,,) por citometria de fluxo e a expressao de caspase-8 e -9
por western blot. O ensaio cometa foi utilizado para avaliar a genotoxicidade induzida
pelo AA. Posteriormente, foi também estudada a sua influéncia no ambiente redox da
célula tumoral, pela quantificagdo da produgao intracelular de ROS e das defesas
antioxidantes, assim como, pela avaliagdo do resultado da sua inibicao. Ainda com o
intuito de estudar os mecanismos de agao do acido ascorbico, avaliou-se a expressao de
algumas proteinas que poderiam estar associadas a resposta ou a resisténcia da célula
tumoral ao AA, entre elas, a P53, o VEGF-RI e a PGP. Os procedimentos supracitados

foram realizados ap6s 24 horas de exposicao ao acido ascorbico.

Viabilidade e morte celulares

Na Figura 25 estao representadas as diferentes populagoes celulares identificadas
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em cada uma das condigoes testadas. A viabilidade celular foi influenciada pela presenga
de acido ascérbico de uma forma dependente da concentragao, pois com o aumento da
concentragao de AA, a viabilidade celular diminui em todas as linhas celulares. A Figura

26 mostra imagens representativas das alteragoes morfoldgicas celulares induzidas pela

presenca de AA.
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Figura 25: Viabilidade celular e tipos de morte celular induzidos nas células das linhas celulares C2BBel,
LS1034 e WiDr apés exposicao ao AA durante 24 horas. Os resultados estao representados na forma de
percentagem (%) de células viaveis (V), em apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e em
necrose (N). Os resultados exprimem a média e o desvio-padrio de pelo menos duas experiéncias
independentes em duplicado. As diferencas estatisticamente significativas, relativamente ao controlo, estao
assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

As células da linha celular C2BBel mostraram ser as mais sensiveis ao AA com
um decréscimo significativo (p<0,001) da viabilidade celular, relativamente ao controlo,
de 78,8+4,7% para 13,0+10,4% apos tratamento com |0 mM de acido ascorbico,
enquanto as células LS1034 mostraram ser as mais resistentes, com a diminuigao

significativa (p<0,001) da viabilidade celular, igualmente em relagio ao controlo, de
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77,3+2,2% para 45,8+ 1,0% apos exposigao a 20 mM de AA. Por sua vez, e continuando
a comparar com a situagao controlo, a percentagem de células WiDr viaveis diminuiu
significativamente de 89,0+3,7% para 59,316,9% apods exposicao a 2 mM de AA (p=0,003)
e para 33,8+5,9% apos exposicao a |10 mM de AA (p<0,001).

A reducao da populagao de células C2BBel vidveis apos exposicao a 10 mM de
acido ascorbico foi acompanhada pelo aumento significativo (p<0.001) de 15,3% de
células em apoptose tardia/necrose e de 50,8% de células em necrose. A andlise
morfoldgica (Figura 26) corrobora estes dados permitindo aferir que concentragoes
mais baixas de AA induzem morte celular por apoptose, sendo constatada a formacgao
de blebs e de corpos apoptoticos, assim como, fragmentagao nuclear. Por outro lado,
com a maior concentragcao de AA testada (10 mM) as células C2BBel mostraram
maioritariamente caracteristicas de necrose, com lise celular e, consequente,

extravasamento do citoplasma, associada a manutengao da integridade nuclear.

Nas células LS1034 foi observada a predominancia de células em apoptose
(25,3+10,2%) e apoptose tardia/necrose (14,5+9,9%) apos tratamento com 20 mM de
AA. A anidlise das imagens mostradas na Figura 26 mostrou uma predominancia das
caracteristicas morfologicas de morte por apoptose para todas as condigoes de

tratamento testadas, com visualizagao de blebs, fragmentagao do nucleo e vacuolizagao.

Relativamente as células WiDr, 2 mM de AA induziram um aumento de 10,5%
de células em apoptose comparativamente ao controlo. Contudo, com concentragoes
de AA mais elevadas (10 mM) verificou-se uma predominancia de morte por necrose,
com o aumento da percentagem de células em necrose na condigao de |10 mM
(47,5+7,0%), quando comparada com o controlo (5,3+0,5%; p=0,0035), com a condigao
de 0,5 mM (8,5%0,6%; p=0,0044) e com a condigao de 2 mM (17,5+7,1%; p=0,0037). A
analise morfologica (Figura 26) para o tratamento com |10 mM de AA, mostrou algumas
células em necrose com lise celular e com nucleo integro, mas na sua maioria células
com caracteristicas morfologicas de morte por apoptose, nomeadamente a formagao de

blebs e fragmentagao nuclear.
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Figura 26: Anadlise morfologica das células C2BBel, LS1034 e WiDr. As imagens representativas foram
obtidas apos coloragao May-Griinwald-Giemsa e ilustram os resultados obtidos na auséncia de AA
(Controlo) e apds exposicao ao AA durante 24 horas, na concentragao correspondente ao |Cso de cada
linha celular ([AA]=ICso) e numa concentragao superior a essa ([AA]>ICs). As imagens foram obtidas
com uma ampliagao de 50x ou 100x.

Expressdo de BAX e BCL-2

A Figura 27 (A) apresenta os niveis de expressao proteica basais de BCL-2 e de
BAX em todas as linhas celulares em estudo. As células LS1034 sao as que tém menor
expressao de BCL-2 (20,3+3,6 MIF), comparativamente as células C2BBel (50,519,
MIF; p=0,044) e as WiDr (46,0+5,8 MIF; p=0,007). Pelo contrario, as células C2BBel

sao as que apresentam maior expressao de BAX (125,8%26,1 MIF), quando comparadas
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com as da linha celular LS1034 (31,8+8,2 MIF; p=0,032) e com as da linha celular WiDr
(63,0%9,7 MIF). Analisando os niveis de expressao em cada linha celular individualmente
é de realgar que, na linha celular C2BBel, a expressao de BAX é 2,5 vezes superior a

expressao de BCL-2, diferenga com significado estatistico (p=0,010).

Através da andlise da Figura 27 (B) verifica-se que a razao BAX/BCL-2 aumentou
de forma dependente da concentragao de acido ascérbico em todas as linhas celulares.
Quando as células C2BBel e as LS1034 foram expostas as maiores concentragoes de
AA testadas, a razao BAX/BCL-2 foi, respetivamente, |,7+0,2 (p=0,010) e 2,8+0,4

(p=0,006) vezes superior a do controlo, aumentos com significado estatistico.
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Figura 27: Expressao proteica de BAX e de BCL-2 das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr. (A)
Expressdao basal dos niveis de BAX e de BCL-2, apresentados em MIF. (B)Os niveis de expressio apos
exposicao ao AA durante 24 horas sao expressos em razao BAX/BCL-2 relativamente ao controlo. Os
resultados exprimem a média e o desvio-padrao de pelo menos duas experiéncias independentes em
duplicado. As diferengas estatisticamente significativas entre linhas em (A) e relativamente ao controlo em
(B) estdo assinaladas com *, em que * significa p<0,05 e ** significa p<0,01.

Potencial de membrana mitocondrial (A.,)

Para avaliar o papel da mitocondria na morte celular induzida pelo acido
ascorbico, avaliaram-se as alteragoes a nivel do Ay, das células das varias linhas celulares
em estudo apods exposicao ao AA durante 24 horas (Figura 28). De salientar que quanto

menor a razao A/M, menor o potencial de membrana mitocondrial, o que indica maior
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disfuncao mitocondrial. Os resultados obtidos evidenciam uma relagao diretamente
proporcional entre a concentragao de AA e a disfungao mitocondrial, com significado

estatistico para as trés linhas celulares estudadas.
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Figura 28: Potencial de membrana mitocondrial (An) das células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e
WiDr apés exposicao ao AA durante 24 horas. Os resultados estio representados como razao
agregados/monémeros (A/M) para cada condigao relativamente ao controlo. A diminui¢ao da razac A/M
esta diretamente correlacionada com a diminuigao do potencial de membrana mitocondrial. Os dados
exprimem a média e o desvio-padrao de, pelo menos, duas experiéncias independentes em duplicado. As
diferencas estatisticamente significativas estio assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa
p<0,01 e *** significa p<0,001.

A exposicgao das células C2BBel a 10 mM de AA induziu uma redugao abrupta e
significativa do Ay, sendo 3,4 vezes inferior ao controlo (p=0,001) e a condicao
correspondente a concentragao de 0,5 mM (p=0,0007). Quando as células LS1034 foram
tratadas com 20 mM de acido ascorbico, o Ay, foi 0,44+0,05, revelando ser
estatisticamente inferior ao controlo (p=0,0006), e as células tratadas com | mM
(p=0,035) e com 5 mM (p=0,008). Porém, as maiores alteragées do Ay, foram
observadas nas células da linha celular WiDr apos tratamento com AA. Para estas
células, todas as concentragoes testadas induziram uma diminuicio estatisticamente
significativa do potencial de membrana mitocondrial relativamente ao controlo, o qual
apresentou um valor de 0,75+0,04 para a concentragao de 0,5 mM de AA (p=0,0008),
um valor de 0,59+0,03 para a concentragao de AA de 2 mM (p<0,001) e um valor de
0,49+0,10 para a concentragao del0 mM (p<0,001).
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Expressdo de caspase-8 e caspase-9

Para confirmar o envolvimento das vias extrinseca e/ou intrinseca da apoptose
no mecanismo de indugao de morte celular pelo acido ascorbico, avaliou-se a expressao
de protéases intracelulares, nomeadamente a caspase-8 e a caspase-9, por western blot.

Os resultados estao evidenciados na Figura 29 e na Figura 30.

Tal como evidenciado na Figura 29, na presenca de AA nao se observam
alteragoes na expressao da caspase-8 em nenhuma das linhas celulares em estudo nem

em nenhuma condigao.
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Figura 29: Expressdo da caspase-8 pelas células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr apos
exposigdo ao AA durante 24 horas. (A) O grafico representa a expressiao da caspase-8 sob a forma de
razio entre a intensidade de fluorescéncia de caspase-8 e de B-actina, normalizada em relagdo ao controlo.
Os resultados exprimem a média e erro padrao de pelo menos quatro experiéncias independentes. (B) A
fotografia representa o immunoblot ilustrativo da expressao de caspase-8 (banda correspondente a 55 kDa)
e de B-actina para cada uma das linhas celulares e para cada condi¢ao experimental.

Em contraste, na presenga de AA os niveis de expressao de caspase-9 (Figura 30)
alteram-se, de forma dependente da linha celular e da concentragao usada. Para a linha
celular C2BBel, todas as concentragdes testadas, mostraram diminuigao significativa da

expressao da proteina de maior peso molecular (46 kDa) relativamente ao controlo,
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com valores de 0,69+0,05 apos tratamento com 0,5 mM de AA (p=0,007), de 0,34+0,07
apos tratamento com | mM (p=0,001) e de 0,44+0,07 apds tratamento com 5 mM
(p=0,003). Esta redugao foi acompanhada pelo aumento da expressao da proteina clivada
com 35 kDa, de forma dependente da concentragao de AA, com valores de razio
proteina clivada/actina de 1,20+0,05 apds tratamento com 0,5 mM de AA (p=0,041) e
de 1,53%0,11 apés tratamento com 5 mM (p=0,046). Quanto a linha celular LS1034,
apenas se verificaram diferengas estatisticamente significativas quando as células foram
tratadas com 10 mM de AA, com a diminuigao da expressao da proteina de menor peso
molecular (35 kDa) para valores de 0,53+0,05 (p=0,010). Na linha celular WiDr, as
maiores concentracoes de AA testadas induziram uma diminuicao estatisticamente
significativa da expressao da proteina de maior peso molecular (46 kDa), obtendo-se
valores de 0,60%+0,04 para o tratamento com 2 mM de AA (p<0,001) e de 0,51+0,05
(p<0,001) para o tratamento com 5 mM, assim como uma redugao para metade da

proteina clivada (35 kDa) apés tratamento com 5 mM de AA (p=0,012).
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Figura 30: Expressao da caspase-9 pelas células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr apos
exposigdao ao AA durante 24 horas. (A) O grafico representa a expressao de caspase-9 (46 kDa) e de um
produto de clivagem de peso molecular de 35 kDa. Os resultados estdao sob a forma de razio entre a
intensidade de fluorescéncia de caspase-9 e de PB-actina, normalizada em relagdio ao controlo. Os
resultados exprimem a média e erro padrio de, pelo menos, seis experiéncias independentes. As
diferencas estatisticamente significativas estio assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa
p<0,01 e *** significa p<0,001. (B) A fotografia representa o immunoblot ilustrativo da expressio de
caspase-9 (bandas de 46 kDa e de 35 kDa) e de B-actina para cada uma das linhas celulares e para cada
condigao experimental.
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Genotoxicidade

A extensao das lesdes a nivel do DNA apos exposicao das células ao acido
ascorbico foi avaliada com recurso ao ensaio cometa. A analise dos resultados obtidos
foi feita de forma qualitativa pela analise visual das imagens e de forma quantitativa
através da determinagao do momento de cauda. Este parametro representa o produto
entre a percentagem de DNA na cauda e o comprimento da cauda do cometa, o que
permite uma analise em termos de extensao e de quantidade de leses a nivel do DNA,

respetivamente (Olive & Banath, 2006).

As imagens representativas dos resultados do ensaio cometa estao evidenciadas
na Figura 31. Pela andlise qualitativa das imagens, observa-se claramente em todas as
linhas celulares que, na auséncia de AA (condigao controlo), o DNA forma esferas
densas e compactas sem arrastamento de fragmentos, o que se traduz pela nao
existéncia de cauda. Contrariamente, como consequéncia do tratamento com AA
observa-se uma distribuicao assimétrica do DNA com a formacao de cometas com cauda
a direita. Em todas as linhas celulares, verificou-se o favorecimento da extensao das

lesoes do DNA com o aumento da concentragao de AA.

Na Figura 32 estdo apresentados os resultados da andlise semi-quantitativa dos
varios parametros que podem ser extraidos das imagens dos cometas representados na
Figura 31. Verifica-se assim que a resposta ao tratamento com AA é semelhante em
todas as linhas celulares, pois quanto maior a concentragao de AA, maior o

comprimento da cauda (Figura 32 (A)) e a percentagem de DNA na cauda (Figura 32

(B))-

Quando as células C2BBel foram tratadas com 3 mM de AA, as lesoes do DNA
revelaram-se de forma mais evidente a nivel da percentagem de DNA na cauda,
observando-se um aumento para 30,7%1,9% relativamente ao controlo. Nas células da
linha celular LS1034, 10 mM de AA induziram lesdes no DNA, mais notorias a nivel da

percentagem de DNA na cauda, parametro que aumentou para 24,|+1,4%. Nas células

136



CArPiTULO IV

da linha celular WiDr, 5 mM de AA induziram o aumento do comprimento da cauda

para 23,1%1,4 px e da percentagem de lesGes na cauda para 25,4+1,3%.

Controlo [AA]=ICs, [AA] > IC;5,

Figura 31: Lesdes no DNA nas células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr. As imagens ilustram
os cometas obtidos na auséncia de AA (Controlo) e apds exposicio ao AA durante 24 horas, na
concentragao correspondente ao ICso de cada linha celular ([AA]=ICs¢) € numa concentragao superior a
essa ([AA]>ICsp). As imagens foram obtidas com uma ampliagao de 400x.

C2BBel

LS1034

WiDr

Estes resultados refletiram-se no aumento do momento da cauda (Figura 32 (C))
igualmente de forma dependente da concentragao de AA. Nas células da linha celular
C2BBel, com | mM de AA o momento da cauda aumentou significativamente cerca de
4 vezes (p<0,001) e com 3 mM cerca de 7 vezes (p<0,001), relativamente ao controlo.
O mesmo se verificou nas células da linha celular LS1034, com um aumento significativo
do momento da cauda para o dobro com 5 mM de AA (p<0,001) e para o quadruplo
com 10 mM (p<0,001). Quanto as células WiDr, observou-se que, apos exposi¢ao a
5 mM de AA, o momento da cauda foi cerca de 8 vezes superior ao controlo (p<0,001)

e 6 vezes superior ao observado nas células tratadas com 2 mM de AA (p<0,001).
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Figura 32: Lesoes do DNA nas células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr apés exposi¢ao ao
AA durante 24 horas. (A) Comprimento da cauda, (B) percentagem de DNA na cauda e (C) momento de
cauda obtidos para as populagoes celulares presentes em cada condigao. Os resultados exprimem a média
e o erro-padrao de, pelo menos, 145 cometas contados em, pelo menos, trés experiéncias independentes
em duplicado. As diferengas estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que ** significa
p<0,01 e *** significa p<0,001.

Stresse oxidativo

O stresse oxidativo tem sido descrito como um dos principais intervenientes no
mecanismo de citotoxicidade do acido ascérbico. Desta forma, as alteragdes do
ambiente redox das células das linhas celulares em estudo, como consequéncia do
tratamento com AA durante 24 horas, foram caracterizadas em termos da presenga
intracelular de radical superoxido e de peroxidos, da expressao de GSH e da atividade
da enzima SOD, da sensibilidade ao H,O, e do efeito da presenca de inibidores de stresse

oxidativo na citotoxicidade do AA, nomeadamente a catalase (neutralizador do H,0,) e
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o manitol (inibidor do OH").

A Figura 33 evidencia os efeitos no AA na produgao intracelular de radical
superoxido pelas células de todas as linhas celulares em estudo. Como se pode observar,
os efeitos do AA dependem da sua concentragao e da linha celular. Assim, quando as
células C2BBel foram tratadas com |10 mM de AA observou-se um aumento na
produgao intracelular de radical superdxido, que atingiu o valor de 1,44+0,40, que ¢
estatisticamente significativo em comparagao com as células tratadas com 0,5 mM
(p<0,001) e com as tratadas com | mM (p=0,030). O mesmo foi observado nas células
da linha celular WiDr, em que quanto maior a concentragao de AA, maior a producao
intracelular de radical superoxido. A maior concentragao testada induziu um aumento
desta espécie radical para valores da mesma ordem de grandeza aos obtidos nas células
da linha celular C2BBel (1,49+0,15), com diferengas estatisticas relativamente ao
controlo (p=0,048) e a menor concentragao de AA (p=0,010). Quanto as células da linha
celular LS1034 nao se verificaram alteragoes estatisticamente significativas na produgao

de radical superéxido em resposta ao tratamento com AA.
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Figura 33: Produgao intracelular de radical superéxido pelas células das linhas celulares C2BBel, LS1034
e WiDr apods exposicao ao AA durante 24 horas. Os resultados estao representados com normalizagao
relativamente ao controlo e exprimem a média e o desvio-padrio de, pelo menos, duas experiéncias
independentes realizadas em duplicado. As diferengas estatisticamente significativas estao assinaladas com
*, em que * significa p<0,05 e *** significa p<0,001.

A produgao intracelular de peroxidos em resposta ao tratamento com acido

ascorbico pode ser observada na Figura 34. Pela sua andlise podemos verificar que o AA
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apenas induz alteragoes estatisticamente significativas nas células C2BBel. Nesta linha
celular, observa-se um decréscimo significativo na produgao intracelular desta ROS com
o aumento da concentragao de AA, sendo esta diminuigao para cerca de metade nas
células tratadas com | mM (p=0,030) e de quase 100% quando as células sao tratadas
com 10 mM (p<0,001) em comparagao com o controlo. A producao intracelular de
peroxidos pelas células LS1034 e WiDr nao ¢ significativamente influenciada pela

presenca de AA.
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Figura 34: Produgao intracelular de perdxidos pelas células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr
apos exposicao ao AA durante 24 horas. Os resultados estio representados com normalizagao
relativamente ao controlo e exprimem a média e o desvio-padrao de, pelo menos, duas experiéncias
independentes realizadas em duplicado. As diferengas estatisticamente significativas estao assinaladas com
*, em que * significa p<0,05 e *** significa p<0,001.

Quanto aos niveis de expressao da defesa antioxidante GSH, apos tratamento
com acido ascérbico, que se encontram representados na Figura 35, de forma geral
verificou-se uma diminuicao significativa dos mesmos de forma dependente da
concentracao de AA, com excecao da linha celular LS1034. Quando as células C2BBel
foram tratadas com a maior concentragao de AA, os niveis de GSH diminuiram para
metade, com significado estatistico relativamente ao controlo (p<0,001) e também
relativamente ao tratamento com a concentragao de 0,5 mM (p=0,012), a menor testada.
Um comportamento semelhante foi observado com as células da linha celular WiDr, as
quais mostraram um decréscimo da produgao intracelular de GSH com o aumento da

concentragao de AA, com significado estatistico entre o controlo e o tratamento com
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as concentragoes mais elevadas (p=0,006 para a concentragao de 2 mM e p=0,012 para
a concentragao del0 mM) e entre os tratamentos com a concentragao de 0,5 e de
10 mM (p=0,010). A presenga de AA nao induziu alteragdes significativas a nivel desta

defesa antioxidante nas células da linha celular LS1034.
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Figura 35: Expressao intracelular de GSH pelas células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr apos
exposicao ao AA durante 24 horas. Os resultados estao representados com normalizagao relativamente
ao controlo e exprimem a média e o desvio-padrao de, pelo menos, duas experiéncias independentes
realizadas em duplicado. As diferengas estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que *
significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

Quando avalidamos a atividade da enzima SOD, verificdmos que aumentou quando
as células C2BBel e WiDr foram tratadas com |0 mM de acido ascérbico, tal como
evidenciado na Figura 36. No caso das células C2BBel, este aumento atingiu o valor de
3,421+0,94, com significado estatistico relativamente ao controlo (p=0,016), ao
tratamento com a concentragao de 0,5 mM (p=0,017) e com a concentragao de | mM
de AA (p=0,036). Nas células WiDr, 10 mM de AA induziram o aumento da atividade
de SOD para valores de 3,24+0,44, com significado estatistico relativamente a todas as
restantes condigoes (p<0,001). Nas células da linha celular LS1034 nao se verificaram

alteragoes na atividade de SOD apds exposigao ao AA.

O mecanismo de agao proposto na literatura para o efeito citotoxico do acido
ascorbico nas células tumorais, coloca-o como principal intermediario na entrega de
peroxido de hidrogénio as células que, por sua vez, ira ter uma agao lesiva sobre

macromoléculas e organelos (Chen et al, 2005; Olney et al, 2013). Esta agao podera ser
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levada a cabo pelo peroxido de hidrogénio ou por espécies formadas posteriormente
apos a sua conversao. Uma das ROS que se forma a partir da conversao de peréxido de
hidrogénio na presenca de ides ferro é o radical hidroxilo (OH’), conhecido como o
radical livre biologicamente mais ativo (Lipinski, 201 1). Na impossibilidade de detetar o
peroxido de hidrogénio a nivel extracelular e os niveis de radical hidroxilo usaram-se
inibidores especificos destas ROS, respetivamente a catalase e o manitol. Para além disso,
estudou-se também a sensibilidade das células de cada linha celular ao peréxido de

hidrogénio.
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Figura 36: Atividade da enzima SOD nas células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr apés
exposicao ao AA durante 24 horas. Os resultados sao expressos em razao entre a absorvancia obtida e a
concentragio de proteina total, com normalizagao relativamente ao controlo. Os dados apresentados no
grafico exprimem a média e o erro padrao de, pelo menos, trés experiéncias independentes, realizadas
em duplicado. As diferengas estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que * significa
p<0,05 e *** significa p<0,001.

Na Figura 37 apresentam-se os resultados de proliferagao celular apos
tratamento das células com acido ascorbico isolado ou com a combinagao de AA e
catalase (inibidor do H,0,) e com a combinagao de AA e manitol (inibidor do OH’). Os
respetivos valores de |Cs, obtidos pelas curvas dose-resposta representadas estao

evidenciados na Tabela 5.

Na linha celular C2BBel, quando as células foram tratadas com AA na presenga
de catalase, verificou-se um aumento do ICs, em comparagao com o ICs, obtido nas
células tratadas com AA em monoterapia. Nesta situagao o valor de ICs, foi de 1,06 mM,

enquanto na presenca de catalase nao foi possivel calcular, ou seja, sera sempre superior
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a maior concentragao de AA testada (>10 mM). Comparando o tratamento das células
C2BBel com AA na presenca e na auséncia de manitol, nao se verificaram diferengas

estatisticamente significativas.
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Figura 37: Curvas de dose-resposta das células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr apos
tratamento com e sem inibidores. As células foram tratadas com AA, AA e catdlase (AA+Cat) ou AA e
manitol (AA+Man), durante 24 horas. Os resultados representam a proliferagao celular em percentagem
(%) em fungao do logaritmo da concentragao de AA e expressam a média e o desvio-padrao de, pelo
menos, trés experiéncias independentes em triplicado.

Quanto as células LS1034, observou-se que na presenga de ambos os inibidores
a proliferagao celular foi superior para todas as concentracoes de AA testadas em
comparagao com o tratamento isolado. Este facto repercutiu-se no aumento do valor
dos ICs,. O valor de ICs, obtido apds exposicao ao AA isoladamente foi 4,94 mM,
enquanto na presenca de catalase nao foi possivel calcular (>20 mM) e na presenga de
manitol foi de 17,54 mM. Nas células WiDr observou-se uma resposta semelhante a das

células LS1034, na medida em que, tanto com a catdlase como com o manitol, a
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proliferagao celular foi superior a obtida quando as células sao tratadas com AA em
monoterapia (2,40 mM), em todas as condi¢oes testadas. Para ambos os inibidores, nao

foi possivel determinar o valor de |Cs,,.

Na Figura 38 esta representada a resposta das trés linhas celulares apos 24 horas
de tratamento com H,0O,. Os respetivos valores de ICs, apresentam-se na Tabela 5. De
acordo com as curvas obtidas, observa-se que as trés linhas celulares sao sensiveis ao
H,0O,, tendo em conta que este induziu uma diminui¢ao da proliferagao celular de forma
dependente da sua concentragao. Os valores de ICs, obtidos variaram entre os 260 e os
300 pM. Nao se observaram diferengas estatisticamente significativas entre as trés linhas

celulares.
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Figura 38: Curvas de dose-resposta das células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr em resposta
a incubagdo com H,O,, durante 24 horas. Os resultados representam a proliferagio celular em
percentagem (%) em fungao do logaritmo da concentragao de H,O, e expressam a média e o desvio-
padrio de, pelo menos, quatro experiéncias independentes em triplicado.

Tabela 5: Valores de ICs obtidos ap6s tratamento das células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr
com AA, AA e catalase, AA e manitol e com H,O; durante 24 horas. Estio também representados os
valores de r?.

Tempo de Incubacéo C2BBel LS1034 WiDr
(h) ICs0 (mM) r2 ICs0 (mM) r2 ICs0 (mM) r2
AA 1,06 0,96 4,94 0,90 2,40 0,98
AA + Catalase > 10 - > 20 - >10 -
AA + Manitol 0,87 0,99 17,54 0,80 >20 -
H,O, 0,26 0,99 0,30 0,99 0,27 0,98
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Expressdo de P53

Para melhor entender os mecanismos envolvidos na agao citotoxica do AA, a
expressao da proteina P53 foi avaliada por western blot, apos tratamento com

concentragoes crescentes de AA durante 24 horas.

Um estudo anteriormente realizado por nés demonstrou que as células C2BBel
nao expressam a proteina P53 (Abrantes, 2013), tal como evidenciado também na Figura

39 (B). Em contraste, as células WiDr sao as que evidenciam maior expressao basal desta

proteina.
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Figura 39: Expressao de P53 pelas células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr apos exposigao a
AA durante 24 horas. (A) O grifico representa a expressao de P53 total, pelas células das linhas celulares
LS1034 e WiDr, sob a forma de razio entre a intensidade de fluorescéncia de P53 e de B-actina,
normalizadas em relagao ao controlo. Os resultados exprimem a média e erro padrao de, pelo menos,
cinco experiéncias independentes. (B) A fotografia representa o immunoblot ilustrativo da expressao de
P53 e de B-actina para cada uma das linhas celulares e para cada condicao experimental. As diferengas
estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que ** significa p<0,01.

O efeito do AA na expressao de P53 pelas células das linhas celulares LS1034 e
WiDr representa-se quantitativamente na Figura 39 (A). De facto, o tratamento com

AA nao induziu alteragoes estatisticamente significativas na expressao de P53 total nas
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células LS1034. Por outro lado, nas células WiDr verificou-se o aumento da expressao
total da mesma proteina, de forma dependente da concentragao, obtendo-se valores
aproximadamente 3 vezes superiores ao controlo. Quando estas células foram expostas
a concentragao de 2 mM, a expressao de P53 foi de 2,63+0,26 e quando o tratamento
foi com a concentragao de 5 mM de AA a expressao de P53 foi de 2,85+0,55, com
significancia estatistica relativamente ao controlo para a concentragao de AA de 2 mM

(p=0,003).

Expressdo de VEGF-RI

No que diz respeito a expressio de VEGF-RI, os resultados apresentados na
Figura 40, mostram que a presen¢a de acido ascérbico niao induziu alteragoes
estatisticamente significativas nas células das linhas celulares C2BBel e WiDr. Apés o
tratamento das células LS1034 com a concentragao de | mM de AA a expressiao de
VEGF-RI foi de 1,28+0,24, o que traduz um aumento significativo relativamente ao
controlo (p=0,027) assim como em relagao ao tratamento com a concentragao de 5 mM

(p=0,006). Contudo, este aumento nao se verificou ser dependente da concentragao de

AA.
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Figura 40: Expressao de VEGF-R nas células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr apés tratamento
com AA durante 24 horas. Os resultados sao expressos em relagao ao controlo e representam a média

e o erro-padrao de, pelo menos, trés experiéncias independentes em duplicado. As diferencas
estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que * significa p<0,05 e ** significa p<0,01.
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Expressdo de PGP

A linha celular LS1034 caracteriza-se pela sua resisténcia a multiplos farmacos,
sendo um dos mecanismos propostos a sobre-expressao da PGP, uma glicoproteina de
extrusio. Com a avaliagdo da expressao membranar desta proteina pretendeu-se
averiguar se a PGP podera estar implicada na menor sensibilidade das células LS1034 ao
acido ascérbico. Os resultados, apresentados na Figura 41, indicam que a expressao
membranar desta proteina nao ¢ influenciada pela presenca de AA, na medida em que a
expressao de PGP em todas as condigoes testadas foi equiparada a do controlo, sem

diferencas estatisticas entre elas.
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Figura 41: Expressao membranar de PGP pelas células da linha celular LS1034 ap6s tratamento com AA
durante 24 horas. Os resultados sao expressos em relagao ao controlo e representam a média e o erro-
padrao de trés experiéncias independentes em duplicado.

Estudos de farmacocinética

A expressao dos transportadores que direta ou indiretamente transportam o
acido ascérbico para o interior das células tumorais em estudo foi avaliada por

citometria de fluxo (Figura 42, Figura 43 e Figura 44) e por western blot (Figura 45).

De uma forma geral, a analise dos niveis membranares basais dos GLUTs
estudados (Figura 42 (A)) revelou que as células em estudo evidenciam uma maior

expressao de GLUT-l em relagao a expressao de GLUT-3. Nas células C2BBel a
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expressao de GLUT-I foi quatro vezes superior a de GLUT-3 (p=0,003), nas células
LS1034 foi trés vezes superior (p=0,001) e nas células WiDr foi sete vezes superior
(p<0,001). De acordo com os dados obtidos, as células da linha celular LS1034 sio as
que apresentam menor expressao de GLUT-| (618,3+78,2 MIF) e maior expressao de
GLUT-3 (223,5+18,3 MIF), enquanto as células da linha celular WiDr sao as que possuem
maior expressio de GLUT-1 (965,0+193,7 MIF) e menor expressao de GLUT-3
(129,7+10,5 MIF).

No que diz respeito a expressao de SVCTs (Figura 42 (B)) verificou-se que a linha
celular LS1034 possui uma expressao de SVCT-I (47,0+7,5 MIF) duas vezes superior a
de SVCT-2 (22,4£1,8 MIF; p=0,013). De realgar que as células WiDr sao as que menos

expressam este tipo de transportadores.
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Figura 42: Expressao membranar basal de GLUT-I e GLUT-3 (A) e de SVCT-| e SVCT-2 (B) pelas células
das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr, por citometria de fluxo. Os niveis de expressao estiao
apresentados em termos de MIF e representam a média e o erro-padrao de, pelo menos, duas experiéncias
independentes em duplicado. As diferencas estatisticamente significativas estio assinaladas com *, em que
* significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

Em resposta ao tratamento com acido ascorbico, os niveis de expressao de
GLUTs em relacao ao controlo alteraram-se na maioria das condigoes, tal como
evidenciado na Figura 43. Quando as células C2BBe| foram tratadas com a concentragao
de 10 mM de AA, a expressao de GLUT-| aumentou para o dobro em relagao ao
controlo e a todas as restantes condigoes (p=0,006), assim como a expressao de
GLUT-3, mas aqui sem significado estatistico. Na linha celular LS1034 nao se verificaram
alteragoes na expressao de GLUT-1, contudo, a expressao de GLUT-3 aumentou cerca

de quatro vezes em relagao ao controlo quando tratada com as concentragoes de 5 mM
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(p<0,001) e de 20 mM (p=0,034). Quanto as células WiDr, apos tratamento com a
concentragao de 10 mM, a expressao de GLUT-1 foi 1,5 vezes superior (p=0,009) e a

de GLUT-3 quadriplicou (p=0,008) em relagao ao controlo.
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Figura 43: Expressao membranar de GLUT-I (A) e GLUT-3 (B) pelas células das linhas celulares C2BBel,
LS1034 e WiDr apos tratamento com AA durante 24 horas. A anilise foi feita por citometria de fluxo.
Os resultados sdo expressos em relagdo ao controlo e representam a média e o erro-padrao de, pelo
menos, trés experiéncias independentes em duplicado. As diferencgas estatisticamente significativas estao
assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

Tal como evidenciado na Figura 44, a presenga de AA influenciou igualmente a
expressao membranar de SVCTs, exceto nas células da linha celular WiDr. Assim, nas
células C2BBel tratadas com a concentragao de 10 mM de AA observou-se um aumento
na expressao de SVCT-I| para 2,4%+0,7 (p=0,013 relativamente ao controlo). Por outro
lado, verificou-se que o AA induziu um aumento da expressao de SVCT-2 de forma
dependente da concentragao, na medida em que a maior concentragao de AA testada
aumentou a expressao deste transportador, para mais do triplo, nas células C2BBel
(3,6+0,5; p=0,005) e para o dobro nas células LS1034 (2,1+0,5; p=0,005)
comparativamente com o controlo. Este aumento foi também estatisticamente

significativo em relagao as restantes condigoes avaliadas.

A expressao dos SVCTs nas linhas celulares tumorais em estudo foi confirmada
com recurso a técnica de western blot, resultados apresentados na Figura 45. Esta andlise
mostrou também que o acido ascorbico influenciou a expressao de SVCTs, contudo,

variaram com a linha celular.
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Figura 44: Expressao membranar de SVCT-1 (A) e SVCT-2 (B) pelas células das linhas celulares C2BBel,
LS1034 e WiDr apos tratamento com AA durante 24 horas. A anilise foi feita por citometria de fluxo.
Os resultados sdo expressos em relagdo ao controlo e representam a média e o erro-padrao de, pelo
menos, duas experiéncias independentes em duplicado. As diferencas estatisticamente significativas estao
assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

Nas células C2BBel nao se verificaram alteragoes dependentes do aumento da
concentragao de AA na expressao de ambos os SVCTs. A metodologia aplicada para
avaliagao da expressao de SVCT-I| na linha celular C2BBel nao permitiu a obtengao de
resultados consistentes para a maior concentragao de AA testada (5 mM), tendo-se
observado uma elevada discrepancia de resultados entre as varias experiéncias
independentes. A semelhanca do observado nos estudos de citometria de fluxo, quando
as células LS1034 sao tratadas com a concentragao de 10 mM de AA, a expressao de
SVCT-2 aumentou estatisticamente para 2,1 1+0,17 (p<0,001 relativamente as restantes
condigoes). Nas células da linha celular WiDr, contrariamente ao observado nos estudos
anteriores, a presenc¢a de AA induziu um aumento na expressao de SVCT-1, assim como
na expressao de SVCT-2. Quando as células foram tratadas com a concentragao de
2 mM de AA, a expressao de SVCT-| aumentou para 1,54%0,17 (p=0,002 relativamente
as células nao tratadas) e com a concentragao de 5 mM aumentou para [,44+0,13
(p=0,020 relativamente as células nao tratadas). Do mesmo modo, o tratamento das
células WiDr com as concentracoes de 2 mM e de 5 mM de AA induziu um aumento na
expressao de SVCT-2 para cerca do triplo relativamente ao controlo (p=0,011 e

p=0,038, respetivamente).
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Figura 45: Expressao de SVCT-1 (A) e SVCT-2 (B) pelas células das linhas celulares C2BBel, LS1034 e
WiDr apos tratamento com AA durante 24 horas. A andlise foi feita por western blot. Os graficos (A) e
(B) representam a expressio de SVCT-1 e SVCT-2, respetivamente, sob a forma de razido entre a
intensidade de fluorescéncia do respetivo transportador e de f-actina, normalizada em relagdo ao
controlo. Os resultados exprimem a média e erro padrio de pelo menos quatro experiéncias
independentes. As diferengas estatisticamente significativas estio assinaladas com *, em que * significa
p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001. (C) O esquema representa o immunoblot ilustrativo da
expressao de SVCT-| e -SVCT2 e de B-actina para células de cada uma das linhas celulares e para as
condigoes experimentais.

Com o intuito de realizar estudos de influxo e de quantificar a capta¢ao do acido
ascorbico pelas células das linhas celulares em estudo, foi obtido o complexo
radiomarcado " Tc-AA. Apéds a radiomarcacio, a pureza radioquimica foi avaliada por
HPLC, tendo-se obtido as eficiéncias de marcagao apresentadas na Tabela 6. Os
cromatogramas foram analisados tendo por base os tempos de retengao dos diferentes
componentes da formulagao anteriormente determinados (Pires, 2008; Mamede et al,
2012a). A eficiéncia de marcagao foi determinada por integragao grafica e normalizagao
das areas dos picos do complexo *"Tc-AA e do pertecnetato livre ("TcOy). Apds
30 minutos, a eficiéncia de marcagao manteve-se estavel ao longo do tempo, assumindo

valores sempre superiores a 90%.
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Tabela 6: Eficiéncia de marcagio do ™Tc-AA al longo do tempo. Os resultados exprimem a média e o
erro-padrao de pelo menos trés experiéncias independentes, excetuando o tempo 80 minutos.

Tempo (min) 0 30 60 120 180
Eficiéncia de marca¢do 88,2+3,8 @ 92,5+3,1 @ 955%+2,6 @ 92,0+3,2 91,9458

Apos a obtencao de uma formulagao com elevada eficiéncia de marcagao, foi
possivel tragar os perfis de captacio do *"Tc-AA ao longo do tempo pelas trés linhas
celulares em estudo. A captacio percentual de ”"TcO, foi igualmente determinada para

comparagao. As curvas de captagao obtidas para cada linha celular estao representadas

na Figura 46.
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Figura 46: Percentagem de captagdo de "Tc-AA e de " TcOy pelas células das linhas celulares C2BBel,
LS1034 e WiDr. Os resultados expressam a média e o desvio-padrao de, pelo menos, trés experiéncias
independentes realizadas em duplicado. As diferengas estatisticamente significativas entre compostos
estdo assinaladas com *, em que * significa p<0,05 e ** significa p<0,01.
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As diferencas mais notorias entre a captagao de *"Tc-AA e de " TcO, foram
observadas nas células da linha celular LS1034. Nas células da linha celular C2BBel, a
captagao maxima de PmTc-AA foi 0,34+0,04% aos 90 minutos, sendo este o Unico tempo
com diferengas significativas relativamente ao ”"TcO, (p=0,034). Nas células da linha
celular LS1034, ao longo dos 120 minutos, a captagao de *"Tc-AA foi sempre superior
a captagio de ”"TcOy, com diferencas significativas aos 30 (p=0,034), aos 90 (p=0,034)
e aos 120 minutos (p=0,034). Neste caso, o pico de captagio de *"Tc-AA foi obtido aos
90 minutos (0,98+0,15%), sendo o valor percentual de captacao neste tempo 2 vezes
superior ao de "TcO,". Nas células da linha celular WiDr, a captagao de TcO, foi
superior a3 de ”™Tc-AA aos 60 minutos (p=0,006), nio se verificando diferencas

significativas nos restantes tempos.

DiscussAoO

A vitamina C foi inicialmente sugerida como uma abordagem terapéutica para o
cancro nos anos 50, com base na hipotese de que a deficiéncia de vitamina C esta
implicada em varios processos precursores de malignidade e de metastizacao
(McCormick, 1959). Varios autores descreveram que os doentes oncologicos possuem
frequentemente niveis reduzidos de vitamina C (Riordan et al, 2005; Mikirova et al, 201 3),
sugerindo que a utilizagao de infusoes continuas de vitamina C podera melhorar a fungao
do sistema imunitario, assim como, a qualidade de vida e o bem-estar do doente (Kumar

et al, 2015).

O racional por detras do uso de concentragoes farmacologicas de vitamina C no
tratamento do cancro pode ser sumariado em cinco aspetos. Primeiramente,
concentragoes plasmaticas de ascorbato na ordem dos mM sao atingiveis com seguranga
com infusdes de vitamina C por via intravenosa. Em segundo, em concentragdes na
ordem dos milimolar, o ascorbato é preferencialmente toxico para as células tumorais

in vitro e tem a capacidade de inibir a angiogénese. Em terceiro, a vitamina C pode
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acumular-se nos tumores induzindo uma inibigao significativa do crescimento tumoral.
Em quarto, estudos de caso publicados reportaram a eficacia anti-tumoral da vitamina
C, com evidéncias na melhoria do bem-estar do doente, na diminuicao de marcadores
de inflamagao e na inibigdo do crescimento tumoral. E em quinto, ensaios clinicos de
fase | indicam que concentragoes farmacologicas de vitamina C administradas por via i.v.
podem ser administradas de forma segura, com efeitos adversos relativamente reduzidos

(Mikirova et al, 2013).

Apesar das vantagens amplamente descritas associadas ao uso da vitamina C no
tratamento do cancro, a literatura é muito escassa no que diz respeito ao cancro
colorretal. Desta forma, torna-se imprescindivel avaliar o potencial desta terapia no
tratamento do cancro colorretal através do estudo do efeito de concentragoes elevadas
de vitamina C no crescimento e na progressao tumoral e através do conhecimento dos
seus mecanismos de acao. A manutencao de taxas de elevada incidéncia de cancro
colorretal forcam também ao desenvolvimento de novas e mais eficazes ferramentas

terapéuticas (DeSantis et al, 2014).

Este topico de discussao sera dividido em duas partes, de acordo com os
parametros experimentais avaliados neste capitulo, nomeadamente, a citotoxicidade e
os mecanismos de acao do AA envolvidos na morte celular, e os estudos de

farmacocinética do AA.

Citotoxicidade do acido ascorbico

As células tumorais sao reconhecidas pela sua proliferagao anormal e pela sua
capacidade de superar os mecanismos de controlo habituais, o que as distingue das
células normais (Knowles & Selby, 2005). O ensaio SRB, inicialmente desenvolvido por
Skehan e seus colegas (Skehan et al, 1990), possibilita a quantificagao da citotoxicidade
induzida por farmacos, a partir da medida da proliferagao celular (Voigt, 2005). Pela
determinagao do conteudo proteico total, o qual é diretamente proporcional a

proliferagao celular, este ensaio permitiu avaliar a resposta das trés linhas celulares de
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cancro colorretal a concentragdes de acido ascorbico da ordem dos milimolar e,
consequentemente, a obtengao de curvas de dose-resposta e o calculo da concentragao

o 7 .

inibitoria média, designada por ICs,.

Evidéncias anteriormente reportadas mostram que elevadas concentragoes de
AA induzem um efeito citotdxico em varios tipos de células tumorais (Riordan et al,
1995; Chen et al, 2005, 2008a; Klingelhoeffer et al, 2012; Gongalves et al, 2013; Kawada
et al, 2013; Mastrangelo, 2013; Mastrangelo et al, 2013, 2015; Fukui et al, 2015). Os
nossos estudos de citotoxicidade sugeriram também que o AA inibe a proliferagao
celular das trés linhas celulares de cancro colorretal, de um modo dependente da linha
celular e da concentragao de AA, no entanto, de forma independente do tempo de

incubagao.

Os valores de ICs, por nés obtidos e exibidos na Tabela 4, indicam que a linha
celular C2BBel é a mais sensivel ao AA, com valores de ICs, que variam entre os
0,65 mM e os 0,95 mM. Em contraste, a linha celular LS1034 é a mais resistente a
concentragoes elevadas de AA, com valores de ICs, que variam entre os 4,33 mM e os
9,11 mM. Chen e seus coautores expuseram 25 linhas celulares tumorais humanas ao AA
durante 2 horas, e obtiveram valores de ICs, superiores a 20 mM em 7 delas, valores de
ICso que variaram entre os 5 mM e os 12 mM em outras 7 e valores de ICs inferiores a
5 mM em |1 delas (Chen et al, 2008a). Este facto aliado aos valores de I1Cs, obtidos por

nés nas linhas celulares de cancro colorretal evidenciam o potencial

anti-proliferativo do AA neste tipo de cancro.

As concentragoes de AA que utilizamos ao longo das experiéncias discutidas mais
a frente tiveram por base os valores de ICs, obtidos as 24 horas, apos a realizagao do
ensaio SRB em cada linha celular. Desta forma, as condigoes escolhidas corresponderam
a uma concentragao de AA inferior, outra aproximadamente igual e outra superior ao

ICs obtido para cada linha celular.

O aumento significativo dos valores de ICsy, em tempos mais longos de exposicao
ao AA nas células das linhas celulares LS1034 e WiDr, conduziu a necessidade de avaliar

o efeito citotoxico do AA a longo prazo. Para tal, utilizou-se o ensaio clonogénico cuja
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analise permitiu determinar o fator de sobrevivéncia das células apds exposigao ao AA.
Assim, observou-se que a medida que a concentragao de AA aumenta, o fator de
sobrevivéncia diminui. Este facto foi notoriamente observado na linha celular
quimiorresistente LS1034, indicando que a exposicao prolongada ao AA enfraquecera
possiveis mecanismos de defesa das células resistentes. Também Du e seus coautores
avaliaram os efeitos do ascorbato a longo prazo, apés exposi¢ao de duas linhas celulares
de cancro pancredtico ao ascorbato durante | hora. Os resultados obtidos por estes
autores mostram que a sobrevivéncia celular diminuiu de forma dependente da

concentragao de ascorbato (Du et al, 2010).

Em organismos multicelulares, a proliferagio e a morte celulares deverao ser
reguladas com o intuito de manter a homeostase dos tecidos. Esta regulagao é alcangada
pelo acoplamento entre o processo de progressao do ciclo celular e a morte celular

controlada (Hughes & Mehmet, 2003).

O efeito do AA nas células de cancro colorretal foi por nés estudado em ambos
os processos. Primeiramente, as alteragoes induzidas por elevadas concentragoes de AA
a nivel do ciclo celular variaram de acordo com a linha celular. Na linha celular C2BBel
verificou-se um bloqueio na fase S do ciclo celular, concordante com a diminuigao da
proliferagao celular. Foi igualmente visivel o aumento do pico apoptotico. Lin e seus
coautores estudaram o efeito do ascorbato de sédio numa linha celular de melanoma e
verificaram que aquele induziu a inibi¢ao da proliferagao celular de forma concomitante
com o bloqueio do ciclo celular na fase S (Lin et al, 2006). Este facto foi também por nos
observado na linha celular LS1034, assim como o aumento do pico apoptotico com o
aumento da concentragao de AA. Na linha celular WiDr nao verificamos alteragdes na
distribuicao celular pelas diferentes fases do ciclo celular de forma dependente da
concentragao de AA. Neste caso, a inibicao da proliferagao celular podera estar

associada a diminui¢ao da viabilidade celular, aspeto discutido posteriormente.

Paralelamente, a viabilidade e os tipos de morte celular induzidos foram por nods

-

avaliados com recurso a dupla marcagao com anexina V e iodeto de propideo e

-

coloragao May-Griinwald-Giemsa para andlise morfologica. A anexina V liga-se

fosfatidilserina, um fosfolipido da membrana que se externaliza durante o processo
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apoptotico. A necrose é estimada pela marcagao positiva de iodeto de propideo, o qual
se intercala no DNA quando a membrana celular esta desintegrada. A dupla marcagao
com anexina e iodeto de propideo permite a distingao de quatro populagoes celulares,
nomeadamente, a das células vidveis, a das células em apoptose inicial, a das células em
apoptose tardia/necrose e a das células em necrose. A técnica May-Griinwald-Giemsa
complementa os dados obtidos com a dupla marcagao com AV e com IP pela andlise da
morfologia das células apos utilizagio de dois corantes, um com afinidade para o
citoplasma e outro com afinidade para o nucleo. Nas células apoptoticas, as alteragoes
morfolégicas sao predominantes no compartimento nuclear, iniciando com a
condensagao da cromatina seguida de fragmentagao nuclear. Protuberancias da
superficie celular separam-se da membrana plasmatica, convertendo a célula em
numMerosos corpos apoptoticos, que poderao ou nao conter fragmentos nucleares. Em
contraste, a caracteristica morfologica mais evidente na morte celular por necrose é a
disrupgao precoce da membrana plasmatica, com o extravasamento dos conteudos
celulares para o meio extracelular. No nucleo, a cromatina condensa-se em aglomerados
mal definidos como resultado da degradagao aleatoria do DNA nuclear (Hughes &

Mehmet, 2003).

Pelos resultados por nos obtidos, podemos de uma forma geral dizer que o AA
induziu uma diminuigao da viabilidade celular acompanhada pelo aumento de morte em
todas as linhas celulares, de forma dependente da concentragao. Contudo, o tipo de
morte celular induzido é dependente da linha celular em estudo. O AA diminuiu a
viabilidade das células C2BBel induzindo a morte celular por apoptose quando em
concentragoes baixas ou por necrose quando em concentragoes elevadas. A presenga
de células em apoptose tardia/necrose apés tratamento com a concentragao de |0 mM
de AA corrobora a detegao do pico apoptoético aquando da andlise do ciclo celular.
Vérios autores descreveram que a apoptose € induzida por um estimulo oxidativo
moderado enquanto a necrose é consequéncia de um estimulo oxidativo mais intenso e
que, por isso, o tipo de morte celular mediada por ROS depende da quantidade e do
tipo de ROS produzidas (Valko et al, 2006; Ayyagari & Brard, 2014). Em relagao aos
nossos resultados, o aumento da concentragao de AA podera ter induzido um estimulo

oxidativo mais intenso que levou a alteragao dos mecanismos de morte observados nas
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células C2BBel. De maneira interessante, nas células da linha LS1034, a diminuicao da
viabilidade celular foi acompanhada pelo aumento da morte celular por apoptose, de
forma dependente da concentragao de AA, mesmo apods exposigao a 20 mM. Este facto
mostra-se em concordancia com a presenca evidente do pico apoptotico na andlise do
ciclo celular. A diferente resposta das células desta linha celular face ao tratamento com
elevadas concentragoes de AA poderid indicar que o seu mecanismo de agao subjacente
nao seja o mesmo. Relativamente a linha celular WiDr, observou-se que a diminuigao da
viabilidade celular esta associada a um aumento da morte celular tanto por apoptose
como por necrose. Estudos realizados por outros autores revelaram também que o
ascorbato induz morte celular tanto por apoptose como por necrose, com prevaléncia

de necrose para elevadas concentragoes (Chen et al, 2005; Ranzato et al, 201 I).

Estudamos os mecanismos de morte celular em maior detalhe através da analise
da expressao de BAX e de BCL-2, da alteragao do potencial de membrana mitocondrial,
da expressao de caspase-8 e caspase-9, da genotoxicidade, do stresse oxidativo e da
expressao de P53, de VEGF e de PGP. A anilise e discussao destes parametros
conduziu-nos a trés mecanismos de agao da vitamina C que se encontram

esquematizados no Anexo Il extensivel, na Figura 72, na Figura 73 e na Figura 74.

O processo apoptotico pode ser simplificado em trés fases distintas: a iniciagao
ou o estimulo, a regulagao e a execugao. A fase de iniciagao implica a ativagao da via
apoptotica, quer seja pela via intrinseca caracterizada pela disfungao mitocondrial, ou
pela via extrinseca desencadeada a nivel da membrana celular pela ligagao e pela ativagao
de recetores de morte (Knowles & Selby, 2005; Sun & Peng, 2009). A fase reguladora
envolve a decisao da célula se submeter ao compromisso irreversivel com a morte
celular. Nesta fase, a mitocondria desempenha um papel fundamental na integragao de
sinais apoptoticos, assim como, na amplificagao das vias de sinalizagao dos recetores de
morte. A fase de execugao representa a via final comum de morte celular e envolve
clivagem, degradagao nuclear e alteragoes da membrana celular mediadas por enzimas
especificas, as caspases. A ativagao desta fase é essencialmente irreversivel e resulta em
alteragoes bioquimicas intimamente relacionadas com alteragoes morfoldgicas (Knowles

& Selby, 2005).
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Um desequilibrio entre a expressao das proteinas pro- e anti-apoptoticas pode
impedir as células de responder corretamente a um estimulo apoptético (Petros et al,
2004). A familia BCL-2 desempenha um papel fundamental na regulagao da apoptose, da
necrose e da autofagia, de forma que alteragoes na sua expressao e fungao contribuem
para a patogénese e para a progressao de inUmeros tipos de cancro (Reed, 2006, 2008).
Esta familia de proteinas reguladoras da morte celular inclui proteinas pré-apoptoticas,
tais como, a BAX, a BAK (do inglés Bcl-2 homologous antagonist/killer protein), a BAD (do
inglés Bcl-2-associated death promoter protein) e a BID (do inglés BH3 interacting-domain
death agonist protein), e proteinas anti-apoptoticas, tais como, a BCL-2 e a BCL-XL (do
inglés B-cell lymphoma-extra-large protein). A sobre-expressio dos membros
anti-apoptoticos desta familia induz resisténcia a terapias anti-tumorais, visto que estes
atuam como repressores da apoptose, bloqueando a libertagio do citocromo C,
enquanto os membros pro-apoptoticos atuam como promotores da apoptose. Estes
efeitos podem ser quantificados através do balango entre a expressao de BAX e de

BCL-2 (Petros et al, 2004; Ghobrial et al, 2005; Gogvadze et al, 2008).

Numa primeira analise avalidmos os niveis basais de BAX e de BCL-2 nas células
de cada linha celular. As células da linha C2BBel apresentaram niveis aumentados de
BAX, enquanto as da linha celular LS1034 apresentaram niveis reduzidos de BCL-2.
Dentro da mesma linha celular, apenas evidenciamos diferengas nas células da linha
C2BBel, sendo a expressao basal de BAX mais de duas vezes superior a expressao de

BCL-2.

Analisamos o efeito do acido ascérbico na expressao de BAX e de BCL-2 através
da razao BAX/BCL-2, cujo aumento dependente da concentragao de AA foi observado
nas células das linhas C2BBel e LS1034. Este aumento foi mais evidente nas células da
linha LS1034 apos exposicao a 20 mM de AA que corresponde, aproximadamente, ao
triplo da condigao controlo, resultado que se mostrou concordante com o predominio

da apoptose nesta condigao.

Durante a transdugao de um sinal de toxicidade, uma via apoptotica comum de
ativagao das caspases envolve a permeabilizagao da membrana mitocondrial. O controlo

da permeabilizagio da membrana mitocondrial € um evento critico positivamente e
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negativamente regulado por proteinas especificas no meio intracelular (Knowles & Selby,
2005; Lopez & Tait, 2015). Apesar de haverem muitos mecanismos moleculares que
ainda nao sao inteiramente conhecidos, sabe-se que a sobre-expressao de BAX induz
morte celular por apoptose, através de um processo que inclui a permeabilizagao das
membranas mitocondriais, interna e externa. Tem sido descrito que a proteina BAX
medeia a permeabilizagao da membrana mitocondrial interna, resultando na dissipagao
do potencial de membrana mitocondrial (AY,,). O potencial de energia associado com o
Ay, € utilizado pelo complexo V da cadeia respiratoria para a sintese de ATP. O colapso
do Ay, resulta, assim, na cessacao da sintese de ATP, na libertacao do citocromo C e
na consequente morte celular (Knowles & Selby, 2005). O Ay, pode ser entendido
como a diferenga de cargas entre a matriz mitocondrial e o citoplasma, a qual tem
implicagoes na indugdao da apoptose (Ly et al, 2003). O poro de permeabilidade
transitoria mitocondrial é regulado pelo Ay, e pelo pH da matriz mitocondrial o qual,

quando aberto, permite a libertagao de fatores apoptogénicos (Ly et al, 2003; Leanza et

al, 2014).

No nosso estudo, a resposta das células das trés linhas celulares ao AA a nivel
do Ay, foi semelhante, pois quanto maior a concentragao de AA, menor o Al,,. Estes
dados indicam que a via intrinseca da apoptose estara implicada no mecanismo de acao
mediado pelo AA. A consisténcia destes resultados é realcada pela concordancia com
os niveis de apoptose observados apds a dupla marcagao com AV e IP. Contudo, mesmo
nos casos em que se observa a alteragao de uma via de morte por apoptose para uma
via de morte por necrose, em resposta a concentragoes mais elevadas de AA,
nomeadamente nas células das linhas celulares C2BBel e WiDr, o Ay, podera estar
implicado. A apoptose é um processo regulado, geneticamente programado e
dependente da disponibilidade de ATP e, consequentemente, da fungao mitocondrial.
Uma disrupgao abrupta do Ay, pode, no entanto, causar a deplegao do ATP a um nivel
que seja insuficiente para a sobrevivéncia da célula e para o término do processo

apoptotico, culminando assim em morte celular por necrose (Ayyagari & Brard, 2014).

Outra das principais caracteristicas bioquimicas da apoptose é a ativagao de

proteases intracelulares, as caspases, as quais estao presentes nas duas vias de ativagao
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da apoptose, a via intrinseca e a via extrinseca (Kruidering & Evan, 2000). As caspases
sao sintetizadas como proé-caspases as quais, perante um estimulo proé-apoptético, se
tornam em caspases ativas (Sun & Peng, 2009). Uma vez ativas, as caspases clivam
centenas de proteinas e conduzem a rapida morte celular com marcas bioquimicas e
morfologicas distintas (Lopez & Tait, 2015). A caspase-8, de 55 kDa, reside no citoplasma
como precursor inativo. Uma vez ativada da origem a dois polipéptidos, um longo
(~20 kDa) e um curto (~12 kDa). Apesar de estar também implicada noutras vias de
sinalizagao, a caspase-8 é imprescindivel como caspase efetora da apoptose induzida pela
via dos recetores de morte, ou seja, a via extrinseca ou membranar (Kruidering & Evan,
2000). Por outro lado, a caspase-9 esta implicada na via intrinseca da apoptose. Como
consequéncia da disfungao mitocondrial ocorre a libertagao de fatores ativadores de
caspases, incluindo o citocromo C. Uma vez no citosol, o citocromo C liga-se a molécula
adaptadora APAF-1 (do inglés apoptotic protease activating factor-1), cujas extensas
alteragoes conformacionais conduzem a sua oligomerizagao com formagao da estrutura
heptamérica denominada apoptossoma. O apoptossoma recruta e ativa a
pro-caspase-9, a qual é clivada e, como consequéncia, ativa a caspase-3, responsavel pela

iniciagao da cascata das caspases que culmina na apoptose (Sun & Peng, 2009; Yang et al,

2014; Lopez & Tait, 2015).

A auséncia de alteragoes na expressao de caspase-8 apos tratamento com acido
ascorbico indica que o processo apoptoético nao se da pela via extrinseca, pelo menos
para as condigdes em que se observou marcagao positiva para a anexina V. Este facto
foi comum a todas as linhas celulares em estudo. Kang e seus coautores reportaram
também o efeito citotdxico e pro-oxidante do ascorbato de sédio com diminuigao do
Ay, libertagao do citocromo C da mitocondria e consequente indugao de apoptose;

contudo, de forma independente da caspase-8 (Kang et al, 2003).

Em contraste, as alteragoes observadas na expressao de caspase-9, apods
tratamento com acido ascorbico, sugerem que a via intrinseca da apoptose estara
implicada no mecanismo de agao do AA, corroborando os resultados anteriormente
descritos. Contudo, a resposta celular foi dependente da concentragao de AA e da linha

celular.
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Nas células da linha celular C2BBel observou-se a diminuigao da pro-caspase-9,
proteina com 46 kDa de peso molecular, acompanhada pelo aumento do produto de
clivagem com 35 kDa de peso molecular, o qual constitui a subunidade catalitica. Desta

forma, denota-se a ativagao da caspase-9.

Nas células da linha celular LS1034 observou-se apenas uma alteragao significativa
consequente do tratamento com |0 mM de acido ascérbico, o qual induziu uma
diminuicao estatisticamente significativa da subunidade catalitica da caspase-9. A
resisténcia das células tumorais a apoptose mitocondrial é um fendmeno frequente.
Geralmente, a permeabilizagao da membrana externa mitocondrial é considerada um
ponto sem retorno para a célula. Contudo, em determinadas circunstancias, as células
tumorais apresentam mecanismos de resisténcia que lhes permitem sobreviver a esta
disfungao mitocondrial, mecanismos esses que poderao passar pela inibicao das caspases
(Lopez & Tait, 2015). Por outro lado, um mecanismo de indugao de apoptose,
independente de caspases, pode também estar a ser ativado pelo AA nesta linha celular.
Apoptose intrinseca independente de caspases € a terminologia atribuida pela entidade
Nomenclature Committee on Cell Death para descrever um tipo de morte celular com
caracteristicas morfoldgicas de apoptose como, por exemplo, a condensagio da
cromatina nuclear, contudo, sem intervencao de caspases (Galluzzi et al, 2012). Este tipo
de morte celular programada é controlado pela mitocondria, sendo o seu principal
efetor a proteina mitocondrial indutora de apoptose AIF (do inglés apoptosis-inducing
factor) (Nikoletopoulou et al, 2013). A AIF é uma proteina conhecida pela sua atividade
redox a nivel da mitocondria e pela sua fungao proé-apoptoética no nudcleo. A sua
libertagao da mitocondria é mediada por proteinas pro-apoptoticas, como a proteina
BAX, através da formagao do poro de permeabilidade transitéria mitocondrial, resultado
da diminuigao do Ay, (Delavallée et al, 201 1). Uma vez no citoplasma, a proteina AlF é
translocada para o nucleo onde desencadeia a condensagao da cromatina e a
fragmentacao do DNA (Hong et al, 2007). Estudos realizados em linhas celulares de
cancro da mama humano demonstraram também que o ascorbato ativa uma via de
morte celular independente de caspases e dependente da proteina AIF (Hong et dl,

2007).
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A nivel das células WiDr, o acido ascérbico induziu uma diminuicio da
pro-caspase-9, mas também da sua subunidade ativa. De salientar que o tratamento com
|0 mM de AA induziu essencialmente morte por necrose das células WiDr, condigao
essa na qual a inibicdo da caspase-9 e do seu produto de clivagem é estatisticamente
significativa, sugerindo uma correlagao entre ambos os factos. No final dos anos 80
tornou-se claro que a necrose pode funcionar como um tipo de morte celular
programada, desencadeada pelos mesmos sinais de morte responsaveis pela indugao de
apoptose (Laster et al, 1988; Nikoletopoulou et al, 2013). O papel da mitocondria na
necrose mediada pela presenca de stresse oxidativo foi recentemente demonstrado,
com énfase na permeabilidade transitoria mitocondrial. Esta € responsavel pela disfungao
mitocondrial, diminuicao da produgao de energia e eventual morte celular por necrose
(Choi et al, 2009). A deplecao de ATP pode, assim, favorecer a alteragao do mecanismo
de morte, que passa da apoptose para a necrose, tendo em conta que a ativagao de
caspases requer a existéncia de ATP, como mencionado. Esta igualmente descrito que a
inibicao das caspases pode sensibilizar a célula a morte por necrose (Golstein &
Kroemer, 2007). Varios estudos realizados em linhas celulares tumorais mostram que
um estimulo oxidativo intenso, induzido pela presenga de concentragoes farmacologicas
de ascorbato, é capaz de diminuir os niveis de ATP, associado a diminuicao da
proliferagao celular, ao bloqueio do ciclo celular e a morte celular (Ma et al, 2014; Fukui
et al, 2015). Desta forma, nas células da linha celular WiDr o acido ascérbico, presente
em concentragoes farmacoldgicas, funciona como promotor da disfungao mitocondrial
que, por sua vez, podera causar a deplegao de ATP. Esta sera responsavel pela evidente
inibicao da caspase-9 observada no nosso estudo, que podera sensibilizar a célula a

morte por necrose.

Varios autores tém descrito a associagao entre o efeito citotoxico do acido
ascorbico e um efeito genotoxico, na medida em que concentragdes farmacologicas de
AA induzem lesbes a nivel do DNA, essencialmente decorrentes do aumento do stresse
oxidativo (Herst et al, 2012; Dixon & Stockwell, 2014; Ma et al, 2014; Du et al, 2015b).
Para além disso, Du e seus coautores (Du et al, 2015b) averiguaram o papel
desempenhado pelos metais ativos, tanto a nivel intracelular como extracelular, na

citotoxicidade induzida pelo AA. Neste contexto, os autores aferiram que as células
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tumorais sao capazes de reparar as lesoes do DNA apds o consumo do peroxido de
hidrogénio. Contudo, a presenca de ides ferro e a consequente oxidagio do AA
produzem um fluxo continuo de H,0O,, que podera comprometer a capacidade de
reparagao das lesdes do DNA pelas células, induzindo lesées duradouras que poderao

conduzir a morte celular (Du et al, 2015b).

Embora por mecanismos distintos, nas células de cada uma das linhas celulares
por noés estudadas, constatou-se que o acido ascérbico induziu morte celular e lesoes
no DNA de forma dependente da concentragao, nas trés linhas celulares. O ensaio
cometa é uma técnica que permite obter informagoes relativamente as lesoes induzidas
em cadeias simples do DNA (Olive & Banath, 2006). Esta técnica permitiu apurar que o
efeito citotoxico do AA esta relacionado com a lesao da molécula de DNA, de modo
que quanto maior a concentragao de AA, maior a extensao das lesoes no DNA (aferida
pelo parametro percentagem de DNA na cauda do cometa) e maior a quantidade de
lesoes do DNA (aferida pelo parametro comprimento da cauda do cometa). Nao
obstante os diferentes mecanismos de morte celular mediados pelo AA nas trés linhas
celulares em estudo, verificou-se a presen¢a de lesées no DNA em todas elas. Nas
células da linha celular C2BBel, | mM de AA foi suficiente para causar um aumento
estatisticamente significativo das lesoes no DNA. Varios autores reportaram o efeito
genotodxico induzido pelo AA em células de linhas celulares de cancro colorretal (Kontek
et al, 2013), de leucemia (Riviere et al, 2006; Shinozaki et al, 201 1), de cancro pancreatico

(Du et al, 2010) e de glioblastoma (Herst et al, 2012).

O principal mecanismo de agao atualmente proposto para o efeito citotoxico do
acido ascoérbico reside no facto deste atuar como um pro-fairmaco na entrega de
peroxido de hidrogénio aos tumores (Chen et al, 2005, 2007; Du et al, 2015b). A
oxidagao do AA, com formagao do radical ascorbil (Asc™), e a consequente cedéncia de
eletroes, medeiam a producao de perdxido de hidrogénio a nivel extracelular o qual,
uma vez difundido para o meio intracelular, induz lesoes oxidativas em macromoléculas,
como proteinas, lipidos e DNA (Kontek et al, 2013; Dixon & Stockwell, 2014; Du et dl,
2015b). No presente estudo, verificou-se igualmente que o AA contribui para o aumento

do stresse oxidativo nas células das linhas celulares C2BBel e WiDr, contudo, o mesmo
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nao se verificou nas células LS1034. Nestas nao se verificaram alteragoes dependentes
da concentragao de AA a nivel da producao intracelular de radical superdxido, de
peroxidos, de GSH e da atividade da enzima SOD, razio pela qual o mecanismo

proposto para esta linha celular sera discutido posteriormente.

Fisiologicamente, as principais ROS incluem o radical superéxido (O,"), o radical
hidroxilo (OH’) e o perdxido de hidrogénio (H,O,). Por sua vez, as principais espécies
RNS incluem o 6xido nitrico (NO’), o didxido de nitrogénio (NO;’) e o peroxinitrito
(ONOO). As concentragoes fisiologicas destas espécies radicalares sao mantidas numa
gama estreita, gragas ao balanco existente entre a taxa de producao e a taxa de remogao,
por antioxidantes enzimaticos, como a SOD, a GPx e a catalase, ou antioxidantes nao

enzimaticos, como a GSH (Koskenkorva-Frank et al, 2013).

O radical superoxido, formado como um subproduto da cadeia respiratoria
mitocondrial e em reagdes controladas, é catalisado pelas oxidases NADPH ou pela
xantina oxidase. Em sistemas biologicos, as principais reagoes deste radical sao consigo
mesmo, por dismutagao espontanea, ou com outros radicais bioldgicos, como o oxido
nitrico, resultando na formagao da molécula toxica peroxinitrito. O radical superoxido
pode, também, inativar enzimas contendo clusters ferro-enxofre, libertando um eletrao
que participara na reagao de Fenton com formagao do radical hidroxilo. Para além disso,
inicia a peroxidacao lipidica dos acidos gordos polinsaturados. Devido a sua reduzida
reatividade, o radical superdxido difunde-se facilmente desde o seu local de produgao,

desencadeando stresse oxidativo em toda a célula (Manda et al, 2009).

A andlise de fluorescéncia com a sonda DHE permitiu quantificar a produgao
intracelular de radical superoxido apos exposicao das células tumorais ao acido
ascorbico. Assim, verificou-se que o AA induziu um aumento estatisticamente
significativo da producao intracelular desta ROS, de forma dependente da concentracao
de AA, nas células das linhas celulares C2BBel e WiDr. O mecanismo de agao do AA
proposto por Chen e seus coautores corrobora os resultados por nos obtidos com as
duas linhas celulares referidas. Segundo este mecanismo o AA, presente em
concentragoes farmacoldgicas, perde um eletrao, formando-se o radical ascorbil. O

eletrao disponibilizado na oxidagao do AA participa na redugao do iao metalico presente
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numa metaloproteina, disponibilizando outro eletrao que ira interagir com o oxigénio
molecular e levar a formagao de radical superéxido (Chen et al, 2007). Desta forma,
quanto maior a concentragao de AA, maior a produgao de radical superoxido. Contudo,
Chen e coautores demonstraram que esta sequéncia de reagoes se dd a nivel extracelular.
O aumento da produgao intracelular de radical superéxido sugere que a totalidade ou

parte destas reagoes poderao ocorrer igualmente a nivel intracelular.

O radical superoxido pode também ser dismutado em perdxido de hidrogénio
por catalise enzimatica mediada pela SOD. Como potente antioxidante, a SOD
destoxifica a primeira ROS produzida durante um estimulo oxidativo. No entanto,
estando o sistema antioxidante da célula tumoral diminuido, pela reduzida presencga de
catdlase e de GPx (Drisko et al, 2003; Gilloteaux et al, 2014), a decomposi¢cao do
peroxido de hidrogénio, formado na presenga de ferro, podera levar ao aumento do
stresse oxidativo pela formagao de espécies ainda mais reativas, como é o caso do radical
hidroxilo (Manda et al, 2009; McCarty & Contreras, 2014). Ranzato e coautores
descreveram recentemente um novo mecanismo de atuacao seletiva do ascorbato em
células tumorais, com elevada relevancia para o papel desempenhado pelo radical
superdxido a nivel intracelular. Estes autores demonstraram que a taxa de produgao do
radical superoxido é superior nas células tumorais de mesotelioma em comparagao com
as células normais. Desta forma, postularam que a reagao de Haber-Weiss é o mediador
chave do impacto letal de concentragoes farmacolégicas de ascorbato nas células
tumorais. De facto, o peroxido de hidrogénio produzido a nivel extracelular ird interagir
com o radical superéxido produzido em grande escala pelas células tumorais, induzindo
a formagao de radicais hidroxilo altamente reativos e, consequentemente, citotoxicos

(Ranzato et al, 201 I; McCarty & Contreras, 2014).

Posteriormente avaliamos a produgao intracelular de peroxidos verificando-se,
nas células da linha celular C2BBel, uma diminuicao da mesma com o aumento da
concentracao de acido ascorbico. Contrariamente, na linha celular WiDr nao se
verificaram alteragoes estatisticamente significativas na produgao intracelular de
peroxidos. De modo a entender o papel desempenhado pelas ROS e pelas defesas

antioxidantes no efeito citotoxico mediado pelo AA, medimos os niveis de GSH e da
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atividade de SOD. Adicionalmente, avaliamos a influéncia de inibidores de stresse
oxidativo (catalase e manitol), com o intuito de perceber a implicagao do peroxido de

hidrogénio e do radical hidroxilo no efeito anti-proliferativo do acido ascoérbico.

Como referido anteriormente, o radical superéxido é dismutado em peroxido
de hidrogénio pela SOD e este é decomposto pela enzima catalase, a qual previne a sua
acumulagao (Valko et al, 2007). O peroxido de hidrogénio pode também ser neutralizado
pela GSH, fator chave no sistema de defesa antioxidante, que contribui para a
manutencao da integridade celular perante ROS enddgenas ou exogenas. ROS e RNS
podem induzir a oxidagao da GSH celular ou o seu efluxo para o meio extracelular,
levando a perda da homeostase redox intracelular e a ativagao das cascatas de sinalizagao
da apoptose (Circu & Aw, 2012). O peroxido de hidrogénio é o peroxido mais
eficientemente eliminado pela enzima GPx, que requer a GSH como doador de eletroes,
a qual é oxidada a GSSH (Hedley & Chow, 1994). Por ultimo, o manitol foi utilizado
como neutralizador do radical hidroxilo (Maramag et al, 1997; Ding et al, 2004), uma
ROS extremamente reativa, capaz de provocar lesdes na maioria dos componentes
celulares, nomeadamente, nos hidratos de carbono, nos acidos nucleicos, nos lipidos e

nas proteinas (Manda et al, 2009).

No nosso trabalho verificdmos que concentragoes crescentes de acido ascorbico
induziram a diminuigao estatisticamente significativa dos niveis de GSH nas células das
linhas celulares C2BBel e WiDr. Paralelamente, verificAmos-se o aumento, para o triplo,
da atividade da enzima SOD quando as mesmas células foram tratadas com 10 mM de
AA, em comparagao com o controlo. Quando as células foram tratadas com catalase,
para avaliagao da implicagao do peroxido de hidrogénio no efeito anti-proliferativo do
AA, verificou-se que a catalase inibiu o efeito citotoxico do AA, que se traduziu no
aumento do valor do seu |Cs,. Este dado prova a implicagao do peroxido de hidrogénio
na citotoxicidade mediada pelo AA nas células das trés linhas celulares. Por outro lado,
a incubagdo com manitol mostrou resultados dependentes da linha celular, nao se
verificando alteragoes nos valores de 1Cso do AA nas células C2BBel na presenca de
manitol. Nas células LS1034 e WiDr, a presenga de manitol induziu um aumento dos

respetivos valores de ICs, do AA, sugerindo que o radical hidroxilo esta envolvido no
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mecanismo de a¢ao do AA. Por Ultimo, avaliou-se também a sensibilidade das células das
trés linhas celulares ao peroxido de hidrogénio, verificando-se que as trés sao sensiveis
ao mesmo, com valores de ICs, muito semelhantes e que variam entre 260 e 300 uM. A
analise destes dados permitiu inferir que, nao obstante ao efeito anti-proliferativo,
citotdxico e genotoxico do AA, comum as trés linhas celulares, é evidente que o

mecanismo de citotoxicidade difere entre elas.

Os dados obtidos para a linha celular C2BBel sugerem que o AA podera induzir
o aumento de stresse oxidativo pela sua agao a nivel intra ou extracelular. Uma vez
oxidado, o acido ascérbico disponibiliza eletroes que serao necessarios a formagao de
radical superoxido e de peroxido de hidrogénio. De realcar que o radical superdxido
nao é capaz de atravessar a membrana celular (McCarty & Contreras, 2014). Em
contraste, o peroxido de hidrogénio, devido a sua lipofilicidade, estrutura semelhante a
da molécula de agua e reduzida reatividade inata, difunde-se livremente entre os meios
intra e extracelular e pelos tecidos, interferindo com alvos celulares a distancia do seu
local de produgao (Manda et al, 2009). Assim, o AA podera atravessar a membrana
celular e mediar a produgao de radical superdxido, efeito amplificado pela disfungao
mitocondrial, igualmente observada nesta condi¢ao, o que justifica o aumento
significativo desta ROS. As lesdes mitocondriais predizem uma menor eficiéncia a nivel
da cadeia transportadora de eletroes e, consequentemente, um aumento da
disponibilidade de eletroes que resulta no aumento da formagao de radical superoxido

(Manda et al, 2009).

Paralelamente na linha celular C2BBel, o aumento da atividade da enzima SOD
implica a producao de peroxido de hidrogénio a partir do radical superéxido. Contudo,
parte do peréxido de hidrogénio formado é destoxificado pela GSH, justificando o seu
consumo. A reducao de cada molécula de peréxido de hidrogénio envolve o consumo
de duas moléculas de GSH (Valko et al, 2006), pelo que seria de esperar que a diminuicao
de GSH fosse mais acentuada que a diminuigao de peroxidos; no entanto, verifica-se que
a diminuigao de peroxidos é mais acentuada. Este facto podera traduzir o envolvimento
de outras espécies reativas, como o radical 6xido nitrico, peroxinitrito e hipoclorido,

RNS que também reagem com a sonda DCF utilizada para medir a produgao intracelular
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de peroxidos (Rhee et al, 2010). O peroxinitrito forma-se a partir da reagao entre o
radical 6xido nitrico e o radical superdxido, constituindo assim uma espécie secundaria
com maior poder oxidante (Weidinger & Kozlov, 2015), capaz de desencadear respostas
celulares como lesdes membranares, fragmentacio do DNA, peroxidagao lipidica,
libertagao do citocromo C e, consequentemente, apoptose e necrose (Turrens, 2003;
Orrenius et al, 2007; Hrabarova et al, 201 1). Alguns destes eventos celulares foram
observados nas células da linha C2BBel, enfatizando esta hipotese. Para além disso, os
resultados obtidos com a catdlase, implicam o envolvimento do perdxido de hidrogénio
mas também do peroxinitrito, tendo em conta que a catdlase é responsavel pela
destoxificagao de ambas as espécies (Bauer, 2015; Riethmiller et al, 2015). Assim,
depreende-se que o radical superoxido e o peroxinitrito formado a partir deste,
poderao ser as principais espécies reativas envolvidas no mecanismo de citotoxicidade

do AA na linha celular C2BBel.

Nas células da linha celular WiDr, os resultados por nés obtidos propoem que
o mecanismo de agao do acido ascorbico segue o modelo proposto por Chen et al.
(2007), de acordo com o qual o AA atua como um pro-farmaco, induzindo o aumento
de stresse oxidativo que culmina em morte celular. Desta forma, o AA é oxidado com
formacao do radical ascorbil e libertagcao de eletroes. A doagao de eletroes mediada
posteriormente por um iao metdlico leva a formagao do radical superoxido, o qual &,
por sua vez, convertido em peroxido de hidrogénio (Chen et al, 2007; Du et al, 2012;
Wilson et al, 2014). O aumento do radical superoxido associado ao aumento da atividade
da SOD e a diminuicao da GSH, todos eles dependentes do aumento da concentragao
de AA, sao um indicativo do aumento do stresse oxidativo e corroboram o mecanismo
supracitado. Quer as reagoes anteriores se processem no meio intracelular ou no meio
extracelular, o peroxido de hidrogénio formado pode induzir lesdes celulares ou, em
alternativa, ser convertido em espécies ainda mais reativas. Sabe-se que uma das
principais interagoes do peroxido de hidrogénio incluem a sua participagao na reagao de
Fenton, com producao do radical hidroxilo (Manda et al, 2009; Weidinger & Kozlov,
2015). Esta constitui uma ROS extremamente citotoxica, cuja implicagado no mecanismo
de acao do AA é comprovada pelos nossos resultados obtidos com o manitol. A inibigao

do radical hidroxilo pelo manitol anulou o efeito anti-proliferativo do AA, refletido no
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aumento do respetivo valor de ICs,. Estes factos sugerem que, na linha celular WiDr, a
citotoxicidade do AA deve ser mediada pelo radical hidroxilo, apés conversao do
peroxido de hidrogénio. Os estudos das vias de morte anteriormente descritas para esta
linha celular indicaram que o AA induziu disfungao mitocondrial, relacionada com a
deplegao de ATP, conducente a morte celular por necrose. Varios autores referem que
um dos mecanismos de citotoxicidade do AA, quando presente em concentragoes
farmacoldgicas, inclui a deplecao de ATP induzida pelo aumento dos niveis de peréxido
de hidrogénio (Chen et al, 2012b, 2015a; Wilson et al, 2014). A interagao do peréxido
de hidrogénio com os ides ferro origina a formagao do radical hidroxilo, responsavel
por lesoes extensas a nivel do DNA (Du et al, 2015a), também observadas nas células
WiDr apés exposicao a 5 mM de acido ascérbico. De realcar ainda que um estimulo
oxidativo mais intenso, passivel de ser mediado pelo radical hidroxilo, esta associado a
um tipo de morte celular por necrose (Ayyagari & Brard, 2014), maioritariamente

observado na linha celular WiDr apés tratamento com elevadas concentragoes de AA.

Relativamente as células LS1034, estas revelaram ser as mais resistentes ao acido
ascorbico. Este facto podera estar relacionado com a sua resisténcia ao stresse
oxidativo, tendo em consideragao que o AA nao afetou o ambiente redox intracelular
desta linha celular. O tratamento com AA nao induziu alteragdes na produgao do radical
superéxido nem de perdxidos, na expressao de GSH e na atividade da enzima SOD. Em
contraste, os estudos com os inibidores de stresse oxidativo mostraram que, tanto a
catdlase como o manitol, inibiram o efeito anti-proliferativo do AA, implicando o
peroxido de hidrogénio e o radical hidroxilo no seu mecanismo de agao. No entanto,
uma analise cuidada da curva de dose-resposta representada na Figura 37, evidencia que
este efeito inibitorio € anulado para concentragoes de AA mais elevadas. Desta forma,
propoe-se que, na presenca de maiores concentragcoes de AA, as células LS1034
desenvolvem um mecanismo de resisténcia ao stresse oxidativo mediado pelo AA.
Barrera (Barrera, 2012) e Landriscina e seus coautores (Landriscina et al, 2009)
descreveram que alguns tipos de células nao sao diretamente afetados pelo aumento do
stresse oxidativo, devido a sua capacidade de se adaptarem as alteragoes do ambiente
redox. Assim, postula-se que as células da linha LS1034 possam desenvolver essa

resposta adaptativa que lhe permite sobreviver e, de alguma forma, anular quaisquer
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espécies oxidativas formadas. Esta resposta adaptativa podera também estar na origem
da sua conhecida resisténcia a quimioterapia e a radioterapia (Casalta-Lopes et al, 201 I;
Barrera, 2012). Apesar desta resisténcia adquirida, os resultados discutidos
anteriormente mostraram que a exposi¢ao das células LS1034 a 20 mM de acido
ascorbico durante 24 horas inibiu a sua proliferagao celular para cerca de 40%, diminuiu
a viabilidade celular em cerca de 30% e induziu também um efeito genotoxico
estatisticamente significativo. Portanto, tendo em conta que para concentragoes de AA
elevadas, o seu mecanismo de agao nao é mediado por ROS, outras vias poderao estar
envolvidas. Alguns autores propuseram que o AA podera atuar via um mecanismo de
acao a nivel intracelular, nao dependente de ROS, mas dependente da ativagao do
HIF-1a (Vissers et al, 2007; McCarty, 2013; Wilson et al, 2014). Estas hipoteses levaram
a avaliacao da expressao de P53, de VEGF-R| e PGP, possivelmente intervenientes no

efeito citotoxico do AA.

Tendo em conta que as células das trés linhas celulares em estudo possuem
diferentes perfis genéticos, nomeadamente, no que diz respeito a expressao de P53, foi
deveras importante avaliar até que ponto a presenga de acido ascérbico interfere na
expressao desta proteina “reguladora do genoma”. Num estudo realizado por Jinsum
Kim et al., os autores aferiram que a citotoxicidade do AA esta positivamente relacionada
com a expressao de P53, na medida em que uma rede transcripcional regulada por esta

proteina participa no aumento da produgao de ROS associadas ao efeito citotoxico do

AA (Kim et al, 2012).

Os nossos resultados revelaram que as células da linha celular C2BBel nao
expressam a proteina P53, tanto na condicdo controlo como apds exposicao a
concentragcoes milimolares de AA. Este facto, aliado a elevada sensibilidade desta linha
celular ao AA, prova que o acido ascorbico pode induzir morte celular por uma via
independente da P53. Sabe-se também que, de uma forma geral, leses no DNA ou
outro tipo de stresse celular aumentam os niveis da proteina P53, a qual induz a
transcrigao da proteina P21, responsavel pelo bloqueio do ciclo celular na fase G| (Wang
et al, 2015b). Assim, uma vez que a ativagao da via P53/P2| é crucial para o checkpoint

G| (Benada & Macurek, 2015), a auséncia de P53 pode fazer com que as células C2BBel
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prossigam o ciclo celular sem reparagao de possiveis lesoes induzidas pelo AA,

verificando-se o bloqueio do ciclo celular apenas no checkpoint seguinte, isto &, na fase S.

Nas células da linha LSI034, a presenga de concentragoes farmacoldgicas
crescentes de AA nao induziu alteragdes na expressao de P53. A semelhanca do
observado nas células C2BBel, o mecanismo de agao do AA pode ser independente da
P53. Estudos genéticos conduziram a formulagao da hipétese de que tumores com
mutagoes na proteina P53, niveis elevados de BCL-2 ou razao BCL-2/BAX elevada terao
maior propensao para apresentar caracteristicas de resisténcia aos tratamentos (Brown
& Wouters, 1999). Sabe-se ainda que doentes com cancro colorretal com o gene TP53
mutado sao frequentemente resistentes as terapias convencionais, conferindo um
prognostico menos favoravel (Li et al, 2015). Embora a maioria das mutagoes da proteina
P53 resultem na sua inativagao ou disfungao, algumas mutagoes estao descritas como
levando a perda seletiva de fungoes apoptéticas, mesmo que mantenham a capacidade
de induzir o bloqueio do ciclo celular. Outras mutagoes da proteina P53 poderao
torna-la um oncogene, através de mecanismos de ganho de fungao (Wang et al, 201 5b).
Segundo a ATCC, este é o caso da linha celular LS1034, cuja mutagao no gene TP53 lhe
confere propriedades oncogénicas e faz com que regule fracamente a proteina P2l
(American Type Culture Collection, 2015). Como referido anteriormente, o bloqueio
do ciclo celular promovido pela P53 requer a transcrigao da proteina P21, a qual regula
o bloqueio do ciclo celular na fase G| (Wang et al, 2015b). Desta forma, conclui-se que
a lesao induzida pela exposicao da linha celular LS1034 ao AA nao é reconhecido pela
proteina P53, na medida em que, nao so a sua expressao nao é alterada, como também
o bloqueio do ciclo celular se da apenas na fase S. De realgar que, nao obstante as
caracteristicas de quimiorresisténcia descritas para esta linha celular (Casalta-Lopes et
al, 2011), o seu prognodstico menos favoravel conferido pela mutagao no gene TP53 e a
sua capacidade de se adaptar ao aumento do stresse oxidativo, a terapia com AA
mostrou ser eficaz na indu¢do de morte celular por apoptose, por um mecanismo
independente de ROS e da expressao de P53. Estes dados sustentam o potencial clinico
do uso de concentragoes farmacoldgicas de vitamina C como parte da abordagem

terapéutica para o cancro colorretal resistente ao stresse oxidativo.
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Por outro lado, os dados obtidos nas células da linha WiDr mostraram que a P53
pode estar implicada no mecanismo de agao do acido ascérbico, uma vez que se verificou
um aumento da expressao desta proteina com concentragoes crescentes de AA. Os
resultados anteriormente discutidos para esta linha celular mostraram que
concentragoes elevadas de AA induziram morte celular por necrose, como resposta a
um estimulo oxidativo intenso que conduziu a disfungao mitocondrial e energética, com
deplegao de ATP que culminou em lesoes irreparaveis no DNA. O papel central da P53
como sensor a multiplos estimulos de stresse, conducentes a morte celular por
apoptose ou por autofagia, foi ja amplamente descrita (Brown & Wouters, 1999; Sui et
al, 201 I; Wang et al, 2015b). Contudo, estudos recentes apontam também para um novo
papel desta proteina como moduladora da necrose (Nikoletopoulou et al, 2013). Como
resposta ao stresse oxidativo, a P53 acumula-se na matriz mitocondrial e desencadeia a
abertura do poro de permeabilidade transitoria mitocondrial e, posteriormente, o
processo necroético por interagao fisica com a ciclopilina D (CypD, do inglés cyclophilin
D) (Vaseva et al, 2012). Apesar deste estudo ter sido realizado no ambito de lesoes
cerebrais, o principal estimulo estudado foi a indugao de stresse oxidativo, denominador
comum verificado nas células WiDr apos exposicao ao AA. Assim, depreende-se que
esta podera constituir uma via de intervenc¢ao da P53 no mecanismo de citotoxicidade

mediado pelo AA, que nesta linha celular culminou em morte celular por necrose.

Outro mecanismo de agao do acido ascorbico, recentemente descrito, diz
respeito a sua agao a nivel intracelular pela inibicao da ativagao do HIF-1a (Du et dl,
2012; Wilson et al, 2014). Kawada e seus coautores demonstraram que elevadas
concentragoes de AA reduzem o crescimento das células de leucemia humana, pela
inibicao da transcricao do HIF-/a e consequente diminuigao da expressao de proteinas
anti-apoptoticas da familia BCL-2, reguladas pela via do HIF-Ia, tais como a MCL-1| (do
inglés, myeloid cell leukemia 1), a BCL-XL e a BCL-2 (Kawada et al, 201 3). Para além disso,
um estudo observacional retrospetivo, usando amostras de tecido normal e de tecido
tumoral de 49 doentes com cancro colorretal, mostrou que a maior concentragao de
AA nas amostras tumorais estava associada a uma diminuigao da ativagao do HIF-la

(Kuiper et al, 2014). Por outro lado, sabendo que o VEGF é produzido apos ativagao
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desta via (Olsson et al, 2006; Vissers et al, 2007), é de esperar que o AA possa também
desempenhar um papel importante na angiogénese tumoral pela modulagio da
expressao de VEGF. De facto, o papel anti-angiogénico do AA em modelos in vitro e in

vivo foi ja demonstrado por diferentes autores (Mikirova et al, 2008, 2010).

A hipotese sobre a influéncia do acido ascorbico na expressao do recetor | do
VEGF nao foi confirmada nas células das trés linhas celulares em estudo, na medida em
que o tratamento com AA nao induziu alteragoes na expressao deste recetor de forma
dependente da concentragao. Assim, conclui-se que o papel anti-angiogénico do AA,

descrito por alguns autores, depende do tipo de cancro e das linhas celulares.

Segundo Casalta-Lopes e seus coautores, a quimiorresisténcia da linha celular
LS1034 deve-se, em parte, a elevada expressao da proteina de efluxo PGP, uma
glicoproteina de 170 kDa que transporta varios substratos contra o seu gradiente de
concentragao (Casalta-Lopes et al, 2011). Resultados apresentados anteriormente
permitiram inferir que esta € a linha celular mais resistente ao efeito citotoxico do acido
ascorbico. Assim, avaliamos a expressao desta proteina na presenga de concentragoes
crescentes de AA com o intuito de perceber se influencia a resisténcia ao AA. Porém,
os dados obtidos mostraram que nenhuma das concentragoes de AA testadas induziu
alteragoes na expressao de PGP, presumindo-se assim nao haver qualquer correlagao
entre a menor sensibilidade da linha celular LS1034 e um possivel mecanismo de

extrusao de AA associado a PGP.

Estudos de farmacocinética

A farmacocinética do acido ascorbico € um topico deveras importante quando
se pretende estudar o seu efeito e potencial mecanismo de ag¢ao a nivel da célula tumoral.
Apesar da maioria dos mamiferos ser capaz de sintetizar a vitamina C a partir da
D-glicose no figado, o ser humano nao possui a enzima L-gulonolactona oxidase que
permite a sua biossintese, estando assim dependente da dieta para a sua obtengao

(Lutsenko et al, 2004; Corti et al, 2010; Zanoni et al, 2013). Contudo,
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independentemente da sua biodisponibilidade, todas as células animais estao
estritamente dependentes de transportadores de vitamina C funcionais, que determinam
a sua distribuicao entre os meios intra e extracelular (Savini et al, 2008; Chen et dl,
2012a). Tal como referido anteriormente, a vitamina C pode ser transportada para o
interior da célula na sua forma oxidada (DHA) pelos GLUTs (nomeadamente GLUT-1 e
GLUT-3) e na sua forma reduzida (AA) pelos SVCT-1 e SVCT-2 (Lutsenko et al, 2004;
Savini et al, 2008).

Primeiramente foi avaliada a expressao membranar basal dos transportadores
supracitados, isto &, na auséncia de AA. Os resultados obtidos por citometria de fluxo
mostraram que as células das trés linhas celulares expressavam os quatro tipos de
transportadores analisados. Verifica-se também uma maior expressao basal de GLUT-I
relativamente ao GLUT-3 nas trés linhas celulares. Apenas as células LS1034 apresentam
diferengas significativas entre a expressao basal de SVCTs, com maior expressao de
SVCT-1 relativamente ao SVCT-2. De uma forma geral, varios autores reportaram a
existéncia de GLUT-1 (Huang et al, 2013; Li et al, 2014; Chen et al, 2015b) e de
GLUT-3 (Chung et al, 1999; Maulén et al, 2003; Huang et al, 2013) em linhas celulares de
cancro colorretal. Contudo, existe apenas um estudo realizado numa linha celular de
adenocarcinoma colorretal com referéncia a expressao de SVCT-1 e de SVCT-2 (Maulén
et al, 2003). Tendo em conta a escassa literatura relativamente a expressao de SVCTs
em linhas celulares de cancro colorretal e com o intuito de conferir maior robustez aos

nossos dados, a expressao de SVCTs foi também avaliada por western blot.

Os estudos de citometria e de western blot mostraram que, na presenga de acido
ascorbico, as células apresentam alteragoes na expressao dos transportadores, contudo,
as alteragoes sao dependentes da concentragao de AA, da linha celular e do tipo de
transportador. Possiveis diferencas observadas entre as duas técnicas usadas para a
andlise da expressao de SVCTs, a citometria de fluxo e o western blot, devem-se as
diferengas dos parametros analisados. Real¢a-se o facto da maior concentragao testada
em ambas as técnicas ter sido diferente, por questoes experimentais anteriormente
explicadas na seccao dos Materiais e métodos, e o facto de no western blot se ter

analisado a expressao de proteina total, enquanto na citometria de fluxo se analisou
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apenas a expressio membranar. E importante também referir que a auséncia de dados
relativos ao tratamento com 5 mM de acido ascorbico, aquando do estudo da expressao
de SVCT-1 nas células da linha celular C2BBel por western blot, se deveu a limitagoes
experimentais por insuficiente quantidade de proteina. Paralelamente a analise dos
transportadores, a percentagem de captagao de AA pelas células das linhas celulares foi
estimada por correlagao com a percentagem de captagao do complexo radiomarcado
?"Tc-AA. A obtengao de um complexo radiomarcado com eficiéncia de marcagio acima
dos 90% e estavel até aos 180 minutos viabilizou a sua utilizagao para averiguar o influxo

de AA.

Nas células da linha C2BBel verificou-se que o tratamento com |10 mM de acido
ascorbico induziu o aumento estatisticamente significativo da expressao de GLUT-1, de
SVCT-1 e de SVCT-2. Por outro lado, os estudos de captagao evidenciaram uma
captacao maxima de 0,34+0,04% aos 90 minutos, tempo em que se verificaram
diferencas estatisticamente significativas com o ”"TcO,. Um aspeto curioso destes
resultados é que, apesar da percentagem de captagao maxima ser bastante reduzida, a
expressao de transportadores aumentou, comparativamente com a condigao controlo,
quando adicionamos AA, em especial com a concentragao de |10 mM. Maulén e
coautores mostraram que as células CaCo-2 expressam os transportadores SVCT-I e
SVCT-2 funcionais, de modo a serem capazes de captar acido ascoérbico (Maulén et al,
2003). Considerando que as células C2BBel sao um clone das células CaCo-2 (Straub
et al, 2013), espera-se que os transportadores SVCT-1 e SVCT-2 sejam igualmente
capazes de transportar diretamente o AA, aumentando a sua concentragao intracelular.
E de realcar que os estudos de captacio foram realizados durante 2 horas, enquanto a
expressao dos transportadores foi analisada apos 24 horas de exposi¢ao ao AA. Esta
diferenca de tempo poderi justificar o reduzido influxo de AA durante as duas horas de
avaliagao. Tendo em conta que, apos exposicao a 10 mM de AA, o aumento dos SVCTs
foi mais evidente em detrimento do GLUT-I, esta hipotese é enfatizada pelo facto do
DHA ser rapidamente transportado para o interior da célula pelos transportadores de
glicose em questao de minutos, enquanto o ascorbato leva horas a ser transportado
visto que requer a presenca de transportadores dependentes de sodio (May et al, 2003).

O aumento da expressao de GLUT-1 indica também que a concentragao intracelular de
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AA podera aumentar por um mecanismo de transporte indireto. No meio extracelular,
o AA é oxidado com formagao de DHA, o qual é transportado via GLUT-| para o
interior da célula, onde é rapidamente reduzido formando novamente AA (Corti et dl,
2010; Wilson et al, 2014). Assim, postula-se que a maior sensibilidade da linha celular
C2BBel ao AA possa dever-se as lesoes causadas pela presenga de AA tanto no meio

extracelular como no meio intracelular.

Em suma, tal como ilustrado na Figura 47, os resultados obtidos nas células da
linha C2BBel indicam que o AA induziu citotoxicidade através de um mecanismo
dependente de ROS, com ativagao da via intrinseca da apoptose e do processo necrético
para as concentragoes mais elevadas de AA. O acido ascérbico podera atuar a nivel
extracelular mediando a produgao de peréxido de hidrogénio o qual &, em parte,
destoxificado pela GSH a nivel intracelular. Por outro lado, a maior fonte de ROS parece
ser mediada pela presenga de AA no interior da célula, cujo influxo é feito diretamente
pelo SVCT-1 e pelo SVCT-2, mas também por uma via indireta mediada pelo GLUT-1.
Uma vez no interior da célula, a conversio de AA em radical ascorbil disponibiliza
eletroes ao oxigénio molecular, aumentando a produgao intracelular de radical
superdxido. O aumento desta ROS podera ser responsavel pela disrupgao abrupta do
Ay, com consequente desencadeamento da via intrinseca da apoptose, com ativagao
da caspase-9. Concentragoes mais elevadas de AA irao originar maior producao de
radical superdéxido, com maior impacto na disfuncdo mitocondrial e consequente
deplegao de ATP a um nivel que comprometa a sobrevivéncia da célula e o término do
processo apoptotico, culminando assim em morte celular por necrose. Para além disso,
o radical superdéxido podera reagir com o 6xido nitrico com formagao de peroxinitrito,

RNS responsavel pela fragmentagao do DNA e pela morte celular.

A exposicao das células da linha LS1034 a concentragdes crescentes de acido
ascorbico levou ao aumento da expressaio membranar de GLUT-3 e de SVCT-2, assim
como, ao aumento da percentagem de captagao ao longo do tempo do complexo
radiomarcado ”"Tc-AA relativamente ao " TcOy. Estes dados indicam que nesta linha
celular o AA entra na célula onde ira exercer o seu efeito citotdxico. Aparentemente,

quando presente em baixas concentragoes (5 mM), o AA é preferencialmente
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transportado na sua forma oxidada via GLUT-3; contudo, quando presente em altas

concentragoes (20 mM) o transporte passa a ser por via direta, pelo SVCT-2.
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Figura 47: Esquema representativo do mecanismo de agao do acido ascérbico nas células C2BBel.
Elaborado com recurso a Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0
Unported License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). Legenda: AA,
acido ascorbico; DHA, acido dehidroascorbico; GLUT-1, transportador GLUT-1; SVCT-1, transportador
SVCT-1; SVCT-2, transportador SVCT-2; AA®, radical ascorbil; e, eletrio; Fe¥, ido férrico; Fe?, ido
ferroso; O,*, radical superéxido; m» potencial de membrana mitocondrial; BAX, proteina BAX; Cit C,
citocromo C; Casp-9, caspase-9; ATP, adenosina trifosfato; NO®, 6xido nitrico; ONOQO", peroxinitrito;
P53, proteina P53.

Em suma, tal como ilustrado na Figura 48, os dados obtidos na linha celular
LS1034 sugerem que elevadas concentragoes de acido ascorbico sao capazes de
ultrapassar os mecanismos de resisténcia e de adaptagao ao aumento de stresse
oxidativo inerentes a esta linha celular, com inibi¢ao da proliferagao, perda da capacidade
clonogénica, diminuigao da viabilidade celular e indugio de morte por apoptose. O
mecanismo de agao do AA na linha celular LS1034 é independente de ROS e da P53,
mas dependente da sua entrada na célula. Uma vez no interior da célula, o AA ira ativar
uma via de morte celular por apoptose independente de caspases. O aumento da
proteina pro-apoptotica BAX e a disrupgao do Ay, resultarao na libertagao da proteina

AIF da mitocondria para o nucleo. No nucleo, a proteina AlF ird exercer a sua fungao
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pro-apoptotica iniciando a fragmentagao do DNA que conduzira a célula até a morte.

AA

apoptéticos

APOPTOSE

Independente
de caspases

Figura 48: Esquema representativo do mecanismo de acao do acido ascérbico nas células LS1034.
Elaborado com recurso a Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0
Unported License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). Legenda: AA,
acido ascorbico; DHA, acido dehidroascorbico; GLUT-3, transportador GLUT-3; SVCT-2, transportador
SVCT-2; ROS, espécies reativas de oxigénio; m, potencial de membrana mitocondrial; BAX, proteina
BAX; AIF, proteina mitocondrial indutora de apoptose; P53, proteina P53; Casp, caspases.

Nas células da linha WiDr, os estudos de farmacocinética indicaram que
concentragoes crescentes de acido ascorbico induzem o aumento da expressao
membranar dos transportadores de glicose, o GLUT-1 e o GLUT-3, contudo, nao
alteram a expressao de SVCT-I nem de SVCT-2. Os estudos de captagao mostram nao
haver diferencas entre a captagio do complexo radiomarcado " Tc-AA e do controlo
”"TcOy. Tendo em conta que o DHA é transportado pelos GLUTs em minutos (May
et al, 2003), os dados obtidos sugerem que o aumento da expressao membranar de
GLUT-1 e de GLUT-3 nao se traduziu na captagao de AA para o interior da célula, nem
por via direta nem por via indireta. Desta forma, conclui-se que na linha celular WiDr o
AA exerce a sua fungao anti-tumoral apenas a nivel extracelular. A agao citotoxica e
genotoxica do AA sem requerer a sua acumulagao intracelular € um mecanismo de agao

sugerido por diversos autores em varios tipos de cancro e linhas celulares (Chen et dl,
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2007, 201 5a; Duarte et al, 2007).

Em suma, tal como ilustrado na Figura 49, nas células WiDr, o mecanismo de
citotoxicidade é desencadeado pela auto-oxidagao do AA no meio extracelular que ira
mediar a produgao de radical superdxido e, por agao da SOD, a formagao de peroxido
de hidrogénio. A difusao passiva do peroxido de hidrogénio e a sua reduzida reatividade

permite a difusao pela célula.

11 [AA]
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Figura 49: Esquema representativo do mecanismo de agao do acido ascorbico nas células WiDr. Elaborado
com recurso a Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License.
To view a copy of this license, visit http://creativecommons.orgllicenses/by/3.0/). Legenda: AA, acido ascérbico;
AA°®, radical ascorbil; e, eletrio; Fe**, ido férrico; Fe?', ido ferroso; O,*, radical superoxido; SOD,
superoxido dismutase; OH?®, radical hidroxilo;  n, potencial de membrana mitocondrial; BAX, proteina
BAX; Cit C, citocromo C; Casp-9, caspase-9; ROS, espécies reativas de oxigénio; ATP, adenosina
trifosfato; P53, proteina P53; Cyp D, ciclopilina D; PPTM, poro de permeabilidade transitéria mitocondrial.

Quanto maior a concentracao de AA, mais intenso sera o estimulo oxidativo
com maior producao de ROS. Uma vez dentro da célula, o peroxido de hidrogénio ira
converter-se em radical hidroxilo, pela reagao de Fenton, uma ROS capaz de interagir
com varias moléculas, nomeadamente induzir lesées no DNA, lipidos e proteinas. O

aumento de stresse oxidativo conduzirda a despolarizagio da membrana externa
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mitocondrial e, naturalmente, ao desencadeamento de morte celular por apoptose.
Concentragoes de AA mais elevadas induzem disfuncao mitocondrial acrescida de
disfungao energética que promove a deplegao de ATP. Na auséncia de ATP, as caspases
sao inibidas e o processo apoptotico nao ocorre, fenomeno que conduz a célula a morte
por necrose. Paralelamente, o aumento do stresse oxidativo induz a acumulagao da P53
na matriz mitocondrial com desencadeamento da abertura do poro de permeabilidade
transitéria mitocondrial e, posteriormente, do processo necrotico por interagao fisica

com a CypD.
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CAPITULO V

CAPITULO V - VITAMINA C E SEUVU EFEITO

QUIMIOSSENSIBILIZANTE

E uma evidéncia a necessidade de novas abordagens terapéuticas para o
tratamento do cancro, nomeadamente do cancro colorretal (Prasad et al, 1999).
Aproximadamente 50% dos doentes com cancro colorretal terio uma evolugao
incuravel da doenca, quer seja recorréncia local ou metastatica. Tanto estes doentes
como aqueles que sao candidatos a tratamento de quimioterapia noutro estadio da
doenga serao tratados com regimes de quimioterapia, idealmente de primeira linha.
Regimes de combinagao de 5-FU/LV com oxaliplatina (FOLFOX) ou de 5-FU/LV com
irinotecano (FOLFIRI) providenciam taxas de resposta elevadas, maior sobrevivéncia
livre de progressao da doenga e maior taxa de sobrevivéncia em comparagao com a
administragao de 5-FU/LV isoladamente (Oostendorp et al, 2010; Catenacci et al, 201 I).
Contudo, além dos beneficios destes regimes terapéuticos, os potenciais riscos e
privagao de qualidade de vida dos doentes tém de ser avaliados, tendo em conta os
inilmeros efeitos secundarios e toxicidade inerentes a estas terapias. Assim, uma das
abordagens, que ha muito tem sido proposta por diversos autores, € a combinagao de
concentragoes farmacoldgicas de vitamina C com concentragoes reduzidas de farmacos
quimioterapéuticos convencionalmente usados, de modo a diminuir os seus efeitos

adversos (Espey et al, 201 |; Vollbracht et al, 201 |; Gilloteaux et al, 2014; Ma et al, 2014).
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MATERIAIS E METODOS

Este capitulo visa apresentar a descrigao de todas as metodologias necessarias a
concretizagao dos estudos de combinagao do AA com a quimioterapia convencional.
Esta avaliagao incluiu a realizagao de estudos in vitro e culminou na sua translagao para o

ambiente in vivo, utilizando modelos animais de cancro colorretal.

Estudos in vitro

Foi estudado o efeito da combinagao de acido ascérbico com trés farmacos de
quimioterapia convencional, nomeadamente o 5-FU, a oxaliplatina e o irinotecano. Para
tal, este estudo teve por base o desenho experimental proposto por Straetemans et al.
que visa averiguar a presenca de sinergia entre dois compostos através de um modelo
paramétrico de desenho em raio (Straetemans et al, 2005). Os compostos sao
combinados em quantidades tais que a proporgao entre eles seja constante. O calculo
das concentragoes de cada composto, necessarias para a execu¢ao dos ensaios

experimentais, foi feito considerando a mistura Z e de acordo com a equagao 6,
Z=fA+Q1 f)B (6)

em que A corresponde ao ICs, do acido ascérbico e B ao do farmaco quimioterapéutico,
determinados para um tempo de incubagao de 96 horas; e f é considerado o fator de
mistura, que pode assumir valores de 0 a |, e que corresponde a proporgao em que os
compostos sao combinados. Para o calculo do valor de Z, estabeleceu-se o valor de f
como sendo 0,5 (em que ambos os compostos estao na mesma propor¢ao) ou 0,75
(com o acido ascorbico em maior proporgao do que o agente quimioterapéutico). O
desenho em raios esta ilustrado na Figura 50, onde cada raio corresponde a um valor f
especifico e os pontos representam as diferentes combinagoes de concentragoes de

compostos.

O farmaco irinotecano, doravante designado por Iri no capitulo dos resultados,
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foi cedido pelos Servicos Farmacéuticos do Centro Hospitalar e Universitario de
Coimbra, no ambito de um protocolo previamente estabelecido, enquanto o 5-FU
(Sigma, F6627) e a oxaliplatina (Sigma, O9512), doravante designada por Oxa no capitulo
dos resultados, foram adquiridos comercialmente. Antes da aplicagdio do modelo
experimental de combinagao de farmacos, foi necessario determinar o valor de ICs, dos
farmacos quando administrados isoladamente nas células das trés linhas tumorais em
estudo. Para tal, trataram-se as células com concentragoes crescentes de 5-FU (0,5 a
480 pM), de Iri (5 2 200 pM) ou de Oxa (I a 120 pM). Para os ensaios com 5-FU e com
Iri, foram realizados dois controlos: culturas celulares em que nao houve administragao
de nenhum composto e culturas celulares tratadas com o solvente do 5-FU e do Iri, ou

seja, com DMSO.

£=0,75

L f=0,5

[A]
£=0,25

f=0

[B]

Figura 50: Representagio do esquema de raios para combinagio de firmacos. O eixo das abcissas
corresponde a concentragao do composto B (farmaco quimioterapéutico) e o eixo das ordenadas
corresponde a concentragao do composto A (AA). Cada raio corresponde a um valor especifico de f e
os pontos representam as diferentes combinagoes usadas para cada valor de f. Adaptado de (Straetemans
et al, 2005).

Avaliacdo da proliferacdo celular pelo ensaio SRB

A avaliagao da proliferagao celular foi feita usando o método do SRB descrito
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anteriormente no Capitulo Ill, com posterior calculo dos respetivos valores de I1Cs,. No
caso do 5-FU e do Iri, a percentagem de proliferagao foi calculada relativamente as

culturas tratadas com DMSO, correspondendo esta a 100%.

Apods a obtengao de todos os valores de ICs;, dos varios compostos em
monoterapia, foi possivel calcular o valor de Z para f=0,5 e para f=0,75. Posteriormente
definiram-se sete variagoes crescentes deste valor, o que correspondeu a sete
combinag¢oes diferentes em cada linha celular, de acordo com a Tabela 7 e a Tabela 8.
Apos incubagao das células tumorais com as respetivas concentragoes de acido
ascorbico em combinagao com o farmaco (5-FU, Oxa ou Iri) durante 24 horas, 48 horas,
72 horas e 96 horas, avaliou-se a proliferagao celular através do ensaio SRB, de acordo

com o método descrito anteriormente e obtengao das respetivas curvas dose-resposta.

Para a obtengao das curvas dose-resposta, no eixo das ordenadas representou-
se a percentagem de proliferagao celular relativamente ao controlo e no eixo das
abcissas representou-se o logaritmo de a, onde a representa os valores que se
multiplicam pela constante Z para obter as diferentes combinagdes. Para f=0,5, a escolha
de valores de a superiores a 2 implica o uso de concentragdes superiores as do |Cs.
Por outro lado, o facto dos valores de a variarem consoante a linha celular deve-se as
diferencgas dos ICs, obtidos em monoterapia e as concentragoes de AA que podem ser
usadas, as quais sao limitadas pela solubilidade maxima do AA em agua. Em suma, os
valores de a foram escolhidos tendo em conta trés fatores: o ICs, do AA obtido para
cada linha celular, a solubilidade do AA em 4gua e a obtencao de curvas dose-resposta
que nos permitissem determinar a existéncia ou nao de sinergia inerente a combinagao
dos compostos. A aplicagago do modelo matematico paramétrico proposto por
Straetemans et al. permitiu ainda calcular o indice de combinagao (IC) e, assim, averiguar
a existéncia de efeito sinérgico (IC<I), de efeito aditivo (IC=1) ou de efeito antagonico

(IC>1) (Straetemans et al, 2005).
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Tabela 7: Concentragées de acido ascorbico (AA), 5-Fluorouracilo (5-FU), oxaliplatina (Oxa) e irinotecano
(Iri) presentes em cada mistura, para f=0,5, para avaliar a proliferagao celular das células das linhas C2BBel,

LS1034 e WiDr.

C2BBel
AA + 5-FU AA + Oxa AA + Iri
Variaco .
Condicses  dez | [AA [5-FU] | [AA] [Oxa] [AA] [Iri]
(a2) (mM) (uM) (mM) (uM) (mM) (UM)
Al 0.25Z 0.10 2.51 0.10 0.28 0.10 1.48
A2 0.5Z 0.20 5.03 0.20 0.55 0.20 2.97
A3 Z 041 10.05 041 .11 041 5.93
A4* 2Z 0.82 20.10 0.82 2.21 0.82 11.87
A5 47 1.64 40.20 1.64 442 1.64 23.73
Ab 6Z - - 2.45 6.63 2.45 35.60
A7 8Z 3.27 80.40 3.27 8.84 3.27 47 46
LS1034
AA + 5-FU AA + Oxa AA + Iri
Variacoes .
Condiges g [AA]  [5-FU] | [AA] [Oxa] [AA] [Iri]
(a2) (mM) (uM) (mM) (uM) (mM) UM)
Al 0.25Z 0.67 0.84 0.67 0.25 0.67 0.59
A2 0.5Z 1.34 .67 1.34 0.50 1.34 1.19
A3 Z 2.68 3.35 2.68 1.01 2.68 2.38
A4 1.5Z 4.03 5.02 4.03 1.51 4.03 3.57
A5* 2Z 5.37 6.69 5.37 2.01 5.37 4.76
Ab 3Z 8.05 10.04 8.05 3.02 8.05 7.14
A7 4Z - - 10.73 4.02 10.73 9.52
WiDr
AA + 5-FU AA + Oxa AA + Iri
Variago .
Condicses  dez | MM FUL | [AAl [Oxal | [AA] [ir]
(a2) (mM) (uM) (mM) (uM) (mM) UM)
Al 0.25Z 0.74 0.35 0.74 1.03 0.74 0.22
A2 0.5Z 1.48 0.71 1.48 2.05 1.48 0.44
A3 yA 295 1.41 2.95 4.11 295 0.88
A4 1.5Z 443 2.12 443 6.16 443 1.33
AS5* 2Z 5.90 2.82 5.90 8.21 5.90 1.77
Ab 3Z 8.86 423 8.86 12.32 8.86 2.65
A7 47 - - 11.81 16.42 11.81 3.54

*Condigdo correspondente a combinagio dos ICso de ambos os compostos. a representa os valores crescentes

multiplicados pela constante Z para obtengio das diferentes combinagoes.
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Tabela 8: Concentragées de acido ascorbico (AA), 5-Fluorouracilo (5-FU), oxaliplatina (Oxa) e irinotecano
(Iri) presentes em cada mistura, para f=0,75, para avaliar a proliferagdo celular das células das linhas

C2BBel, LS1034 e WiDr.

C2BBel
AA + 5-FU AA + Oxa AA + Iri
Variagoes .
Condices g [AA] [5-FU] [AA] [Oxa] [AA] [Iri]
(a2) (mM) uM) (mM) (M) (mM) (M)
Bl 0.257 0.15 1.26 0.15 0.14 0.15 0.74
B2 0.5Z7 0.31 2.51 0.31 0.28 0.31 |.48
B3 y4 0.6l 5.03 0.6l 0.55 0.6l 297
B4 27 1.23 10.05 1.23 .11 1.23 5.93
B5 47 2.45 20.10 2.45 2.21 2.45 11.87
Bé 67 - - 3.68 3.32 3.68 17.80
B7 87 491 40.20 49| 4.4 49| 23.73
LS1034
AA + 5-FU AA + Oxa AA + Iri
Condices Va;‘g@;es [AA] [5-FU] [AA] [Oxa] [AA] [Iri]
(a2) (mM) (M) (mM) (M) (mM) kM)
Bl 0.257 1.0l 0.42 1.0l 0.13 1.0l 0.30
B2 0.5Z 2.01 0.84 2.01 0.25 2.01 0.59
B3 y4 4.03 .67 4.03 0.50 4.03 1.19
B4 |.5Z 6.04 251 6.04 0.75 6.04 .78
B5 27 8.05 3.35 8.05 1.0l 8.05 2.38
B6 3Z 12.08 5.02 12.08 1.51 12.08 3.57
B7 47 - - 16.10 2.01 16.10 476
WiDr
AA + 5-FU AA + Oxa AA + Iri
Variagoes .
Condices g [AA] [5-FU] [AA] [Oxa] [AA] [Iri]
(a2) (mM) uM) (mM) (M) (mM) (M)
Bl 0.257 111 0.18 111 0.51 111 0.11
B2 0.5Z 2.21 0.35 2.21 1.03 2.21 0.22
B3 y4 443 0.71 443 2.05 443 0.44
B4 |.5Z 6.64 1.06 6.64 3.08 6.64 0.66
B5 27 8.86 .41 8.86 4.1 8.86 0.88
Bé 3Z 13.28 2.12 13.28 6.16 13.28 1.33
B7 47 - - 17.71 8.21 17.71 1.77

a representa os valores crescentes multiplicados pela constante Z para obten¢io das diferentes combinagdes.
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Analise do ciclo, viabilidade e morte celulares

Com o intuito de avaliar o efeito da terapia combinada no ciclo celular, assim
como, na viabilidade celular e nos tipos de morte celular induzida, as células foram
tratadas durante 48 horas com as concentragoes descritas na Tabela 9. Para as condicoes
cujo efeito anti-proliferativo foi mais notério, avaliou-se também o potencial de
membrana mitocondrial, a expressao das proteinas BAX e BCL-2 e a expressao do
recetor VEGF-RI por citometria de fluxo, e a expressao da caspase-9 e da proteina P53

por western blot.

Os protocolos de citometria de fluxo utilizados foram os descritos previamente
no Capitulo IV. Na andlise por western blot, utilizaram-se os métodos descritos
anteriormente, excetuando o passo da eletrotransferéncia. Nestes estudos a
eletrotransferéncia foi realizada em meio semi-humido, com recurso ao equipamento
Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad), com intensidade de corrente constante de 1,3 A
durante 7 minutos para a detegao da P53, e intensidade de corrente constante de 1,5 A
durante 10 minutos para a detegao da caspase-9. Os restantes passos foram feitos de

acordo com os métodos descritos no Capitulo IV para a analise destas proteinas.

Tabela 9: Concentragoes de acido ascérbico (AA), 5-Fluorouracilo (5-FU), oxaliplatina (Oxa) e irinotecano
(Iri) utilizadas na terapia combinada das células das linhas C2BBel, LS1034 e WiDr para a realizagao dos
estudos de citometria de fluxo e western blot.

T AA +5-FU AA + Oxa AA + Iri
coier | copg | A TBT | oy AT IOl g AT )
C2BBel B4 1,23 10,05 B3 0,61 0,55 B4 1,23 5,93
LS1034 B5 8,05 3,35 B3 4,03 0,50 B3 4,03 1,19
WiDr B5 8,86 1,41 B3 4,43 2,05 B4 6,64 0,66

Estudos in vivo

No desenvolvimento de novas terapias para o combate de doengas como o
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cancro, a comunidade cientifica depende fortemente de estudos com animais, os quais
providenciam um quadro de respostas que servem de base para os ensaios clinicos
(Reagan-Shaw et al, 2008). Assim, os estudos in vivo sao ferramentas que permitem avaliar
questoes biologicas de grande impacto clinico. A sua realizagao € por isso imprescindivel,
na medida em que estes estudos envolvem toda a complexidade conferida pelos 6rgaos

e sistemas e suas interagoes, incluindo a interveniéncia do microambiente tumoral.

Desenvolvimento do modelo xenotransplante

Com os estudos seguidamente descritos, pretendeu-se averiguar o efeito da
combinagao do acido ascérbico com os trés farmacos convencionalmente utilizados em
regimes quimioterapéuticos num modelo em que estivesse presente o microambiente
tumoral. Para tal utilizou-se um modelo animal de xenotransplante heterotopico,
caracterizado pela inoculagao das células tumorais humanas, por via subcutinea, num
local diferente do seu local de origem. Apesar das células tumorais nao serem inoculadas
no seu local de origem, este modelo animal apresenta inlmeras vantagens que justificam
a sua utilizacao. Entre elas destaca-se a obtencao de massas tumorais solidas, claramente
visiveis e de localizagao atingivel que favorece a monitorizagao diaria do volume tumoral,
e que aumenta a facilidade de acesso para a execugao de bidpsias. A area inoculada é,
usualmente, uma area de boa expansao devido a mobilidade da pele, e uma area bastante

vascularizada o que contribui para o desenvolvimento rapido do tumor (Priolli et al,

2012).

Para o desenvolvimento do modelo animal utilizaram-se ratinhos Balb/c nu/nu,
adquiridos aos Laboratérios Internacionais Charles River, Inc (Espanha). Os animais foram
mantidos em sala de climatizagao adequada, sujeitos a ciclos de 12 horas de luz diarias.
Esta estirpe de ratinhos imunodeprimidos é portadora de uma mutagao no cromossoma
I (Foxnlnu-), que resulta na auséncia de timo e consequente escassa produgao de
células T, tornando-os capazes de aceitar células humanas sem posterior rejeicao (Priolli
et al, 2012; Campbell & Dachs, 2014). Para a concretizagao deste estudo foram utilizados

50 animais. Os ensaios foram realizados de acordo com os requisitos nacionais para a

190



CAPITULO V

pesquisa em animais vertebrados descritos na Diretiva 2010/63/EU e estabelecidos pela
Convengdo Europeia sobre a Protecdo dos Animais Utilizados para Fins Experimentais e Outros

Fins Cientificos.

Apesar de varias tentativas terem sido feitas com o intuito de desenvolver
xenotransplantes das trés linhas celulares, o procedimento nao foi eficaz e reprodutivel
com as células C2BBel e LSI1034. Desta forma, apenas foram desenvolvidos
xenotransplantes da linha celular WiDr. Tendo em vista a obtengao dos mesmos, cerca
de 7 milhoes de células da linha celular WiDr foram inoculadas no dorso de cada animal.
Apos a inoculagao das células, o peso e o crescimento tumoral foi monitorizado de dois
em dois dias. Também foi dada atengao ao comportamento e estado geral de saude dos

animais. O volume tumoral foi determinado através da equagao 7,

Ep X(Em)?
V= = ()
2
em que Ey representa o eixo maior do tumor e E,, o eixo menor (Dagrosa et al, 2003).
Os tratamentos foram iniciados quando os tumores atingiram um volume de 300 a

500 mm°.

Tratamento

De acordo com o objetivo experimental, foram utilizados oito grupos de animais:
(I) grupo controlo, constituido por 6 ratinhos, nao sujeito a qualquer tratamento; (ll)
grupo AA, constituido por 8 ratinhos, sujeito a monoterapia com acido ascorbico; (ll1)
grupo 5-FU, constituido por 6 ratinhos, sujeito a monoterapia com 5-fluorouracilo; (V)
grupo AA+5-FU, constituido por 4 ratinhos, sujeito a terapia combinada de AA e 5-FU;
(V) grupo Oxa, constituido por 6 ratinhos, sujeito a monoterapia com Oxa; (VI) grupo
AA+Oxa, constituido por 6 ratinhos, sujeito a terapia combinada de AA e Oxa; (VII)
grupo Iri, constituido por 6 ratinhos, sujeito a monoterapia com lIri; (VIIl) grupo AA+Iri,
constituido por 8 ratinhos, sujeito a terapia combinada de AA e Iri. Tendo em conta a

politica dos 3R’s (reduzir, reutilizar e reciclar) aplicada aos estudos com animais, nao se
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constituiu um grupo controlo para o veiculo de administragao de cada composto, uma
vez que os veiculos de administragao usados foram agua ou NaCl a 0,9%. Nestes estudos,
ao contrario dos estudos in vitro, foi possivel a utilizagao de agua e de NaCl como veiculo
de administragao de 5-FU e de Iri, respetivamente, ao invés de DMSO. A administragao
de volumes maiores permite a utilizagao de solugdes com concentragoes de farmaco
muito inferiores as concentragoes necessarias para os estudos in vitro, em que os
volumes de farmaco a administrar sio muito reduzidos e, consequentemente, implicam
o uso de solugoes mais concentradas que ultrapassam, muitas vezes, o limite de

solubilidade do 5-FU em 4gua e do Iri em NaCl.

Os esquemas de administragao dos compostos tiveram por base a literatura
existente, considerando-se o dia 0, aquele em que se iniciou a terapia. O tratamento
com AA (grupo ll) foi baseado no protocolo utilizado por Mamede et al. e consistiu na
administragao diaria de uma solugao aquosa de acido ascorbico na concentragao de
150 mg/kg, injetada por via intraperitoneal, nos dias 0 a 4 e nos dias 7 a || (Mamede et
al, 2012b). Para o tratamento com 5-FU (grupo Ill) adaptou-se o protocolo utilizado por
Pegram et al., em que o 5-FU foi administrado por via intraperitoneal na concentragao
de 2 mg/kg, dissolvido em d4gua, aos dias 0 e 7 (Pegram et al, 1999). O tratamento com
Oxa (grupo V) foi adaptado do protocolo de Al Moundhri et al, com a administragao via
intraperitoneal de uma solugao aquosa de Oxa (4 mg/kg) aos dias 0, 3 e 7. (Al Moundhri
et al, 2013). O tratamento com Iri (grupo Vll) teve por base o protocolo de Guichard e
seus coautores e consistiu na injecao intraperitoneal de 100 mg/kg de uma solugao de
irinotecano em NaCl a 0,9% aos dias 0, 4 e 8 (Guichard et al, 1998). A terapia combinada
consistiu na jungao dos dois protocolos de administragao, nomeadamente, do acido

ascorbico em monoterapia e dos respetivos farmacos em monoterapia.

A monitorizacao dos animais foi feita de dois em dois dias, durante |4 dias, e
incluiu a medi¢ao dos eixos dos xenotransplantes para calculo do volume tumoral com
recurso a um paquimetro digital, pesagem, observacao e registo do estado de salude
geral do animal. Apos a terapia, os ratinhos foram occisados por deslocamento cervical

e os tumores retirados para a realizagao de estudos ex vivo.
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Anadlise histolégica

Os tumores excisados foram fixados em formol (VWR Chemicals, 90240) a 10%
e enviados para o laboratéorio de anatomia patolégica do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra. As pegas foram posteriormente inclusas em parafina, e feitos
cortes histologicos para observagao microscopica. Para andlise do indice de proliferagao,
as amostras foram marcadas com o anticorpo anti-K|67 (Santa Cruz Biotechnology,

sc-23900) e analisadas em equipamento dedicado.
Analise estatistica

A anilise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM® SPSS® 20.0 (IBM
Corporation, Armonk, Nova lorque, EUA). A avaliagdo da normalidade de distribuicao das
varidveis quantitativas e da homogeneidade de variancias foi feita de acordo com os
testes de Shapiro-Wilk e Levene, respetivamente. Foram utilizados testes paramétricos no
caso de se verificar uma distribuicao normal e homogeneidade de variancia e testes nao

paramétricos em caso contrario.

As comparagoes entre condigoes terapéuticas de diferentes farmacos ou
concentragoes de farmaco (para cada linha celular) foram realizadas segundo o teste
ANOVA de um fator, no caso de distribuicao normal e homogeneidade de variancias,
ou segundo o teste Kruskal-Wallis, em caso contrario. A comparagao de dois grupos nao
pareados foi realizada segundo o teste de Mann-Whitney. As comparagoes multiplas em
caso de variancias nao presumidas foram realizadas segundo o teste de Games-Howell ou

com a corregao de Bonferroni em caso contrario.

Na analise inferencial dos estudos in vivo, foi determinado o volume tumoral
relativo (VTR) para cada dia de medi¢ao, de acordo com a equagao 8,
14
VTR = V—d (8)

0

onde V; é o volume tumoral no dia d e V; é o volume tumoral inicial.
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Para os estudos in vivo, foi utilizada a estimativa de Kaplan-Meier, definindo como
evento a obtengao de um VTR>2,5. Foi estimado o tempo mediano (em dias) necessario
para atingir o evento segundo este método. A comparagao das curvas obtidas entre
grupos experimentais foi realizada segundo o teste de log-rank, com comparagoes

multiplas utilizando a correc¢ao de Bonferroni.

Considerou-se um erro de tipo | de 0,05 para todas as comparagoes.

RESULTADOS

A potencial sinergia proveniente da combinagao do acido ascérbico com
farmacos convencionalmente utilizados no tratamento do cancro colorretal podera
diminuir os efeitos adversos induzidos pela quimioterapia. A redugao da toxicidade
podera permitir aos doentes tolerar maiores concentragoes de quimioterapia, mantendo
ou melhorando a sua eficacia. Seguindo este racional e com recurso a estudos in vitro e
in vivo, estudou-se o potencial da combina¢ao do acido ascérbico com o 5-FU, a
oxaliplatina (Oxa) ou o irinotecano (Iri), firmacos integrantes dos principais regimes de

quimioterapia usados no tratamento do CCR.

Estudos in vitro

Os estudos in vitro incluiram a avaliagdo do efeito das terapias combinadas na
proliferagao celular, nas alteragoes do ciclo celular, na viabilidade celular e nas vias de
morte ativadas. Para estudar as vias de morte implicadas analisaram-se as alteragoes do
potencial de membrana mitocondrial, da expressao das proteinas BAX, BCL-2 e

caspase-9. A expressao da proteina P53 e do recetor | do VEGF foi também avaliada.
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Proliferacdo celular

Apos o tratamento das células com a combinagao do acido ascoérbico com o
5-FU, do acido ascérbico com a Oxa ou do acido ascérbico com o Iri, segundo o
desenho experimental em raio descrito na secgao dos Materiais e Métodos, a
proliferacao celular foi avaliada com recurso ao ensaio de SRB. O fator de mistura f
assumiu valores de 0,5 (caso em que ambos os compostos estio na mesma proporgao)
ou de 0,75 (caso em que o AA esta em maior proporgao que o farmaco em estudo). O
modelo de combinagao permitiu a determinagao dos valores de ICs, dos farmacos
quando presentes em terapia combinada com o AA. Os valores de ICs, para cada valor
de f, obtidos nas células C2BBel, LS1034 e WiDr estao descritos na Tabela 10, na Tabela
Il e na Tabela 12, respetivamente. Estes sao comparados com os valores de |Cs, dos

respetivos farmacos obtidos em monoterapia, isto &, na auséncia de AA.

O modelo matematico utilizado para estudar o efeito da combinagao dos
compostos em comparagao com o seu efeito isolado permitiu ainda o calculo do indice
de combinagao (IC), cujo valor indica a presenga de efeito sinérgico (IC<I|), de efeito
aditivo (IC=1) ou de efeito antagonico (IC>1). A andlise da Tabela 10, da Tabela || e da
Tabela 12 respeitantes a cada linha celular sera feita de seguida tendo por base os valores

de IC descritos na Tabela 13.

Tabela 10: Valores de ICsodo 5-FU, Oxa e Iri, obtidos em monoterapia (MT) e em terapia combinada com
o AA (TC) em regime de f=0,5 ou de f=0,75, obtidos apds tratamento das células C2BBel durante 24,
48, 72 e 96 horas.

ICs0 (uM)
Te("'")im 5-FU Oxa Iri
TC TC TC TC TC TC
MT MT MT

(f=0.5)  (f=0,75) (f=0.5)  (f=0,75) (f=0,5)  (f=0,75)

24 ® ® ® 1152 07 0,4 ® 88 3,1

48 ® 18,1 6.9 52 1,0 03 | 1326 170 50

72 58,1 10,7 52 3,1 0,4 0,1 75,9 10,3 2,9

96 20,1 3,1 1,3 22 0,5 0,2 1,9 6,1 22
@ representa condi¢des que nao foram avaliadas e () as condigées em que nio foi possivel calcular o valor de 1Cso.
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De uma forma geral verifica-se que a presenga de acido ascorbico induziu uma
diminuicio do ICs, de todos os farmacos em todas as condi¢coes estudadas,
comparativamente com o ICs, dos mesmos em monoterapia. Para além disso, quanto
maior a propor¢ao em que o AA estad presente, menor a concentragao de farmaco
necessaria para inibir a proliferagao celular em 50%. Estes factos sao transversais a todas

as linhas celulares.

Tabela | I: Valores de ICspdo 5-FU, Oxa e Iri, obtidos em monoterapia (MT) e em terapia combinada com
o AA (TC) em regime de f=0,5 ou de f=0,75, obtidos apo6s tratamento das células LS1034 durante 24, 48,
72 e 96 horas.

ICs0 (uM)
Te(r;:)po 5_-FU Oxa Iri
mT (f=T(f5) (f=2,c75) mT (f=T(f5) (f=£,c75) Mt (f=T(f5) (f=7(;,c75)
24 @ @ @ 319 0 399 05 | 834 | 3.2 ®)
48 2380 63 2,6 59 0,5 0,4 475 1,49 0,5
72 15,4 6,3 1,4 1,9 1,2 0,3 8, 43 1,19
96 6,7 1,5 0,8 2,0 0,6 0,3 48 1,5 0,5

@ representa condigdes que nio foram avaliadas, ¢) as condigées em que nio foi possivel calcular o valor de ICso e (9
as condigdes em que o r2 obtido foi inferior a 0,9.

Numa primeira analise da Tabela 10 e relativamente ao efeito da terapia
combinada de AA com 5-FU nas células C2BBel verifica-se que quando o AA estava em
maior proporg¢ao (f=0,75), o ICs, do 5-FU diminuiu em relagio ao obtido em
monoterapia mas também em relagao a condi¢ao de f=0,5. Considerando o exemplo das
72 horas, o ICsy do 5-FU na auséncia de AA (MT) foi 58,1 yM, diminuindo para 10,7 yM
na presen¢a de AA na mesma proporg¢ao (f=0,5) e para 5,2 yM na presenga de AA em
maior proporg¢ao (f=0,75). Contudo, esta diminuicao observada com a combinagao de
AA com 5-FU apenas se traduziu em efeito sinérgico as 96 horas (ver Tabela 13). A
associagcao de AA com Oxa mostrou resultados promissores com redugao da ordem de
grandeza do ICs, da Oxa. Neste caso, verificou-se efeito sinérgico entre o AA e a Oxa,
com a obtencgao de valores de IC inferiores a | para todos os tempos de incubagao e em
ambos os regimes de combinagao (ver Tabela |3). De realgar o efeito da presenga do

AA logo apés 24 horas de incubagao das células C2BBel com os compostos. Neste
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caso, o ICs, da Oxa em monoterapia foi de |15,2 pM, diminuindo drasticamente para
0,7 yM e para 0,4 pM na presenga de AA em regime de f=0,5 ou de f=0,75,
respetivamente. Quanto a combinagdo de AA com Iri observou-se igualmente a
diminuicao do ICs, do Iri em todas as condigoes estudadas, no entanto, apenas se
verificou a existéncia de sinergia as 96 horas no regime terapéutico em que o AA esta
em maior proporgao (IC=0,75). Neste caso, o ICs, do Iri na auséncia de AA (MT) foi
['1,9 uM, reduzindo para 6,1 pM na presen¢a de AA na mesma proporgao (f=0,5) e para
2,2 yM na condigao de sinergia (f=0,75).

Tabela 12: Valores de ICspdo 5-FU, Oxa e Iri, obtidos em monoterapia (MT) e em terapia combinada com
o AA (TC), em regime de f=0,5 ou de {=0,75, obtidos apds tratamento das células WiDr durante 24, 48,
72 e 96 horas.

ICs0 (UM)
Te(’;"}” 5-FU Oxa Iri
TC TC TC TC TC TC
MT MT MT
(=0,5)  (f=0,75) (=0,5)  (f=0,75) (=0,5)  (f=0,75)
24 @ @ @ (b) 7.7 49 (b) (b) 1,4
48 4424 3,4 1,4 21,0 2,6 1,5 38,7 1,6 0,8
72 10,5 1,6 11 109 08 0.2 13,9 1,8 ©
96 2.8 0,9 0,5 82 08 0,4 1.8 099 04
@ representa condigdes que nao foram avaliadas, () as condigées em que nio foi possivel calcular o valor de ICso e ()

as condigoes em que o r2 obtido foi inferior a 0,9.

Analisando a Tabela | | verifica-se igualmente que o acido ascorbico aumentou a
sensibilidade das células LS1034 aos trés farmacos em estudo. Este facto torna-se ainda
mais evidente quando o AA estava presente em maior propor¢ao (f=0,75). O efeito
sinérgico da combinagao de AA com 5-FU apenas se verificou a partir das 72 horas
(Tabela 13). Apos 72 horas, o ICs, do 5-FU foi 15,4 yM na auséncia de AA, reduzindo
para 1,4 pM em regime de f=0,75 (IC=0,81). As 96 horas, o ICs, do 5-FU foi 6,7 puM na
auséncia de AA, reduzindo para |,5 pM em regime de f=0,5 (/C=0,44) e para 0,8 yM em
regime de f=0,75 (IC=0,46). Quando o AA foi combinado com a Oxa, observou-se
sinergia logo apés 48 horas de incubagao, com diminuicao do ICs, do farmaco, que
passou de 5,9 uM (em monoterapia) para 0,5 pM (em regime f=0,5; IC=0,51) e para
0,4 yM (em regime f=0,75; 1C=0,79). A semelhanga da combinagao de AA com Oxa,
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quando se associou o AA com o Iri, obteve-se efeito sinérgico logo apds 48 horas. Neste
caso, em monoterapia o |Cs, do Iri foi de 47,5 pM, enquanto em combinagao com o AA
em igual proporcao foi de 1,4 uM (IC=0,59) e com o AA em maior proporgao diminuiu

ainda para 0,5 uyM (IC=0,39).

Tabela 13: Valores dos indices de combinagao (IC) obtidos nas linhas celulares de cancro colorretal, para
f=0,5 e para f=0,75, e para cada tempo de incubagao.

indice de Combinagéo (IC)
Linha — Tempo AA + 5-FU AA + Oxa AA + Iri
Celular (h) B
=0,5 f=0,75 =0,5 f=0,75 =0,5 =0,75
24 @ @ 0,62 0,67 1,48 1,03
48 1,80 1,37 0,93 0,47 2,87 1,68
C2BBel
72 1,06 1,04 0,38 0,22 1,74 0,98
96 0,31 0,26 0,46 0,37 1,02 0,75
24 @ @ 391 1,03 1,35 ®)
48 1,88 1,53 0,51 0,79 0,59 0,39
LS1034
72 1,88 0,8l 1,21 0,61 1,82 0,91
96 0,44 0,46 0,58 0,57 0,64 0,46
24 @ @ 1,87 2,39 ® 3,23
48 2,43 1,99 0,63 0,74 1,80 1,79
WiDr
72 L1 1,61 0,20 0,08 2,04 ®)
96 0,61 0,71 0,20 0,17 1,07 0,94

@ representa condi¢bes que nio foram avaliadas e ®) as condigbes em que nio foi possivel calcular o valor de IC. A
negrito evidenciam-se as condiges em que se obteve efeito sinérgico (IC<I).

Os resultados obtidos para as células WiDr encontram-se descritos na Tabela
|2 e evidenciam a diminuigao do ICs, dos farmacos de forma dependente da presencga e
da concentragao de acido ascorbico. Pela andlise simultanea da Tabela |13 verifica-se que
o AA e o 5-FU atuam sinergicamente apés 96 horas de tratamento. Nesta condigao
observou-se uma diminuigao do ICsy do 5-FU na presenca de AA, tendo-se obtido o
valor de 2,8 pM na auséncia de AA, 0,9 pM na presenca de AA em regime de f=0,5
(IC=0,61) e 0,5 uM na presenca de AA em regime de f=0,75 (IC=0,71). A semelhanca das

outras linhas celulares, a combinagiao de AA com Oxa nas células WiDr evidenciou um
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efeito sinérgico para todos os tempos de incubagao exceto as 24 horas. A titulo de
exemplo evidencia-se o resultado das 72 horas em que o ICs, da Oxa em monoterapia
foi de 10,9 uM. Quando as células foram tratadas com a combinacao de AA com Oxa o
ICso diminuiu para 0,8 pM (em regime f=0,5; 1C=0,20) e para 0,2 yM (em regime f=0,75;
IC=0,08). Nas células WiDr a combinagao de AA com Iri nao mostrou ser tao eficaz,
verificando-se a existéncia de efeito sinérgico apenas as 96 horas e com maior proporgao
de AA. Neste caso, o ICs, do Iri em monoterapia foi de 1,8 yM e diminuiu para 0,4 pM

(em regime =0,75; 1C=0,94).

Ciclo, viabilidade e morte celulares

ApOs a avaliagao do efeito da combinagao dos compostos na proliferagao celular,
elegeram-se as condi¢bes que aparentavam ser mais promissoras as 48 horas de
incubagao em cada linha celular, para avaliar as alteragoes a nivel do ciclo celular e da

viabilidade e da morte celulares.

Os resultados estao representados na Figura 51, Figura 52 e na Figura 53 para a
linha celular C2BBel, na Figura 54, na Figura 55 e na Figura 56 para a linha celular LS1034

e na Figura 57, na Figura 58 e na Figura 59 para a linha celular WiDr.

Para as células C2BBel usamos a concentragao de AA de [,23 mM e de 5-FU de
10,05 pM. Analisando a Figura 51 verificamos que quando as células C2BBel foram
tratadas com a combinagao de acido ascorbico com 5-FU se deu um bloqueio do ciclo
celular em fase S, com p=0,048 em relagao ao controlo e p=0,014 em relagao ao
tratamento com AA em monoterapia. Consequentemente, registou-se uma diminuicao
percentual significativa das células em fase GO/GI, comparativamente com o controlo
(p=0,001) e com o tratamento com AA (p=0,023). Nas células tratadas com a
combinagao de AA e 5-FU também se verificou a presenga do pico apoptotico, com
p=0,018 em relagao ao controlo e p=0,035 em relagao ao tratamento com 5-FU. E de
referir que o bloqueio em fase S (p=0,012) com diminuigao percentual das células em

fase GO/G1 (p<0,001) foi igualmente observado na monoterapia com 5-FU.
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Paralelamente, com a combinagio de acido ascorbico com 5-fluorouracilo, a
viabilidade celular decresceu significativamente (p<0,001) de 85,2+0,5% para 21,8+3,9%,
com consequente aumento significativo (p=0,002) de morte celular, de 14,8+0,5% no
controlo para 78,2%3,9% no tratamento combinado, morte esta que foi essencialmente
por necrose (49,218,6%). Verifica-se igualmente com este tratamento o aumento da
percentagem de células em apoptose tardia/necrose, que passou de 1,7+0,3% para
25,0£11,2%. A percentagem de células vivas obtida apos a terapia combinada
(21,8+3,9%) foi estatisticamente inferior (p<0,001) a obtida apos tratamento com 5-FU
em monoterapia (58,2+3,9%), contudo, sem diferengas estatisticas em comparagao com

as células tratadas apenas com AA (45,0+8,4%).
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Figura 51: Ciclo celular (a esquerda), viabilidade e tipos de morte celular induzidos (a direita) nas células
C2BBel apos exposigao ao AA, ao 5-FU ou a combinagdo de ambos (TC) durante 48 horas. Os resultados
do ciclo celular estao representados em percentagem (%) de células no pico pré-G0/G| e nas fases GO/G1,
S e G2/M do ciclo celular, e os da viabilidade celular em percentagem (%) de células viaveis (V), em
apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). Os resultados exprimem a média
e o erro-padrao de, pelo menos, trés experiéncias independentes em duplicado. As diferencas
estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.

Para a combinagao com oxaliplatina nas células C2BBel, usamos a concentragao
de AA de 0,61 mM e de Oxa de 0,55 uyM. Na analise do ciclo celular destas células,
evidenciada na Figura 52, a terapia de acido ascérbico com oxaliplatina induziu um
bloqueio em fase S (p=0,002 relativamente ao controlo) com diminuigao da percentagem

de células em fase GO/GI (p=0,005 relativamente ao controlo). Com a mesma
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combinagao, a viabilidade celular diminuiu significativamente (p<0,001) de 83,0+3,0% no
controlo para 38,0+3,5% nas células tratadas com a terapia combinada, com consequente
aumento significativo (p=0,002) da morte celular de 17,0+3,0% para 62,0+3,5%. A
percentagem de células vivas, obtida com a combinagao de farmacos, foi também
estatisticamente inferior a obtida com os tratamentos apenas com AA (51,7%£2,7%;
p=0,048) ou apenas com Oxa (66,2+4,3%; p=0,003), tornando-a a combinagao mais
promissora nesta linha celular. A morte celular apds terapia combinada foi
essencialmente por apoptose tardia/necrose, tendo-se obtido o valor percentual de
23,2+3,9%, estatisticamente superior ao obtido nas células controlo (5,2%1,1%; p=0,019)

e nas células tratadas apenas com Oxa (6,0%1,0%; p=0,024).
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Figura 52: Ciclo celular (2 esquerda), viabilidade e tipos de morte celular induzidos (a direita) nas células
C2BBel apds exposigao ao AA, a Oxa ou a combinagao de ambos (TC) durante 48 horas. Os resultados
do ciclo celular estdo representados em percentagem (%) de células no pico pré-G0/GI e nas fases GO/G1,
S e G2/M do ciclo celular, e os da viabilidade celular em percentagem (%) de células viaveis (V), em
apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). Os resultados exprimem a média
e o erro-padrio de, pelo menos, trés experiéncias independentes em duplicado. As diferengas
estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.

Para a combinagao de acido ascorbico e irinotecano nas células C2BBel, usamos
a concentracao de AA de 1,23 mM e de Iri de 5,93 pM. A analise do ciclo celular revelou
que, apesar das diferengas estatisticas entre condigoes apresentadas no grafico da
esquerda da Figura 53, nao se verificaram alteragoes estatisticamente significativas entre
as células controlo e as células tratadas com a combinacao de AA e de Iri, excetuando

a diminuicao da percentagem de células na fase GO/G| (p=0,047). Salienta-se ainda que
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a terapia combinada induziu o aumento da populagao celular na fase G2/M relativamente
a mesma populagao tratada apenas com AA (p=0,011). Quanto ao estudo da viabilidade
celular, observou-se que, apos o tratamento combinado de acido ascoérbico com lri, a
populagao de células viaveis foi 22,7+3,0%, equiparada a obtida para o AA (23,0+2,9%),
apesar das diferencgas estatisticas relativamente ao controlo (85,3%3,7%; p<0,001) e ao
tratamento com Iri em monoterapia (70,0+2,9%; p<0,001). Paralelamente, verificou-se
um aumento percentual, estatisticamente significativo (p=0,002), das células C2BBel em
morte, que passaram de 14,7+3,7% no controlo para 77,3+3,0% na terapia combinada.
Das diversas vias de morte, salientamos a apoptose inicial que atinge 9,0+0,6% na terapia
combinada, apenas com diferengas em relagao ao controlo (3,7+0,4%; p<0,001) e ao
tratamento com lIri (4,7+0,3%; p=0,002), e da populagao de células em apoptose
tardia/necrose que atinge 45,0+2,8% na terapia combinada, com p<0,001 em relagao ao
controlo (3,3%1,0%) e ao tratamento com lIri (8,5+1,4%). Nao se verificaram diferengas

estatisticas entre a TC e o tratamento com AA em monoterapia.
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Figura 53: Ciclo celular (2 esquerda), viabilidade e tipos de morte celular induzidos (a direita) nas células
C2BBel apés exposicao ao AA, ao Iri ou a combinagao de ambos (TC) durante 48 horas. Os resultados
do ciclo celular estao representados em percentagem (%) de células no pico pré-GO0/GI e nas fases GO/G1,
S e G2/M do ciclo celular, e os da viabilidade celular em percentagem (%) de células viaveis (V), em
apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). Os resultados exprimem a média
e o erro-padrio de, pelo menos, trés experiéncias independentes na sua maioria em duplicado. As
diferengas estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa
p<0,01 e *** significa p<0,001.

A Figura 54 apresenta os resultados da terapia combinada de acido ascorbico

202



CAPITULO V

com 5-FU e respetivos tratamentos em monoterapia nas células LS1034. Para esta
combinagao, usamos a concentragao de AA de 8,05 mM e de 5-FU de 3,35 pM. A nivel
do ciclo celular, as diferengas mais notorias presenciaram-se nas células tratadas com
5-FU em monoterapia, com um bloqueio na fase S (p<0,001). No entanto, esta alteragao
do ciclo celular nao se repercutiu na terapia combinada. Com a combinagao de AA e
5-FU, a semelhanca da terapia com AA, verificou-se a presenga do pico apoptético
(p=0,011). Em termos da viabilidade celular, a combinagao de acido ascoérbico com 5-FU
induziu uma diminuicao para 18,5+2,4%, estatisticamente significativa em relagao ao
controlo (83,8+0,6%; p<0,001) e ao tratamento com 5-FU (59,5%4,7%; p<0,001).
Consequentemente, verificou-se o aumento significativo (p=0,002) da morte celular de
16,2+0,6% no controlo para 81,5+2,4% na terapia combinada. Dos diferentes tipos de
morte induzidos pela terapia combinada, destaca-se a populagao celular que morre por
necrose (49,2+8,6%), estatisticamente superior a observada nas células controlo
(9,2%1,7%; p<0,001) e nas células tratadas apenas com 5-FU (31,5+4,3%; p<0,001).
Contudo, nao houve diferengas estatisticas entre a terapia combinada e a monoterapia

com AA.
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Figura 54: Ciclo celular (2 esquerda), viabilidade e tipos de morte celular induzidos (a direita) nas células
LS1034 apos exposigdao ao AA, ao 5-FU ou a combinagiao de ambos (TC) durante 48 horas. Os resultados
do ciclo celular estao representados em percentagem (%) de células no pico pré-G0/G| e nas fases GO/G1,
S e G2/M do ciclo celular, e os da viabilidade celular em percentagem (%) de células viaveis (V), em
apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). Os resultados exprimem a média
e o erro-padrio de, pelo menos, trés experiéncias independentes em duplicado. As diferengas
estatisticamente significativas estio assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.
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Para a combinagao de acido ascorbico e oxaliplatina nas células LS1034, usamos
a concentragao de AA de 4,03 mM e de Oxa de 0,5 uM. Analisando os resultados
obtidos (Figura 55) verifica-se que esta combinagiao de farmacos induziu o bloqueio do
ciclo em fase S, com significado estatistico em relagao ao controlo (p<0,001) e ao
tratamento com AA (p<0,001) em monoterapia. Com o mesmo tratamento, a viabilidade
celular reduziu aproximadamente para metade (45,5%1,3%), valor percentual inferior ao
obtido nas células controlo (82,0%1,9%; p<0,001), nas células tratadas apenas com AA
(58,8+4,6%) e nas células tratadas apenas com Oxa (57,0+2,2%; p=0,009). Esta redugao
foi acompanhada pelo aumento significativo (p=0,002) da morte celular, de 18,0+1,9%
no controlo para 54,5+1,3% na terapia combinada, sem predominancia de qualquer um
dos tipos de morte celular e sem diferencas estatisticas em relagao ao controlo e aos

tratamentos em monoterapia.
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Figura 55: Ciclo celular (a esquerda), viabilidade e tipos de morte celular induzidos (a direita) nas células
LS1034 apos exposicao ao AA, a Oxa ou a combinagao de ambos (TC) durante 48 horas. Os resultados
do ciclo celular estao representados em percentagem (%) de células no pico pré-G0/GI e nas fases GO/GI,
S e G2/M do ciclo celular, e os da viabilidade celular em percentagem (%) de células viaveis (V), em
apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). Os resultados exprimem a média
e o erro-padrio de, pelo menos, trés experiéncias independentes em duplicado. As diferengas
estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.

Para a combinacio de acido ascorbico com irinotecano nas células LS1034,
usamos a concentracao de AA de 4,03 mM e de Iri de 1,19 uM. Os resultados
evidenciados na Figura 56 indicam que o tratamento combinado induziu um bloqueio do

ciclo celular na fase S, com p=0,039 em relagao ao controlo e p=0,004 em relagao ao

204



CAPITULO V

tratamento com Iri em monoterapia. De referir ainda a presen¢a do pico apoptotico
com significado estatistico em relagao ao controlo (p=0,030) e ao tratamento com Iri
(p=0,035). A terapia combinada de acido ascérbico com irinotecano induziu a redugao
da viabilidade das células LS1034 para 27,2+3,5%, sendo esta inferior a do controlo
(82,0%2,1%; p<0,001), do tratamento isolado com AA (38,5+2,5%) e do tratamento
isolado com Iri (70,0£1,1%; p<0,001). Observou-se um aumento significativo (p=0,002)
da percentagem de células mortas na terapia combinada onde apresentaram o valor de
18,02, 1%, comparativamente com o controlo onde apresentaram o valor de 72,8+3,5%.
Comparativamente as células tratadas com Iri em monoterapia, a combinagao de AA
com lIri provocou o aumento significativo da populagao celular em apoptose inicial, de
I1,8+1,9% para 29,5+3,8% (p=0,015), da populagao celular em apoptose tardia/necrose,
de 10,3+2,1% para 30,7+5,4% (p=0,041), e da populagao celular em necrose, de 6,2+1,4%
para 12,7+1,4% (p=0,027). Nao se verificaram diferencgas estatisticas entre a combinagao

de AA com Iri e a monoterapia com AA.
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Figura 56: Ciclo celular (2 esquerda), viabilidade e tipos de morte celular induzidos (a direita) nas células
LS1034 apds exposicao ao AA, ao Iri ou a combinagao de ambos (TC) durante 48 horas. Os resultados
do ciclo celular estao representados em percentagem (%) de células no pico pré-GO0/GI e nas fases GO/GI,
S e G2/M do ciclo celular, e os da viabilidade celular em percentagem (%) de células viaveis (V), em
apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). Os resultados exprimem a média
e o erro-padrio de, pelo menos, trés experiéncias independentes em duplicado. As diferengas
estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.

Para a terapia de combinagiao do acido ascoérbico com 5-FU nas células WiDr,
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usamos a concentracao de AA de 886 mM e de 5-FU de 1,41 yM. Os resultados
apresentam-se na Figura 57. A nivel do ciclo celular a terapia combinada de AA com
5-FU induziu o bloqueio do ciclo celular em fase S (p=0,004 relativamente ao controlo).
Evidencia-se também a presen¢a do pico apoptotico, com p=0,021 em relagao ao
controlo e p=0,020 em relagao ao tratamento com 5-FU, pico observado também nas
células tratadas com AA. O mesmo tratamento combinado de acido ascorbico com
5-FU reduziu a viabilidade celular para 6,5%1,3%, sendo esta inferior a obtida nas células
controlo (89,2+0,7%; p<0,001), nas células tratadas com AA (9,2+0,8%) ou 5-FU
(65,2+3,0%; p<0,001) em monoterapia. Consequentemente, observou-se o aumento
significativo (p=0,002) da morte celular, de 10,8+0,7% no controlo para 93,5%+1,3% na
terapia combinada. Com esta terapia verificou-se a predominancia de células em
apoptose tardia/necrose, cujo valor de 44,3+9,2% foi estatisticamente superior ao obtido
nas células controlo (1,5+0,3%; p=0,020) e nas células tratadas apenas com 5-FU
(5,3%1,3%; p=0,029), e de células em necrose (42,5+7,5%), cuja percentagem foi
estatisticamente superior a das células controlo (p=0,018). Nao se verificaram diferencas

estatisticas entre a combinagao de AA com 5-FU e a monoterapia com AA.
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Figura 57: Ciclo celular (2 esquerda), viabilidade e tipos de morte celular induzidos (a direita) nas células
WiDr apoés exposigao ao AA, ao 5-FU ou a combinagao de ambos (TC) durante 48 horas. Os resultados
do ciclo celular estao representados em percentagem (%) de células no pico pré-G0/G| e nas fases GO/G1,
S e G2/M do ciclo celular, e os da viabilidade celular em percentagem (%) de células viaveis (V), em
apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). Os resultados exprimem a média
e o erro-padrio de, pelo menos, trés experiéncias independentes em duplicado. As diferengas
estatisticamente significativas estio assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.
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Para a terapia combinada de acido ascoérbico com oxaliplatina nas células WiDr,
usamos a concentra¢ao de AA de 4,43 mM e de Oxa de 2,05 yM. De acordo com os
resultados apresentados na Figura 58, verifica-se que a terapia combinada induziu o
bloqueio do ciclo celular em fase S (p<0,001) em relagao as células controlo e as células
tratadas com Oxa em monoterapia. A andlise da viabilidade e da morte celulares
mostrou que a terapia combinada de acido ascorbico com Oxa induziu uma diminuigao
da populagao de células viaveis para 35,0+7,0%, valor percentual inferior ao obtido nas
células controlo (89,3%1,7%; p<0,001), nas células tratadas apenas com AA (60,7+6,5%)
e nas células tratadas apenas com Oxa (77,7%3,4%; p<0,001). Complementarmente,
observou-se o aumento significativo (p=0,004) da percentagem de células mortas na
terapia combinada, onde apresentaram o valor de 65,0+7,0%, comparativamente com o
controlo, onde apresentaram o valor de 10,7%1,7%. Da populagao de células mortas
destacamos a predominancia de células em apoptose tardia/necrose apos terapia
combinada, cujo valor de 40,8+6,4% foi estatisticamente superior ao obtido nas células
controlo (2,8+0,5%; p=0,007) e nas células tratadas apenas com Oxa (6,5%1,4%;
p=0,010). Nao se verificaram diferengas estatisticas entre a combinagao de AA com Oxa

e a monoterapia com AA nas células WiDr.
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Figura 58: Ciclo celular (a esquerda), viabilidade e tipos de morte celular induzidos (a direita) nas células
WiDr apés exposicao ao AA, a Oxa ou a combinagao de ambos (TC) durante 48 horas. Os resultados
do ciclo celular estao representados em percentagem (%) de células no pico pré-GO0/GI e nas fases GO/G1,
S e G2/M do ciclo celular, e os da viabilidade celular em percentagem (%) de células viaveis (V), em
apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). Os resultados exprimem a média
e o erro-padrao de, pelo menos, trés experiéncias independentes em duplicado. As diferencas
estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.

207



VITAMINA C E CANCRO

Por fim, para a combinagao de acido ascorbico com irinotecano nas células WiDr,
usamos a concentragao de AA de 6,64 mM e de Iri de 0,66 pM. A andlise da Figura 59
mostra que o tratamento combinado induziu o bloqueio do ciclo celular na fase G2/M,
com significado estatistico em relagao ao controlo (p=0,005) e em relagio ao AA
(p=0,039). Paralelamente, esta combinagao reduziu a viabilidade celular para metade
(51,5%6,1%), sendo este valor percentual inferior ao obtido nas células controlo
(85,5%1,4%; p=0,008), nas células tratadas apenas com AA (59,0+5,8%) e nas células
tratadas apenas com lIri (78,7+1,8%; p=0,021). Paralelamente, verificou-se o aumento
significativo (p=0,002) da morte celular, de 14,5+1,4% no controlo para 48,5+6,1% na
terapia combinada. A morte celular induzida pela terapia combinada foi essencialmente
por apoptose tardia/necrose (23,7+2,0%), com diferengas estatisticas relativamente as
células controlo (3,5+1,0%; p<0,001) e as células tratadas apenas com lIri (7,3%1,7%,;
p<0,001). Nao se verificaram diferencas estatisticas entre a combinagao de AA com Iri

e a monoterapia com AA.
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Figura 59: Ciclo celular (2 esquerda), viabilidade e tipos de morte celular induzidos (a direita) nas células
WiDr apés exposicao ao AA, ao Iri ou a combinagao de ambos (TC) durante 48 horas. Os resultados do
ciclo celular estdo representados em percentagem (%) de células no pico pré-GO/GI e nas fases GO/GI,
S e G2/M do ciclo celular, e os da viabilidade celular em percentagem (%) de células viaveis (V), em
apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). Os resultados exprimem a média
e o erro-padrio de, pelo menos, trés experiéncias independentes em duplicado. As diferengas
estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.

Os resultados obtidos a nivel da proliferagao, do ciclo e da viabilidade celulares
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CAPITULO V

mostraram que a terapia combinada mais promissora em todas as linhas celulares em
estudo é a combinagao de acido ascérbico com Oxa. Desta forma, os estudos que se
seguiram foram unicamente realizados nesta condi¢ao, dando-se por terminados os

estudos in vitro com o 5-FU e com o irinotecano.

Uma vez que a combinagao de acido ascorbico e oxaliplatina induziu morte
celular essencialmente por apoptose, fomos estudar alguns dos mecanismos envolvidos.
Para tal, foram avaliadas a expressao de BAX e de BCL-2, as alteragoes do potencial de

membrana mitocondrial (AY,,), e a expressao de caspase-9 e da proteina P53.

A Figura 60 evidencia o efeito da terapia combinada de 4cido ascérbico com Oxa
na razaio BAX/BCL-2, denotando-se um aumento desta razio em todas as linhas

celulares comparativamente ao controlo.
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Figura 60: Expressao proteica de BAX e BCL-2 pelas células C2BBel, LS1034 e WiDr apés exposicao ao
AA, a Oxa ou a combinagdo de ambos (TC) durante 48 horas. Os niveis de expressio sao expressos em
razao BAX/BCL-2 normalizada ao controlo. Os resultados exprimem a média e o desvio-padrao de quatro
experiéncias independentes realizadas em duplicado. As diferengas estatisticamente significativas estao
assinaladas com *, em que * significa p<0,05 e ** significa p<0,01.

Quando as células C2BBel foram tratadas com a terapia combinada, a razao
BAX/BCL-2 foi 3,2+0,3 vezes superior a obtida nas células controlo (p=0,006). Este
aumento significativo da razao BAX/BCL-2 apos o tratamento combinado de AA com
Oxa foi mais evidente que o observado nas condigdes de monoterapia, em que a razao

BAX/BCL-2 foi 2,9+0,4 nas células tratadas apenas com AA (com p=0,012 relativamente

209



VITAMINA C E CANCRO

ao controlo) e 2,5%0,3 nas células tratadas apenas com Oxa (com p=0,01 | relativamente
ao controlo). Nas células LS1034, comparativamente a condi¢ao controlo, verificou-se
o aumento significativo desta razao quando estas foram tratadas com AA (2,0+0,2;
p=0,019), o qual se repercutiu no tratamento com a terapia combinada (1,4+0,1;
p=0,011). Consequentemente, quando as células foram tratadas apenas com Oxa, a
razao BAX/BCL-2 foi inferior a obtida apds tratamento apenas com AA (p=0,024) ou
com a TC (p=0,031). Por fim, nas células WiDr sujeitas a terapia combinada, a razao
BAX/BCL-2 foi 3,3+0,4 superior (p=0,007) a obtida nas células controlo, com diferengas

significativas também em relagao as células tratadas apenas com Oxa (p=0,009).

A Figura 61 evidencia as alteragoes induzidas pela terapia combinada e respetivas
monoterapias no potencial de membrana mitocondrial, as quais foram dependentes da

linha celular em estudo.
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Figura 61: Potencial de membrana mitocondrial (Am) das células C2BBel, LS1034 e WiDr apés exposigao
ao AA, a Oxa ou a combinagao de ambos (TC) durante 48 horas. Os resultados estao representados
como razao agregados/monémeros (A/M) para cada condigao relativamente ao controlo. A diminui¢ao da
razio A/M esta diretamente correlacionada com a diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial.
Os dados exprimem a média e o desvio-padrao de, pelo menos, quatro experiéncias independentes
realizadas em duplicado. As diferengas estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que *
significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

Nas células C2BBel, comparativamente ao controlo, observou-se uma
diminuicao significativa (p<0,001) do Ay, para metade (0,45+0,05) apds tratamento das
células com a terapia combinada. Este facto corrobora os resultados anteriores, nos

quais se observou a indugao de apoptose. Na linha celular LS1034 apenas se observou
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diminuicao do Ay, para 0,78+0,10 (p<0,001) quando estas células foram tratadas com
AA, nao se verificando diferengas estatisticamente significativas nas restantes condigoes.
Nas células WiDr tratadas com AA em monoterapia observou-se a diminuigao do Ay,
para 0,58+0,10 (p=0,020). Contrariamente, o tratamento com Oxa em monoterapia
provocou o aumento do Ay, para 1,67+0,25, com p=0,014 em relagao ao AA e p=0,044
em relagao a TC. A terapia combinada nao provocou diferengas significativas no A,

nesta linha celular.

Os resultados do efeito da terapia combinada de acido ascorbico com
oxaliplatina, e de cada uma em monoterapia, na expressao de caspase-9 estio

representados na Figura 62.
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Figura 62: Expressao da caspase-9 pelas células C2BBel, LS1034 e WiDr apods exposigao ao AA, a Oxa
ou a combinagdo de ambos (TC) durante 48 horas. (A) O grifico representa a expressao de caspase-9
(46 kDa) e de um produto de clivagem de peso molecular de 35 kDa. Os resultados estao sob a forma de
razao entre a intensidade de fluorescéncia da caspase-9 e da B-actina, normalizada em relagao ao controlo.
Os resultados exprimem a média e erro padrao de, pelo menos, seis experiéncias independentes. As
diferencas estatisticamente significativas estido assinaladas com *, em que * significa p<0,05 e ** significa
p<0,01. (B) A fotografia representa o immunoblot ilustrativo da expressao de caspase-9 (bandas de 46 kDa
e de 35 kDa) e de B-actina para cada uma das linhas celulares e para cada condi¢ao experimental.

Nas células da linha celular C2BBel, denota-se que o tratamento com AA em

monoterapia induziu o aumento significativo (p=0,041) da proteina clivada de peso

molecular de 35 kDa para 1,47+0,12 em relagao as células controlo. Em contraste, nas
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células tratadas com a terapia combinada de AA com Oxa observou-se uma diminuigao
significativa (p=0,046) da expressao da mesma proteina para 0,77+0,09, em relagao ao

controlo.

Quando as células LS1034 foram tratadas com a combinacao de AA com Oxa, a
expressao da pro-caspase-9 (proteina de 46 kDa) diminuiu para 0,69+0,06 relativamente
ao controlo (p=0,006), com diferengas significativas também em relagao as células
tratadas apenas com AA (p=0,034). Esta diminuicao foi acompanhada pelo aumento da
respetiva proteina clivada de 35 kDa para 1,18%+0,06, com significancia estatistica
relativamente as células controlo (p=0,010) e as células tratadas apenas com AA

(p=0,005).

Quanto a linha celular WiDr, é de realgar que quando as células foram tratadas
apenas com AA, se observou uma diminuicao da pro-caspase-9 (0,69+0,06; p=0,005) e
da respetiva proteina clivada (0,68+0,05), em relagao ao controlo. Com o tratamento
combinado de AA com Oxa, a expressao da pro-caspase-9 diminuiu para 0,70+0,09, com
p=0,037 em comparagao com o controlo e p=0,029 em comparagao com as células
tratadas apenas com Oxa. De modo semelhante, as células tratadas com a combinagao
evidenciaram uma diminuicdo da proteina clivada para 0,66+0,06, diminuicao
estatisticamente significativa em relagao as células controlo (p=0,012), e em relagao as

células tratadas apenas com AA (p=0,017) ou apenas com Oxa (p=0,009).

A expressao de P53 apos tratamento das células LS1034 e WiDr com a terapia
combinada de AA com Oxa e em monoterapia encontra-se representada na Figura 63.
De uma forma geral, verificou-se que tanto os tratamentos em monoterapia como o
tratamento combinado causaram aumento da expressao de P53 em ambas as linhas
celulares. No entanto, este aumento, apenas teve significado estatistico quando as células
LS1034 (1,47+0,10; p=0,017) e as células WiDr (1,82+0,07; p=0,001) foram tratadas com
Oxa em monoterapia. Devemos, porém, realcar que apesar de nao se verificarem
diferengas significativas com a combinacdo de AA com Oxa, nas células LS1034
verificou-se uma tendéncia para aumento da expressao de P53 (1,78+0,29) em relagao

as células tratadas apenas com AA ou com Oxa, enquanto nas células WiDr se observou
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uma tendéncia para a diminuigao (1,46+0,15) também em relagao as células tratadas

apenas com AA ou com Oxa.
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Figura 63: Expressao de P53 pelas células LS1034 e WiDr apds exposigao ao AA, a Oxa ou a combinagao
de ambos (TC) durante 48 horas. (A) O grafico representa a expressao de P53 total, pelas células LS1034
e WiDr, sob a forma de razio entre a intensidade de fluorescéncia de P53 e de B-actina, normalizada em
relagao ao controlo. Os resultados exprimem a média e erro padrao de, pelo menos, cinco experiéncias
independentes. (B) A fotografia representa o immunoblot ilustrativo da expressao da P53 e da B-actina para
cada uma das linhas celulares e para cada condicao experimental. As diferengas estatisticamente
significativas estdo assinaladas com *, em que * significa p<0,05 e ** significa p<0,01.

A analise da Figura 64 evidencia que qualquer dos tratamentos nas células
C2BBel e nas células LS1034 nao provocaram alteragoes na expressao de VEGF-R|. Por
outro lado, quando as células WiDr foram tratadas com AA em monoterapia,
registou-se um aumento de |,5+0,] em relagao as células controlo (p=0,003), com
diferengas também em relagao as células tratadas apenas com Oxa (p=0,002). Esse
aumento repercutiu-se no aumento de |,4+0,| observado nas células tratadas com a
combinagdo de AA com Oxa, com diferengas em relagao ao controlo (p=0,029) e as

células tratadas apenas com Oxa (p=0,041).
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Figura 64: Expressao de VEGF-RI pelas células C2BBel, LS1034 e WiDr apés exposigdo ao AA, a Oxa ou
a combinagao de ambos (TC) durante 48 horas. Os resultados sao expressos em relagao ao controlo e
representam a média e o erro-padrao de pelo menos trés experiéncias independentes realizadas em
duplicado. As diferengas estatisticamente significativas estdo assinaladas com *, em que * significa p<0,05
e ** significa p<0,01.

Estudos in vivo

Na drea da Oncologia, os estudos pré-clinicos constituem ferramentas
imprescindiveis ao desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Os estudos in
vivo representam uma primeira translagao dos estudos in vitro para um microambiente
multifatorial e, por conseguinte, mais complexo. Neste trabalho um modelo de
xenotransplante heterotépico foi utilizado para averiguar o efeito do AA no crescimento
e na agressividade tumoral, assim como, a eficacia na sensibilizagdo do tumor aos agentes
quimioterapéuticos  convencionalmente usados e previamente estudados,

nomeadamente, o 5-FU, a oxaliplatina e o irinotecano.

A primeira tarefa consistiu na obtengao do modelo animal de xenotransplante de
adenocarcinoma colorretal em ratinhos atimicos Balb/c nu/nu, com recurso a células
humanas da linha celular WiDr. Assim, foi possivel obter um modelo animal reprodutivel
que permitiu a avaliagao do efeito das diferentes terapéuticas estudadas. A populagao de

animais xenotransplantados (50 animais) foi dividida em oito grupos: (I) grupo controlo,
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nao sujeito a qualquer tratamento (n=6); (Il) grupo AA, sujeito a terapia apenas com AA
(n=8); (lll) grupo 5-FU, sujeito a terapia apenas com 5-FU (n=6); (IV) grupo AA+5-FU,
sujeito a terapia combinada de AA e 5-FU (n=4); (V) grupo Oxa, sujeito a terapia apenas
com Oxa (n=6); (VI) grupo AA+Oxa, sujeito a terapia combinada de AA e Oxa (n=6);
(V1) grupo Iri, sujeito a terapia apenas com Iri (n=6); (VIIl) grupo AA+Iri, sujeito a terapia
combinada de AA e Iri (n=8). As figuras abaixo representam a inibicao do crescimento
tumoral apos sujeicao dos ratinhos a terapias com AA e/ou 5-FU (Figura 65), AA e/ou
Oxa (Figura 66) e AA e/ou Iri (Figura 67). Nas figuras estao também representadas as
curvas obtidas pela estimativa de Kaplan-Meier, nas quais o evento, ou ponto de corte,
foi definido como o momento em que o volume tumoral relativo atingiu um valor igual

ou superior a 2,5.

Comparando a curva de progressao tumoral dos animais controlo com a curva
referente aos animais submetidos a terapia apenas com AA, verificou-se que o AA inibe
o crescimento tumoral (p=0,015). Ao final de |4 dias, a taxa de crescimento tumoral
dos ratinhos controlo foi 4,71%0,37, que é 1,5 vezes superior a obtida pelos ratinhos
submetidos ao tratamento com acido ascorbico (3,13+0,61). Este facto é corroborado
pelas curvas Kaplan-Meier, cuja analise mostra igualmente uma inibicao do crescimento
tumoral do grupo submetido ao tratamento com AA em comparagao com o grupo
controlo. As curvas relativas a estes dois grupos, evidenciadas na Figura 65, na Figura 66
e na Figura 67, indicam que no grupo controlo o tempo médio até ao evento
correspondeu a 5 dias, enquanto no grupo submetido ao tratamento com AA, na

concentragao de 150 mg/kg, o tempo médio até ao evento foi de 7 dias.

A andlise dos graficos da Figura 65 mostra que a terapia combinada de AA com
5-FU apenas apresenta beneficios relativamente ao grupo controlo (p<0,001). Contudo,
denotam-se as diferengas no tempo médio até ao evento. No grupo submetido a terapia
com 5-FU o tempo médio até ao evento foi de |4 dias, enquanto no grupo sujeito a
terapia combinada de AA com 5-FU esse valor nao foi atingido durante o tempo que
decorreu a experiéncia. Neste ultimo caso, apenas 25% dos animais atingiram o evento

aos |4 dias.
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Figura 65: Inibicao do crescimento tumoral de xenotransplantes da linha celular tumoral WiDr, apés
sujei¢do dos ratinhos ao tratamento com AA e/ou 5-FU. (A) Taxa de crescimento tumoral expressa como
a média e o erro-padrao dos valores experimentais obtidos (4 a 8 animais por grupo). As diferencas
estatisticamente significativas estio assinaladas com *, em que * significa p<0,05 e *** significa p<0,001. (B)
Curvas de Kaplan-Meier representam a probabilidade de o volume tumoral relativo aumentar 2,5 vezes
relativamente ao volume tumoral inicial.

Os resultados representados na Figura 66 mostram uma inibicao do crescimento
tumoral no grupo sujeito a terapia combinada de AA com Oxa, em comparagao com o
grupo controlo (p=0,003), e com os grupos tratados apenas com AA (p=0,010) ou
apenas com Oxa (p=0,010). A andlise das curvas Kaplan-Meier indicam que, no grupo
sujeito apenas a terapia com Oxa, o tempo médio até ao evento foi de |3 dias. No

entanto, quando sujeitos a terapia combinada de AA com Oxa durante os |4 dias,

nenhum dos animais atingiu o evento, isto &, o volume tumoral relativo de 2,5.
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Figura 66: Inibicdo do crescimento tumoral de xenotransplantes da linha celular tumoral WiDr, apos
sujeicao dos ratinhos ao tratamento com AA e/ou Oxa. (A) Taxa de crescimento tumoral expressa como
a média e o erro-padrao dos valores experimentais obtidos (6 a 8 animais por grupo). As diferencas
estatisticamente significativas estio assinaladas com *, em que * significa p<0,05 e ** significa p<0,01. (B)
Curvas de Kaplan-Meier que representam a probabilidade de o volume tumoral relativo aumentar 2,5 vezes
relativamente ao volume tumoral inicial.
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Por fim, com a terapia combinada de AA com Iri (Figura 67) verifica-se uma
estagnagao do volume tumoral, na medida em que o valor maximo de taxa de
crescimento tumoral foi registado ao dia 14 e correspondeu a |,10+0,10. A progressao
tumoral observada no grupo sujeito a terapia combinada de AA com Iri foi
estatisticamente inferior a observada no grupo controlo (p<0,001) e no grupo sujeito a
terapia apenas com AA (p=0,002). Pela andlise das curvas Kaplan-Meier verifica-se que
no final da terapia (apos |4 dias), 67% dos animais submetidos a terapia com Iri nao
atingiram o volume tumoral relativo de 2,5. Decorrido o mesmo tempo, nenhum dos

animais sujeito ao tratamento combinado de AA com Iri atingiu o evento.
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Figura 67: Inibicao do crescimento tumoral de xenotransplantes da linha celular tumoral WiDr, apés
sujei¢do dos ratinhos ao tratamento com AA e/ou Iri. (A) Taxa de crescimento tumoral expressa como a
média e o erro-padriao dos valores experimentais obtidos (6 a 8 animais por grupo). As diferengas
estatisticamente significativas estio assinaladas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001. (B) Curvas de Kaplan-Meier que representam a probabilidade de o volume tumoral
relativo aumentar 2,5 vezes relativamente ao volume tumoral inicial.

Os tumores excisados dos animais foram avaliados por imunohistoquimica para
determinagao da expressao de KI-67. As imagens histologicas representativas de cada
condigao experimental mostram-se na Figura 68, na Figura 69, na Figura 70 e na Figura
71. A andlise da marcagao com KI-67 permitiu a obtengao dos valores percentuais de
indice proliferativo descritos na Tabela 4. E importante referir que estes dados sio
apenas indicativos, na medida em que apenas foi possivel analisar uma ou duas amostras

de cada grupo experimental.
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Tabela 14: indice proliferativo avaliado por imunohistoquimica, com base na expressio do marcador de
proliferacao KI-67.

Expressdo L L —
P((y ) Controlo AA 5-FU + Oxa + Iri +

K 5-FU Oxa Iri

Kl-67 56,9 446 58,0 31,5 71,3 54,8 23,9 42,1

A expressao de KI-67 é apresentada em termos percentuais e é referente a cada um dos grupos experimentais, cujos
cortes histoldgicos estio evidenciados na Figura 68, na Figura 69, na Figura 70 e na Figura 71.

Na Figura 68 estao evidenciados os cortes histolégicos referentes ao grupo
controlo e ao grupo sujeito a terapia com AA. Comparando o valor percentual associado
a respetiva marcagao do KI-67 destes dois grupos experimentais, comprovou-se a
diminuicao do indice proliferativo nos tumores tratados com AA (44,6%) em

comparagao com os tumores do grupo controlo (56,9%).

Figura 68: Imagens dos cortes histologicos apos imunohistoquimica para avaliagao da expressao de KI-67.
(A) representa a condigao controlo e (B) a condigao de tratamento com AA. As imagens A e B foram
obtidas com a ampliagdo de 200x.

A comparagao das imagens da Figura 69 evidencia a diminui¢ao da marcagao de
KI-67 na presenca de AA, com diminuigao do indice proliferativo de 58,0%, obtido no
tumor tratado com 5-FU em monoterapia, para 31,5%, obtido no tumor tratado com a

terapia combinada de AA com 5-FU.
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Figura 69: Imagens dos cortes histologicos apos imunohistoquimica para avaliagdo da expressio de KI-67.
(A) representa a condi¢ao de tratamento com 5-FU isoladamente e (B) a condi¢ao de tratamento com a
combinagiao de AA com 5-FU. As imagens A e B foram obtidas com a ampliagdo de 200x.

Analisando a Figura 70, verifica-se igualmente que o corte histoldgico referente
a terapia combinada de acido ascérbico com Oxa apresenta menor marcagao de Kl-67
em comparagao com o corte histologico referente a terapia apenas com Oxa. Este facto
repercutiu-se na diminuigao do indice proliferativo de 71,3%, obtido no grupo submetido
a terapia apenas com Oxa, para 54,8%, obtido no grupo sujeito a terapia combinada de

AA com Oxa.

Figura 70: Imagens dos cortes histologicos apos imunohistoquimica para avaliagdo da expressio de KI-67.
(A) representa a condigao de tratamento com Oxa isoladamente e (B) a condi¢do de tratamento com a
combinagao de AA com Oxa. As imagens A e B foram obtidas com a ampliagao de 200x.
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A andlise das imagens da Figura 71 evidencia menor expressao de KI-67 no tumor
tratado apenas com Iri, com indice proliferativo de 23,9%, em comparagao com o tumor

tratado com a terapia combinada de AA com Iri, com indice proliferativo igual a 42,1%.

E de salientar que em todos os grupos sujeitos a terapia com AA, quer seja
isoladamente ou em combinagao, o indice proliferativo foi sempre inferior ao do grupo

controlo.

Figura 71: Imagens dos cortes histologicos apos imunohistoquimica para avaliagao da expressao de KI-67.
(A) representa a condigao de tratamento com Iri isoladamente e (B) a condicao de tratamento com a
combinagao de AA com Iri. As imagens A e B foram obtidas com a ampliagao de 200x.

DiscussAO

A vitamina C tem sido estudada in vitro e in vivo em combinagao com iniUmeros
farmacos citotdxicos, embora com opinides controversas relativamente a sua eficacia
(Wilson et al, 2014). No entanto, as preocupagoes iniciais de que o ascorbato poderia
reduzir a eficacia dos tratamentos de radioterapia ou de quimioterapia convencionais
ainda nao foram demonstradas. Varios estudos in vitro sugerem antes que o ascorbato,
em concentracoes farmacologicas, podera aumentar a eficacia destes tratamentos (Du
et al, 2012). O efeito quimiossensibilizante da vitamina C foi ja comprovado por diversos
autores em varios tipos de cancro, nomeadamente em combinagao com a doxorrubicina,

a cisplatina, o paclitaxel, o etoposido, ou o 5-fluorouracilo para o tratamento do cancro
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da mama (Kurbacher et al, 1996; Verrax & Calderon, 2009) e na reducgao significativa
dos efeitos secundarios associados a doenga e aos tratamentos de quimioterapia e de
radioterapia em doentes com o mesmo tipo de cancro (Vollbracht et al, 2011); em
combinagao com a gencitabina para o tratamento do cancro do pancreas (Espey et dl,
2011); em combinagao com a cisplatina numa linha celular de cancro colorretal (An et
al, 2011); e em combinagao com a carboplatina e com o paclitaxel na inibicao tumoral
em modelos animais de cancro do ovario e na redugao da toxicidade associada a
quimioterapia em doentes com esta neoplasia (Ma et al, 2014). Desta forma, tem sido
mostrado que o ascorbato, administrado em concentragoes farmacoldgicas por via
intravenosa, podera nao sé potenciar os efeitos da quimioterapia convencional, como

também melhorar a qualidade de vida dos doentes oncolégicos (Du et al, 2012).

Considerando que a reduzida sensibilidade a quimioterapia continua a ser um dos
maiores obstaculos no tratamento eficaz do cancro colorretal (Gonzalez-Pons & Cruz-
Correa, 2015), com este trabalho pretendeu-se estudar o potencial de uma nova
abordagem terapéutica eficaz contra esta neoplasia e com diminuidos efeitos secundarios
para o doente. Esta abordagem baseou-se no estudo da combinagao de concentragoes
elevadas de acido ascorbico com concentragdes reduzidas de farmacos utilizados
convencionalmente em doentes com cancro colorretal, elegiveis para regimes de
quimioterapia de primeira e de segunda linha. A avaliagao da potencial sinergia entre o
acido ascorbico e o 5-fluorouracilo (5-FU), a oxaliplatina ou o irinotecano foi feita numa
primeira fase com recurso a estudos in vitro e, posteriormente, com recurso a estudos

in vivo.

Estudos in vitro

O primeiro parametro dos estudos in vitro a ser avaliado foi a proliferacao celular
utilizando o ensaio SRB. Apds tratamento das células C2BBel, LS1034 e WiDr com
concentragoes crescentes de AA, de 5-FU, de oxaliplatina ou de irinotecano

obtiveram-se curvas dose-resposta que permitiram o calculo dos valores de ICsy,
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relativos a cada um dos compostos, para cada linha celular. Tendo por base os valores
de ICs, obtidos em monoterapia, aplicou-se o modelo de combinagao de farmacos de
Straetemans e seus coautores (Straetemans et al, 2005), cujo desenho experimental se
baseia num esquema de raios. Considerando que o objetivo do trabalho foi estudar a
eficacia anti-tumoral da combinagao de elevadas concentragoes de acido ascérbico com
reduzidas concentragoes de firmaco quimioterapéutico convencional, o esquema de
combinagao incluiu o uso de ambos os compostos na mesma proporgao (f=0,5) e o uso
do AA em maior proporgao que o farmaco em estudo (f=0,75). Ambos os regimes de
combinacao foram relativos aos valores de ICs, obtidos as 96 horas para cada composto

individualmente.

O 5-FU é amplamente usado no tratamento do cancro. Durante os ultimos anos
tém sido feitos avangos no conhecimento do mecanismo de agao deste farmaco, o que
tem levado ao desenvolvimento de novas estratégias que tém permitido melhorar a sua
atividade anti-tumoral (Longley et al, 2003). Porém, sabe-se que, quando administrado
em concentragoes padrao, a aplicabilidade clinica do 5-FU é moderada e que, de uma
forma geral, a massa a administrar € limitada pelo seu perfil de seguranga, pois a
mielossupressao e a toxicidade gastrointestinal sio os principais efeitos secundarios

subjacentes ao seu uso (Saif et al, 2009).

Os resultados obtidos com o 5-FU em monoterapia na linha celular C2BBel nao
permitiram a determinagao dos valores de ICs, para os tempos de exposigao mais curtos
(24 e 48 horas de incubagao), o que significa que a maxima concentragao de 5-FU testada
(480 pM) nao foi capaz de diminuir a proliferagao celular para além de 50%. Apos 72 e
96 horas de exposicao, o 5-FU assumiu valores de ICs, iguais a 58,1 yM e a 20,| uM,
respetivamente. O efeito do 5-FU na linha celular C2BBel foi assim dependente da
concentragao de farmaco e do tempo de incubagao. Quando combinado com o acido
ascorbico obtivemos um ICs, do 5-FU menor e dependente do tempo de incubagao e
do regime de combinagao. Deste modo, as 48 horas o ICs, do 5-FU tornou-se passivel
de ser determinado, assumindo valores de 18,1 pM com igual proporcao (f=0,5) de
ambos os farmacos e de 6,9 yM com o AA em maior propor¢ao (f=0,75). A mesma

resposta foi observada as 72 e 96 horas, na medida em que com o AA em maior
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proporgao foi obtido um menor valor de ICs, para o 5-FU. A determinagao do indice de
combinagdo permitiu ainda aferir a existéncia ou niao de sinergia entre os dois
compostos. Desta forma, verificou-se que tanto a concentragao de AA como o tempo
de incubagao desempenham um papel fundamental na existéncia de sinergia. Quando o
AA e o 5-FU estiveram na mesma propor¢ao apenas houve sinergia apés 96 horas de
incubagao. Quando o AA esteve em maior proporgao, observou-se a existéncia de efeito
aditivo as 72 horas e de efeito sinérgico as 96 horas. Um estudo realizado por Fromberg
e seus coautores mostrou também que as concentragoes de AA constituem um fator
preponderante para o estabelecimento de efeitos sinérgicos ou antagdnicos quando o

AA é combinado com um farmaco citostatico (Fromberg et al, 201 1).

Apos tratamento das células LS1034 com 5-FU em monoterapia, obtiveram-se
valores de ICs iguais a 238,0 uM apos 48 horas de incubagao, a 15,4 yM apods 72 horas
de incubagao e a 6,7 yM apods 96 horas de incubagao. Tal como na linha celular C2BBel,
o efeito do 5-FU nas células LS1034 foi dependente da concentragao de farmaco e do
tempo de incubagao. Na presenca de acido ascérbico, o ICsy do 5-FU diminuiu de forma
dependente do tempo de incubagao e do regime de combinagao, de modo que, quanto
maior o tempo de incubagao menor o ICs, do 5-FU, assim como, quanto maior a
propor¢ao de AA menor o ICs, do 5-FU. Analisando os valores dos indices de
combinagao, observou-se a existéncia de sinergia para a condigao de f=0,75 as 72 horas
e para ambos os regimes de combinagao as 96 horas. Assim, podemos concluir que o
AA aumentou a sensibilidade da linha celular LS1034 ao 5-FU, na medida em que na
presenca de elevadas concentragoes de AA, a concentragao de 5-FU necessaria para
inibir a proliferagao celular em 50% é cerca de 8 vezes inferior aquela que é necessaria
para a obtengao do mesmo efeito na auséncia de AA. Uma das principais caracteristicas
desta linha celular é a sua resisténcia multifarmacos, intimamente relacionada com a
sobre-expressao de PGP (Abrantes et al, 2014). Resultados obtidos no capitulo anterior
mostraram que quanto maior a concentragao de acido ascérbico, maior o efeito
citotoxico induzido nesta linha celular. Contudo, o aumento da concentragao de acido
ascorbico nao interferiu na expressao de PGP, o que permite concluir que o AA nao é
substrato da PGP. De igual modo, varios autores reportaram ja que o 5-FU também nao

é substrato da PGP (Takara et al, 2002; Fromberg et al, 201 1). Assim, a combinagao do
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AA com o 5-FU podera constituir uma vantagem no tratamento de tumores resistentes,
visto que a grande maioria dos tumores resistentes a multiplos fairmacos esta associada

a sobre-expressao de PGP (Fromberg et al, 201 I).

Nas células WiDr verificdAmos igualmente que o 5-FU em monoterapia inibiu a
proliferagao celular de forma dependente da concentragao e do tempo de incubagao, de
modo que o 5-FU assumiu valores de ICs, decrescentes com o aumento do tempo de
incubacdo. A semelhanca das outras duas linhas celulares, observimos também que a
presenca de acido ascérbico induziu uma diminuicao do valor de ICs, do 5-FU adstrita a
concentragao de AA e ao tempo de incubagao. Esta diminuicao do valor de ICs, do

5-FU traduziu-se em sinergia entre os dois compostos apos 96 horas de exposigao.

De uma forma geral, observamos que concentragoes elevadas de AA
sensibilizaram as células das trés linhas celulares em estudo ao efeito do 5-FU. Apesar
da presenga de acido ascérbico ter induzido uma diminuigao do 1Cs, do 5-FU, este efeito
foi mais notério na condicao em que o AA estava em maior proporgao que o 5-FU e
para os tempos de incubagao mais longos, condigao em que os dois compostos atuaram
sinergicamente. Estudos anteriores realizados em linhas celulares de carcinoma da mama
mostraram também que o ascorbato foi capaz de melhorar a atividade de varios
farmacos quimioterapéuticos, entre os quais, o 5-FU. Os autores postularam a hipétese
do ascorbato poder desempenhar um papel importante na modulagao do stresse
oxidativo (Verrax & Calderon, 2009), parametro que se sabe ser critico na resposta a
tratamentos anti-tumorais (Kuppusamy et al, 2002). Abdel-Latif e seus coautores
estudaram em maior detalhe outra via que podera estar implicada no mecanismo de
sinergia entre o acido ascérbico e o 5-FU. A combinagao de ambos nao s6 potenciou o
efeito citotoxico individual do 5-FU em células de carcinoma do eso6fago, como também
inibiu a translocacao do NF-«xB (do inglés nuclear transcription factor kappa B) e do AP-I
(do inglés activator protein ), fatores de transcricao implicados na patogénese da

resisténcia a farmacos (Abdel-Latif et al, 2005).

A oxaliplatina é um derivado de platina, de estrutura base semelhante a da
cisplatina e que foi sintetizado com o intuito de dar resposta a elevada toxicidade

associada a cisplatina (Kline & El-Deiry, 2013). A oxaliplatina tem como principal alvo
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molecular o DNA, onde forma ligagoes cruzadas e previne a replicagao e a transcrigao
do mesmo, conduzindo a célula a morte celular (Perego & Robert, 2016). Os principais
efeitos secundarios associados a oxaliplatina incluem as nauseas, a neurotoxicidade e a
mielossupressao. A neurotoxicidade esta associada essencialmente a neuropatia

periférica com reduzida nefrotoxicidade e ototoxicidade (Chabner & Longo, 2010).

A associagao do acido ascérbico com a oxaliplatina mostrou resultados bastante
promissores nas células das trés linhas celulares em estudo. No que concerne a linha
celular C2BBel, verificimos que a oxaliplatina em monoterapia induziu a inibicao da
proliferagao celular de forma dependente da concentragao de farmaco e do tempo de
incubagao. O efeito da oxaliplatina foi potenciado pela presenga de acido ascérbico,
sendo mais evidente na presenca de maiores concentragoes de AA (f=0,75). Este efeito
evidenciou-se logo apds 24 horas de exposi¢ao, condigao para a qual a combinagao
resultou na diminuicao do valor do ICs, da oxaliplatina em cerca de 200 vezes,
comparado com o valor do ICs, obtido em monoterapia. Para além disso, os valores de
indice de combinagdo comprovaram a existéncia de sinergia entre os dois compostos
para todas as condigoes de associagao testadas. Os resultados obtidos no capitulo
anterior mostraram que o mecanismo de a¢ao do acido ascérbico na linha celular
C2BBel passa pelo aumento do stresse oxidativo, parecendo envolver essencialmente
moléculas como o radical superoxido e o peroxinitrito. O peroxinitrito é formado pela
interagao do radical superéxido com o éxido nitrico e tem como um dos principais alvos
a molécula de DNA, na medida em que pode causar cisao das suas cadeias, promovendo
a oxidagao e a nitragao dos fragmentos de DNA (Kiechle & Zhang, 2002; Hrabarova et
al, 201 1). Paralelamente, a oxaliplatina exerce a sua agao citotoxica pela ligagao covalente
as bases puricas da molécula de DNA, desregulando as suas fungdes normais (Chabner
& Longo, 2010). A complementaridade de dois mecanismos de citotoxicidade no mesmo
alvo, a molécula de DNA, podera justificar o efeito sinérgico evidente observado entre

o acido ascorbico e a oxaliplatina nas células C2BBel.

O tratamento das células LS1034 com oxaliplatina em monoterapia induziu a
inibicao da proliferagao celular com o aumento da concentracao de firmaco e do tempo

de incubagao. Uma vez combinada com o AA, observou-se uma diminuicao do valor do
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ICsy da oxaliplatina, comparativamente com a monoterapia, mais evidente ainda na
condigao em que as células foram tratadas com AA em maior proporgao. A titulo de
exemplo salientam-se os valores de ICs, da oxaliplatina obtidos apds 48 horas de
exposicao, correspondendo a 5,9 uM aquando do tratamento em monoterapia, com
diminuicao para 0,5 uM na presenca de AA na mesma proporgao que a oxaliplatina e
para 0,4 uM na presenca de AA em maior proporgao. Além da diminui¢ao do valor do
ICso da oxaliplatina, estas condigoes de associagao refletiram também a existéncia de
sinergia entre a oxaliplatina e o AA. O efeito sinérgico foi igualmente verificado para os
tempos mais longos, a excegao da condigao de f=0,5 as 72 horas. Yu-Lin Lin e seus
coautores descreveram que a mutagao no gene KRAS pode ser preditiva de maior
sensibilidade a oxaliplatina. O estudo realizado por estes autores mostrou também que
o mesmo nao ocorreu com o 5-FU e com o irinotecano (Lin et al, 2012). Sabendo que
as células da linha celular LS1034 possuem esta mutagao (Lee et al, 201 1), uma terapia
de associagao que envolva o uso de concentragoes reduzidas de oxaliplatina e
concentragoes elevadas de AA aparenta ser promissora. Os resultados de sinergia
obtidos sugerem inclusivamente que o perfil resistente desta linha celular, proveniente
da sua capacidade de extrusao de farmacos (Casalta-Lopes et al, 2011), nao afeta a

eficacia do tratamento de combinagao de acido ascorbico com oxaliplatina.

A semelhancga das células das outras duas linhas celulares, a resposta das células
da linha celular WiDr ao tratamento com oxaliplatina em monoterapia foi dependente
da concentragao e do tempo de incubagao. Nestas células, o valor de ICs, nao foi possivel
de determinar ap6s 24 horas de tratamento, mas assumiu os valores de 21,0 yM para as
48 horas de incubagao, de 10,9 uM para as 72 horas de incubagao e de 8,2 uM para as
96 horas de incubagao com oxaliplatina. Quando as células WiDr foram tratadas com
AA e oxaliplatina em igual proporg¢ao (f=0,5), o valor de ICs, da oxaliplatina foi 7,7 yM as
24 horas e nos restantes tempos reduziu no minimo 8 vezes relativamente a
monoterapia. Na presenca de AA em maior propor¢ao que a oxaliplatina (f=0,75)
verificou-se que esta diminuigao foi ainda mais acentuada. Estes factos demonstram que
a presenga de acido ascérbico tem uma elevada preponderancia no efeito combinado
entre os compostos, traduzindo-se em efeito sinérgico para a maioria das condigoes,

excetuando as 24 horas.
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Apesar dos resultados obtidos no capitulo anterior mostrarem que o mecanismo
de acao do acido ascérbico nas células das trés linhas celulares foi diferente, a sua acao
quimiossensibilizante da oxaliplatina foi evidente em todas elas. Foi igualmente verificado
no Capitulo IV que nas células de todas as linhas celulares o acido ascorbico induziu
lesSes a nivel do DNA. Ambas as evidéncias apontam para que o sucesso desta sinergia
resida no facto do principal alvo molecular de ambas as terapias ser a molécula de DNA.
Lesoes acrescidas no DNA, mediadas pela presenca de acido ascorbico, irao fragilizar a

célula tumoral deixando-a mais suscetivel as lesoes induzidas pela oxaliplatina.

De entre os varios analogos de camptotecina, o irinotecano tem propriedades
Unicas pois &, primeiramente, convertido por enzimas carboxilesterases no seu
metabolito ativo, o SN-38. Este, por sua vez, pensa-se ser o metabolito responsavel
pelos efeitos bioldgicos do irinotecano, tanto em termos de eficaicia como em termos
de efeitos secundarios (Chabner & Longo, 2010). O mecanismo de citotoxicidade do
SN-38 baseia-se na estabilizagao do complexo DNA-topoisomerase-| criado durante a
replicagao do DNA, impedindo a topoisomerase-I de desempenhar as suas fungdes na
religagao das cadeias de DNA (Wagner, 2015). Os principais efeitos adversos associados
ao uso de irinotecano incluem efeitos imediatos como diarreia, célicas abdominais,
vomitos, rubor e sudorese. Para além disso, é também frequente a ocorréncia de
mielossupressao (predominantemente neutropenia), alopecia, nauseas, mucosite, fadiga,
niveis elevados de transaminases hepaticas e, menos frequente, toxicidade pulmonar. A
severidade da toxicidade induzida pelos regimes que incluem irinotecano podera
constituir um fator limitante da massa a administrar, sendo os casos mais frequentes
associados a diarreia tardia e a neutropenia. A coocorréncia destes dois sinais coloca os

doentes em elevado risco de complicagoes (Chabner & Longo, 2010).

O tratamento das células C2BBel com irinotecano em monoterapia induziu a
redugao do valor de ICs, do irinotecano de forma dependente da concentragao e do
tempo de incubagao, tendo sido obtidos os seguintes valores de 132,6 pM as 48 horas,
de 75,9 yM as 72 horas e de | 1,9 uM as 96 horas de incubagao. Weekes e seus coautores
reportaram que, apesar da acumulagao citoplasmatica da P53 wild type ser um fator

preditivo positivo para a resposta ao irinotecano, este farmaco é igualmente capaz de
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induzir apoptose em células de carcinoma colorretal com P53 mutada ou ausente
(Weekes et al, 2009). Este facto corrobora os resultados por nds obtidos, tendo em
conta que, de acordo com os dados apresentados no Capitulo IV, as células C2BBel nao
expressam a proteina P53. Com a presenca do acido ascorbico verificdamos a diminuigao
do valor de ICs, do irinotecano com o aumento do tempo de incubagao e com o
aumento da concentragdo de AA testada. Contudo, os dois compostos s6 atuaram
sinergicamente na condigao em que o AA estava presente em maior proporg¢ao (f=0,75)
e para o maior tempo de incubagao. Desta forma, nesta linha celular nao pareceu haver
uma complementaridade evidente dos mecanismos de citotoxicidade do acido ascorbico

e do irinotecano que se traduzisse em efeito sinérgico.

Nas células LS1034 observou-se a inibigao da proliferagao celular em resposta ao
tratamento isolado com irinotecano, dependente da concentragao e do tempo de
incubagao, com valores de |ICs, do irinotecano que variaram entre 83,4 pM as 24 horas
e 4,8 uM as 96 horas de incubacao. O tratamento combinado com o acido ascérbico
induziu uma diminuicao abrupta do valor de ICs, do irinotecano, assumindo para a
condigao =0,5 o valor minimo de 1,4 pM as 48 horas e para a condigao f=0,75 o valor
minimo de 0,5 uM as 48 e 96 as horas. A associacao de AA com irinotecano na linha
celular LS1034 traduziu-se em efeito sinérgico para ambos os regimes de combinagao as
48 e as 96 horas e para o regime de combinagao f=0,75 as 72 horas. Este resultado é
bastante promissor tendo em conta a resisténcia multifirmacos desta linha celular
associada a sobre-expressao da PGP (Casalta-Lopes et al, 2011). Ao contrario do
farmaco anteriormente referido, oxaliplatina, tanto o irinotecano como o SN-38 sao
substratos desta proteina de efluxo (Jonsson et al, 2000; Sooryakumar et al, 201 1), pelo
que seria de esperar que a sua extrusao da célula pela PGP conferisse alguma resisténcia
ao tratamento. Porém, nao so se verificou um efeito anti-proliferativo com o tratamento
com irinotecano em monoterapia, como ainda esse efeito foi potenciado pela presenca

de acido ascorbico.

Por fim, relativamente as células da linha celular WiDr, verificamos igualmente
uma dependéncia do tempo de incubagao e da concentragao em resposta ao tratamento

com irinotecano. O tratamento combinado com o acido ascoérbico induziu uma
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diminuicao do valor de ICs, do irinotecano, de modo que, ap6s 24 horas de tratamento,
nao foi possivel determina-lo na condicao de monoterapia nem na condigao de terapia
combinada com AA em igual proporgao (f=0,5). No entanto, na presenga de AA em
maior proporgao que o irinotecano (f=0,75), o ICs, do irinotecano assumiu o valor de
I,4 uM. Apesar da redugiao da concentragao inibitéria média do irinotecano, apenas se
verificou a existéncia de sinergia na condicao de f=0,75 as 96 horas. Os resultados
obtidos mostraram que o AA nao potencia o efeito do irinotecano nas células da linha

celular WiDr.

Tendo em conta as evidéncias de efeito sinérgico obtidas nas células da linha
celular LS1034, e a auséncia de sinergia nas linhas celulares C2BBel e WiDr na maioria
das condigoes testadas, conclui-se que o possivel mecanismo de sinergia € influenciado
por caracteristicas intrinsecas as linhas celulares. Tal como referido anteriormente, o
irinotecano é convertido no seu metabolito ativo, SN-38, por carboxilesterases, enzimas
com elevados niveis de atividade no figado, mas também no duodeno, no jejuno, no ileo,
no célon e no reto. Assim, autores ha que defendem que é provavel que a conversao
do irinotecano em SN-38 a nivel do figado e do trato gastrointestinal seja determinante
na exposi¢ao do tumor ao SN-38 (Rothenberg, 2001). Um estudo realizado por Jonsson
e seus coautores teve como objetivo avaliar o efeito de inibidores da topoisomerase-|,
nomeadamente o topotecano, o irinotecano e o seu metabolito ativo SN-38, num painel
de células de linhas celulares e de células tumorais primarias de doentes oncologicos.
Os autores concluiram que os trés compostos mostraram padroes de atividade
semelhante nas células das linhas celulares, contudo, nas células das culturas primarias
os efeitos obtidos diferiram. De realgar que, nas células primarias de cancro colorretal,
apenas o irinotecano mostrou atividade anti-tumoral substancial (Jonsson et al, 2000).
Desta forma, tanto os niveis de carboxilesterases intrinsecos as células das linhas
celulares, como a limitagao do modelo experimental in vitro associada a auséncia destas
enzimas provenientes dos tecidos normais humanos, poderao influenciar a resposta a
terapia com irinotecano e, consequentemente, a terapia de combinagao com o acido
ascorbico. Desta forma, é expectavel que estudos in vivo reflitam com maior exatidao o

potencial sinérgico desta combinagao de compostos.
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Estudos pré-clinicos anteriores realizados em modelos animais mostraram uma
reducao significativa do crescimento tumoral apos tratamento com concentragoes
farmacoldgicas de ascorbato (Casciari et al, 2005; Chen et al, 2008a; Du et al, 2010),
contudo, demonstraram também que o seu uso como agente citotoxico Unico nao foi
curativo (Fromberg et al, 2011). Nesse contexto, o nosso trabalho demonstrou o
aumento da eficacia de trés farmacos quimioterapéuticos convencionais pela associagao
com concentragoes de acido ascorbico na ordem dos mM. A diminuigao do ICs, de cada
um destes farmacos constituiu um facto particularmente importante no ambito do
tratamento do cancro colorretal, tendo em conta que a toxicidade geral associada a
inclusao dos mesmos nos regimes de tratamento é frequentemente um fator limitante

da massa a administrar e a razao para a interrupgao da quimioterapia.

Apos a avaliagao do efeito da combinagao de AA com 5-FU, oxaliplatina ou
irinotecano a nivel da proliferagao celular, pretendeu-se averiguar as alteragoes induzidas
proliferagao celular se traduziu também num efeito citotdxico, isto é, no aumento da

morte celular.

Viarios estudos realizados em linhas celulares tumorais demonstram que o 5-FU
pode induzir a paragem do ciclo celular em fase S (Bowen et al, 2000; Yeh et al, 2000;
Jordan & Stein, 2003). Este facto corrobora os resultados por nés obtidos nas células
das linhas C2BBel e LS1034, relativamente a monoterapia com 5-FU. Na linha celular
WiDr o mesmo nao se verificou, possivelmente devido a mutagao da proteina P53, que
a impede de regular a P21, proteina fundamental para a regulagao do ciclo celular (Wang

et al, 2015b).

No que diz respeito ao tratamento combinado de acido ascorbico com 5-FU, de
uma forma geral, a resposta das células das trés linhas celulares foi semelhante, pois as
alteragoes observadas apos o tratamento combinado foram muito idénticas as
observadas com o AA em monoterapia. Nas células C2BBel, a terapia combinada de
AA com 5-FU provocou o bloqueio do ciclo celular na fase S e na fase G2/M, justificando
o efeito anti-proliferativo anteriormente observado. A detegao do pico apoptotico na

terapia combinada podera relacionar-se com o aumento da morte celular por apoptose
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tardia/necrose, associado a diminuicdo da viabilidade celular como resposta ao
tratamento combinado. Nas células LS1034, o bloqueio do ciclo celular na fase S apés
tratamento com 5-FU em monoterapia nao se repetiu na terapia combinada,
contrariamente ao aumento do pico apoptotico apés monoterapia com AA que se
verificou igualmente no tratamento combinado. De igual forma, verificou-se uma
diminuicao abrupta da viabilidade celular em resposta ao tratamento combinado,
significativa em relagao ao tratamento com 5-FU, mas sem diferencgas relativamente ao
tratamento com AA em monoterapia. Na linha celular WiDr, apds o tratamento
combinado destaca-se o bloqueio do ciclo celular em fase S e a presenca do pico
apoptotico, relacionado certamente com o aumento da percentagem de células em
apoptose tardia/necrose que acompanhou a diminuigao acentuada da viabilidade celular.
Estas alteragoes foram muito semelhantes as observadas apos tratamento com AA em
monoterapia. De facto, o acido ascérbico potenciou o efeito citotoxico do 5-FU,
contudo, as diferengas entre a terapia combinada e o tratamento isolado com AA nao
foram significativas. Aparentemente, os resultados obtidos nas condigoes testadas
devem-se, essencialmente, a presenca de AA, niao se observando uma
complementaridade de agao entre os compostos. Tendo em conta que esta avaliagao foi
feita apos 48 horas de incubagao, os dados obtidos corroboram a auséncia de efeito

sinérgico anteriormente observado.

Ha autores que defendem que a citotoxicidade induzida pela oxaliplatina nao se
relaciona com o ciclo celular (Mehmood, 2014), facto que foi igualmente observado no
nosso estudo nas células C2BBel e LS1034, apesar de nesta ultima se ter verificado uma
tendéncia para a acumulagao das células em fase G2/M apos tratamento com oxaliplatina.
Outros autores demonstraram também que a oxaliplatina induz o bloqueio do ciclo
celular na fase G2/M (Arango et al, 2004; Nannizzi et al, 2010), facto também por noés
observado nas células WiDr. Por outro lado, estudos demonstram que a oxaliplatina é
um indutor de apoptose (Faivre et al, 2003; Kim et al, 2014), facto que corrobora a
presenca de apoptose na condicao de monoterapia, mas também a sua implicagao no

mecanismo de sinergia.

Contrariamente ao observado nos estudos de combinagao com 5-FU, a resposta
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das células ao tratamento combinado de acido ascérbico com oxaliplatina foi notéria e
nao dependente unicamente de um dos compostos. Nas células C2BBel, a terapia
combinada induziu a paragem do ciclo celular na fase S. Paralelamente, a viabilidade
celular diminuiu com diferengas estatisticamente significativas, tanto relativamente a
oxaliplatina (reducao de 28,2%) como ao acido ascorbico (reducao de 13,7%). Neste
caso nao se observou um tipo de morte celular predominante, registando-se a presenga
de células em apoptose inicial, em apoptose tardia/necrose e em necrose. Nas células
LS1034, é de realcar que a terapia combinada induziu o bloqueio do ciclo celular na fase
S e a diminuicao da viabilidade celular, com aumento da morte celular essencialmente
por apoptose e por apoptose tardia/necrose. Nas células WiDr, destaca-se o bloqueio
do ciclo celular na fase S como resposta ao tratamento combinado, porém ausente em
ambas as terapéuticas em monoterapia. Para além disso, a combinacao de AA com
oxaliplatina diminuiu a viabilidade celular em relagao a monoterapia com oxaliplatina
(redugao de 42,7%) e a monoterapia com AA (redugao de 25,7%), com aumento da
morte celular essencialmente por apoptose tardia/necrose. O efeito sinérgico obtido
apos 48 horas de tratamento combinado com AA e oxaliplatina foi comprovado pelos

resultados supracitados.

O mecanismo de agao do irinotecano envolve a inibicao da topoisomerase |, uma
enzima nuclear que mantém e modula a estrutura do DNA. O SN-38 liga-se a
topoisomerase-| e previne a uniao das quebras transitorias da cadeia de DNA durante
o processo de replicagao, resultando na formagao de complexos clivados. Desta forma,
a lesao na molécula de DNA ocorre durante a fase S do ciclo celular. A consequente
ativagao do checkpoint em resposta a lesao no DNA, causada durante a fase S, induz a
paragem do ciclo celular na fase G2/M (Haug et al, 2008). O bloqueio do ciclo celular
nesta fase G2/M apos terapéutica com irinotecano em monoterapia, observado nas
células C2BBel e LS1034 é, por isso, justificado pelo seu mecanismo de agao. Uma vez
mais, nas células WiDr, a mutagao no gene que codifica a proteina P53 podera ser a

responsavel pela auséncia de alteragoes no ciclo celular nesta condigao.

O tratamento combinado de 4cido ascorbico com irinotecano induziu um perfil

de resposta a nivel do ciclo e da viabilidade celulares dependente da linha celular. Nas
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células da linha C2BBel, o irinotecano em monoterapia induziu a paragem do ciclo
celular na fase G2/M, no entanto, na terapia combinada a presenca de acido ascérbico
reverteu este efeito. Apesar da terapia combinada induzir a diminuigao significativa da
percentagem de células vivas, relativamente a terapia apenas com irinotecano, esta
resposta foi muito idéntica a da terapia apenas com AA. Estes factos corroboram a
auséncia de efeito sinérgico nesta linha celular apos 48 horas de incubagao. Nas células
da linha LS1034, a terapia combinada induziu a desregulagio do ciclo celular,
destacando-se o bloqueio na fase S e a presenca do pico apoptdtico. Este udltimo
relaciona-se com o aumento das populagoes em morte celular por apoptose e por
apoptose tardia/necrose observada apos o mesmo tratamento. Com o tratamento
combinado verificou-se a diminuicao da viabilidade celular em comparagao com as
terapias apenas com AA (reducao de | 1,5%) ou com irinotecano (reducao de 43%). Estas
diferengas comprovam o efeito sinérgico anteriormente demonstrado. Nas células
WiDr, a terapia combinada induziu o bloqueio do ciclo celular na fase G2/M, nao
observado em nenhum dos tratamentos em monoterapia. Paralelamente, observamos o
decréscimo da viabilidade celular relativamente ao irinotecano em monoterapia, mas
com um perfil de resposta muito semelhante ao observado apenas com o AA,
justificando a auséncia de sinergia entre o irinotecano e o acido ascérbico nesta linha

celular apés 48 horas.

Apos o estudo do efeito da combinagao do acido ascérbico com os trés farmacos
convencionalmente integrantes dos regimes de quimioterapia para o tratamento do
cancro colorretal, o 5-FU, a oxaliplatina e o irinotecano nas trés linhas celulares,
tornou-se evidente que os resultados mais promissores foram obtidos com a
combinagao de acido ascorbico e oxaliplatina. Por esta razao, e tendo em conta que este
facto foi transversal as trés linhas celulares, os mecanismos de citotoxicidade envolvidos

no tratamento combinado de AA e oxaliplatina foram estudados em maior detalhe.

Alguns autores apontam para que a oxaliplatina possa induzir lesdes nos tumores
por inducao da apoptose através da oligomerizagaio da BAX na mitocondria e
consequente libertagao do citocromo C para o citoplasma (Arango et al, 2004; Kim et

al, 2014). Por outro lado, os resultados por nos apresentados no Capitulo IV indicam
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que o acido ascorbico foi capaz de induzir morte celular por apoptose e por necrose,
dependendo da linha celular e da concentragao testada. Apds evidéncias do aumento da
morte celular por apoptose e/ou por apoptose tardia/necrose, em resposta ao
tratamento combinado de AA com oxaliplatina, os mecanismos de morte celular foram
estudados através da avaliagao da expressio de BAX e de BCL-2, das alteragoes do
potencial de membrana mitocondrial (AY,,) e da expressao de caspase-9, de P53 e de
VEGF-RI. Com o intuito de perceber os mecanismos de morte celular envolvidos na
sinergia observada entre o acido ascorbico e a oxaliplatina nas células de cada linha

celular, estes parametros serao discutidos por linha celular.

Nas células da linha C2BBel, os estudos de viabilidade celular mostraram que a
terapia combinada induziu morte celular por apoptose e/ou necrose. Estes resultados
podem estar relacionados com o aumento da expressao da proteina pro-apoptotica
BAX, percetivel pelo aumento estatisticamente significativo da raziao entre a proteina
BAX e a proteina BCL-2 que, por sua vez, esta associado a diminui¢cao do Ay, apds o
tratamento combinado. Estas alteragoes foram igualmente observadas nas terapias
apenas com AA ou com oxaliplatina, sendo o seu efeito exacerbado quando os
compostos foram administrados em associagao. Relativamente a implicagao da
caspase-9 nos mecanismos de agao de ambos os compostos e da sua combinagao, os
resultados nao sao tao lineares. Isto &, no tratamento com AA a ativagao da caspase-9
é evidente, com tendéncia para a diminuicao da pro-caspase-9 (46 kDa) e aumento
estatisticamente significativo da respetiva proteina clivada (35 kDa). O tratamento
combinado induziu uma ligeira diminuicao da proteina clivada da caspase-9, o que se
podera relacionar com a presenca de necrose (Golstein & Kroemer, 2007). Contudo,
esta diminuicido pode também estar relacionada com um mecanismo de escape a
apoptose por parte da célula tumoral, através da sobre-regulagao transcripcional da
proteina inibidora da apoptose, XIAP (do inglés, X-linked inhibitor of apoptosis protein)
(Lopez & Tait, 2015; Baig et al, 2016). A proteina XIAP atua como inibidor
estequiométrico das caspases, na medida em que inibe a caspase-3 e a caspase-7, por
ligagdo ao seu local ativo, e inibe a caspase-9 prevenindo ou revertendo a sua

dimerizagao. Esta agdo inibitéria pode ser antagonizada pelas proteinas mitocondriais

234



CAPITULO V

SMAC/DIABLO (do inglés second mitochondria-derived activator of caspases/direct IAP
binding protein with low isoelectric point) e Omi/HtrA2 (do inglés high temperature
requirement protein A2), libertadas durante o estimulo apoptotico simultaneamente a
libertagdo do citocromo C (Parrish et al, 2013). Claramente, perante um estimulo
apoptotico, a célula tumoral ativa mecanismos de defesa capazes de anular eficazmente

a atividade das caspases (Lopez & Tait, 2015).

De qualquer forma, os resultados por nds obtidos indicam que nas células
C2BBel, o acido ascorbico e a oxaliplatina parecem atuar sinergicamente pela ativagao
da via intrinseca da apoptose. Para além de formar aductos no DNA, é conhecido que a
oxaliplatina € um composto tiofilico capaz de produzir stresse oxidativo (Espey et dl,
201 1). Kopetz e seus coautores mostraram que a oxaliplatina induz o aumento de ROS
intracelulares de forma dependente da concentragao e da linha celular (Kopetz et dl,
2010). No nosso estudo, o incremento da produgao de ROS, mediado pela oxaliplatina
e pelo acido ascoérbico, promove a translocagao, a oligomerizagao e a insergao de
proteinas, entre as quais a BAX, a nivel da mitocondria. Esta é seguida da despolarizagao
da membrana mitocondrial e da libertagao de proteinas pro-apoptoticas da mitocondria,
como parte da ativagao de diferentes mecanismos de morte celular, como igualmente
mostraram outros trabalhos (Orrenius et al, 2007). Promovido tanto pelo acido
ascorbico como pela oxaliplatina, o estimulo oxidativo mais intenso pode justificar a
presenca de morte celular por necrose (Valko et al, 2006). Para além de aumentar a
produgao de ROS, o mecanismo de agao da oxaliplatina consiste na formagao de aductos
no DNA que impedem a sua replicagao e a transcrigao, conduzindo a célula a morte
celular (Nannizzi et al, 2010). Simultaneamente, os resultados anteriormente mostrados
evidenciam que o acido ascorbico medeia a formagao de ROS capazes de lesar o DNA
de forma irreparavel. Chiu e seus coautores provaram que a oxaliplatina induz quebras
nas duas cadeias da dupla cadeia de DNA de forma dependente, mas também

independente, da proteina P53 (Chiu et al, 2009).

O efeito citotdxico da oxaliplatina nas células da linha C2BBel corroborou a
acao da oxaliplatina de forma independente da P53. A auséncia da proteina P53 pode

explicar a maior suscetibilidade das células desta linha celular as lesoes no DNA, tendo
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em conta a inerente falha na regulagao de processos celulares como o controlo do ciclo
celular, a reparagao do DNA e a transcrigao. Apesar do recetor VEGF-R| poder estar
implicado no efeito citotoxico do AA e, consequentemente, da terapia combinada, nao
se verificaram alteragdes na expressao do mesmo. Desta forma conclui-se que, nas
células da linha C2BBel, o acido ascérbico e a oxaliplatina atuam de forma sinérgica por
mecanismos de agao distintos, contudo, sobre o mesmo alvo molecular, a molécula de

DNA.

Nas células LS1034, denotamos um aumento da apoptose apds o tratamento
com ambos os compostos em monoterapia, que se intensificou apds o tratamento
combinado. Contudo, uma analise cuidada dos resultados permite concluir que nesta
linha celular o acido ascoérbico e a oxaliplatina ativam vias diferentes da apoptose.
Concordante com os dados obtidos nas células desta linha celular apresentados no
Capitulo 1V, verifica-se que o AA induziu o aumento da razao BAX/BCL-2, seguido da
despolarizagao da membrana mitocondrial evidenciada pela diminuigao do seu potencial,
passos que constituem a fase inicial da ativagao da apoptose pela via intrinseca (Parrish
et al, 2013). Provou-se também que o mecanismo de indugao de apoptose pela via
intrinseca pelo acido ascorbico era independente de caspases, podendo estar implicada
a proteina AlF, proteina mitocondrial indutora de apoptose (Kroemer et al, 2009;
Nikoletopoulou et al, 2013). Este facto foi igualmente verificado no nosso estudo com o
AA em monoterapia, pois nao se verificaram alteragoes na expressao de caspase-9. De
igual modo, nas células tratadas apenas com oxaliplatina nao se registaram alteragoes na
razao BAX/BCL-2, no Ay, nem na expressao de caspase-9. Apesar da diminuigao da
pro-caspase-9, essa nao se refletiu no aumento da respetiva proteina clivada. Zanardelli
e seus coautores demonstraram o aumento da atividade da caspase-8 e da expressao de
BID como resposta ao tratamento com oxaliplatina, indicando a ativagao da via
extrinseca da apoptose (Zanardelli et al, 2015). Outros autores verificaram que a
capacidade da oxaliplatina ativar a via extrinseca da apoptose numa linha celular de
cancro colorretal foi altamente dependente da sobre-regulagao transcripcional mediada
pela proteina P53 (McDermott et al, 2005). Este facto corrobora os resultados por noés
obtidos, nos quais a terapia apenas com oxaliplatina induziu nas células LS1034 um

aumento estatisticamente significativo da proteina P53, que se repercutiu numa
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tendéncia para o aumento apods tratamento combinado com AA. Mais uma vez, a
auséncia de alteragoes a nivel do recetor VEGF-R| excluem a sua implicagao no

mecanismo de citotoxicidade em estudo.

Assim, nas células da linha LSI1034, verificamos a existéncia de uma
complementaridade de mecanismos de citotoxicidade do acido ascorbico e da
oxaliplatina que culminaram na morte celular por apoptose, quer seja pela ativagao da
via intrinseca (no caso do AA) ou da via extrinseca (no caso da oxaliplatina), mas que se
reflete no tratamento combinado, no aumento da razao BAX/BCL-2, na tendéncia para
diminuicao do Ay, e na ativagdo da caspase-9. As vias intrinseca e extrinseca da
apoptose convergem nas caspases efetoras, nomeadamente a caspase-3, a caspase-6 e a
caspase-7. A produgao de tBID (do inglés truncated BH3 interacting-domain death agonist)
pela caspase-8 na via extrinseca ira aumentar a agao das proteinas BAX e BAK
intensificando a via intrinseca e magnificando a resposta apoptotica (Baig et al, 2016).
Assim, farmacos com diferentes mecanismos de agao e de ativagao das vias de morte
constituem uma mais valia em regimes de combinagao (Espey et al, 201 1), visto que
podem minimizar a resisténcia de células tumorais com origens e com padroes de

diferenciagao distintos.

Nas células da linha WiDr, os nossos resultados da viabilidade celular
evidenciaram o aumento predominante da morte celular por apoptose tardia/necrose,
em resposta ao tratamento combinado. Os resultados da terapia apenas com acido
ascorbico corroboram os factos discutidos no Capitulo IV, pois o stresse oxidativo
intenso, gerado pela presenga de AA, induziu o aumento das proteinas apoptoticas face
as anti-apoptodticas e a despolarizagio da membrana mitocondrial. Esta disfungao
mitocondrial ocorreu em tal escala que levou a deplecao de ATP e, consequentemente,
a inibicao das caspases por falha de energia para a sua ativagao. Este processo culminou
maioritariamente em morte celular por necrose (Golstein & Kroemer, 2007; Choi et dl,
2009; Nikoletopoulou et al, 2013). O tratamento com oxaliplatina induziu uma
diminuicao da viabilidade celular de apenas |1,6% relativamente ao controlo, facto que
se refletiu na auséncia de alteragdes na razio BAX/BCL-2. De maneira interessante,

quando as células WiDr foram sujeitas a oxaliplatina em monoterapia observou-se um
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aumento do AyY,, concomitante com a hiperpolarizagio mitocondrial (Mamede et dl,
2015). Varios outros autores defendem que a hiperpolarizagao mitocondrial ocorre de
forma transitoria e reversivel antes da ativagao da apoptose (Perl et al, 2004; Nagy et al,
2007). Em maior detalhe, a sua ocorréncia foi demonstrada antes da ativagao das
caspases, da externalizagao da fosfatidilserina e da disrupgao do Ay, em células de
leucemia induzidas a apoptose pela via dos recetores de morte (FAS) (Banki et al, 1999)
ou pela agao do peroxido de hidrogénio (Puskas et al, 2000). A hiperpolarizagao
mitocondrial precede, assim, a dilatagao e a rutura da membrana mitocondrial externa
e a libertagao de fatores apoptogénicos para o citoplasma. Um possivel mecanismo para
a hiperpolarizagao mitocondrial é a oclusio do poro de transigio da permeabilidade
mitocondrial como resultado da falha na manutengao da troca ATP/ADP (adenosina
trifosfato/adenosina difosfato) entre a mitocondria e o citosol (Ly et al, 2003). Assim,
denota-se que o tratamento isolado com oxaliplatina nao evidencia a existéncia de morte
celular, coexistindo com a auséncia de alteragoes na razao BAX/BCL-2 e na expressao
de caspase-9, contudo, um estimulo acrescido com a presenca de AA foi suficiente para
que o processo apoptético e/ou necrotico fosse concluido. A terapia combinada de AA
com oxaliplatina nas células WiDr evidenciou o aumento da razao BAX/BCL-2, a
tendéncia para a diminuigdo do Ay, e a inibicao da caspase-9, factos que indicam a

possivel predominancia de morte celular por apoptose.

Podemos ainda referir que o aumento significativo dos niveis de expressao da
proteina P53 nas células da linha WiDr, em resposta ao tratamento com a oxaliplatina
em monoterapia, pode contribuir para a apoptose induzida por este farmaco.
Observamos igualmente uma tendéncia para o aumento dos niveis de P53 apos o
tratamento das células apenas com AA e com a terapia combinada. Sabe-se que a P53
esta mutada em cerca de 50% dos tumores colorretais e que o estado mutado desta
proteina supressora tumoral esta implicado no aumento ou na diminuicio da
sensibilidade dos tumores a inUmeros fairmacos quimioterapéuticos (Li et al, 2015;
Perego & Robert, 2016). Arango e seus coautores mostraram que a apoptose induzida
pela oxaliplatina esta associada com a sobre-regulacao dos niveis de expressao da P53,

implicando-a na cascata apoptotica iniciada pela oxaliplatina. Estes autores estudaram
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uma linha celular de carcinoma colorretal que expressava a P53 wild-type. Quando a
indugao de apoptose foi alargada a um painel de 30 linhas celulares (1| com expressao
de P53 wild-type e 19 de P53 mutada), os autores concluiram que o facto da proteina
P53 estar mutada nao permitia prever a resposta apoptotica a oxaliplatina, sugerindo
que a sensibilidade das linhas celulares a oxaliplatina é modulada por outros fatores
(Arango et al, 2004). Além dos dados acima referidos por nos obtidos nas células
submetidas a terapia combinada, observamos também o aumento do recetor VEGF-R|
aquando da monoterapia com AA. Os estudos apresentados no Capitulo IV mostraram
a auséncia de alteragoes neste recetor quando as células WiDr foram tratadas com AA
durante 24 horas. Aparentemente, o aumento do tempo de exposi¢ao das células WiDr
ao AA para 48 horas induziu o aumento deste recetor do VEGF. De facto, esta evidéncia
contradiz os dados referenciados na literatura, na medida em que varios autores
demonstraram que elevadas concentragoes de AA inibem a transcrigao e a expressao
de VEGF (Pagé et al, 2008; Yeom et al, 2009; Kawada et al, 2013; Kuiper et al, 2014). No
nosso trabalho, o parametro medido nao foi a expressao do ligando VEGF mas sim do
recetor VEGF-RI. Deste modo, sem o apoio da literatura torna-se impossivel inferir
relativamente a expressao de VEGF, tendo em conta que a sobre-expressao do recetor
| deste ligando pode nao se traduzir no aumento da expressao do ligando VEGF a nivel

intracelular.

Em suma, nas células da linha WiDr denota-se a elevada preponderancia da
presenca do acido ascorbico no efeito sinérgico de ambos os compostos, a qual se traduz
na ativagao do processo apoptotico e/ou necrético. Este acontecimento é salientado
pelo facto de o tratamento combinado seguir o mesmo perfil, nos diferentes parametros

avaliados, que o observado no tratamento apenas com AA.

Estudos in vivo

Os modelos in vitro de cancro possuem vantagens notaveis como prova de

conceito para a descoberta de mecanismos moleculares envolvidos numa terapéutica,
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entre as quais, as condigoes altamente controladas, a homogeneidade da amostra e a
reprodutibilidade. No entanto, possuem naturalmente limitagoes, das quais se destacam
a selecao genotipica e fenotipica das células durante a sua adaptagao as condigoes in vitro,
a acumulagao de mutagdes ao longo do tempo em cultura, a populagao homogénea de
células, que constitui simultaneamente uma vantagem e uma desvantagem, e o

isolamento das células do seu microambiente tumoral (Cekanova & Rathore, 2014).

O desenvolvimento de modelos animais capazes de recapitular a historia natural
da oncogénese e a resposta clinica dos tumores a terapéutica constitui um importante
pré-requisito para a translagao rapida de tratamentos anti-tumorais que se mostraram

promissores em modelos in vitro para a pratica clinica (Cekanova & Rathore, 2014).

A utilidade dos modelos in vivo de cancro depende do quanto estes replicam a
doenga humana, em termos de forma e de fungao. Idealmente um modelo animal devera
mostrar caracteristicas histopatologicas semelhantes as do humano; progredir pelos
mesmos estadios e causar os mesmos efeitos fisiopatologicos tanto loco-regionais como
sistémicos; e envolver os mesmos genes e vias bioquimicas na iniciagao e na progressao
da doenga. Para além disso, a resposta tumoral do modelo pré-clinico devera refletir de
forma estreita a resposta do tumor a uma terapia em particular e ser capaz de predizer

a eficacia terapéutica em ensaios clinicos humanos (Céspedes et al, 2006).

A introdugao dos ratinhos atimicos na década de 60 do século XX foi seguida
por excelentes possibilidades na investigacao através de modelos animais de
xenotransplantes. Entender estes modelos, aceitar as suas limitagoes e melhorar as suas
caracteristicas € importante e necessario para o desenvolvimento da investigagao. Estes
modelos permitem entender os mecanismos envolvidos na patogénese, mas também

apoiam no desenvolvimento de terapias anti-tumorais (Kerbel, 2003; Priolli et al, 2012).

Por motivos de contingéncia temporal, neste trabalho recorreu-se unicamente
ao modelo de xenotransplante heterotdpico em ratinhos atimicos Balb/c nu/nu. Este
modelo baseia-se na inoculagiao ectopica de células de uma linha celular tumoral num
local de crescimento nao-fisiolégico. A sua utilidade prende-se com o facto de serem

faceis e rapidos para obtengao de um screening farmacolégico, permitirem estabelecer
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relagoes PK/PD (PK, do inglés pharmacokinetics, concentragao vs. tempo; PD, do inglés
pharmacodynamics, efeito vs. tempo) e estudar a eficacia anti-tumoral de um determinado
composto. Como principais vantagens denota-se a reprodutibilidade, a eficaicia em
termos de custos e de tempo, a aplicabilidade a varios tipos celulares tumorais, e a
avaliagdo da influéncia do microambiente e do sistema imunolégico na resposta
terapéutica, a qual é limitada no caso de utilizagao de ratinhos atimicos. Em contraste,
uma correta analise dos resultados implica ter consciéncia das limitagoes deste modelo,
nomeadamente, as limitadas semelhancas fenotipicas e histoldgicas com o tumor
primario; as taxas de metastizagao muito reduzidas; e a falta do microambiente tumoral

fisiologico (Ruggeri et al, 2014).

Desde a década de 80 do século XX que os estudos in vivo tém permitido avaliar
a resposta de diversos tipos de tumores a concentragoes farmacologicas de acido
ascorbico (Fujita et al, 1982) e ampliar o conhecimento relativamente aos possiveis
mecanismos de agao envolvidos. No entanto, é reconhecido que apesar da vasta
quantidade de dados pré-clinicos in vitro sobre os efeitos da vitamina C nas células
tumorais, ha poucos dados relativamente a atividade anti-tumoral de concentragoes
elevadas de vitamina C em tumores humanos xenotransplantados em ratinhos

imunodeprimidos (Wilson et al, 2014).

Em 1982, Fujita e seus coautores avaliaram o efeito do ascorbato em combinagao
com a adriamicina em ratinhos e em cobaias inoculados com células de leucemia. Os
autores verificaram que o ascorbato nao alterou a atividade anti-tumoral da adriamicina,
contudo, prolongou a vida dos animais, diminuiu os niveis de peroxidos lipidicos no soro
e no figado e preveniu a cardiomiopatia, presente nos animais que receberam
unicamente adriamicina (Fujita et al, 1982). Posteriormente, o efeito de concentragoes
farmacologicas de AA foi avaliado em modelos animais de carcinoma do ovario (Chen
et al, 2008a), de adenocarcinoma do pancreas (Chen et al, 2008a, 201 I; Du et al, 2010),
de carcinoma hepatocelular (Verrax & Calderon, 2009), de mesotelioma (Takemura et
al, 2010), de cancro da préstata (Pollard et al, 2010) e de adenocarcinoma colorretal
(Mamede et al, 2012b). Em todos eles a vitamina C induziu a diminuigao do crescimento

tumoral ou o aumento da sensibilidade ao tratamento com a quimioterapia convencional,
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melhorando a sua eficicia e a sobrevivéncia dos animais.

No nosso estudo, o modelo animal de xenotransplante de adenocarcinoma
colorretal foi otimizado inoculando 7 milhdes de células da linha celular WiDr no dorso
de cada animal. Inicialmente, o pretendido era estabelecer o modelo animal para cada
linha celular utilizada nos estudos in vitro, contudo, mesmo apos o recurso a varias
abordagens experimentais, nao foi possivel obter um modelo animal otimizado e

reprodutivel com as células das linhas C2BBel e LS1034.

A avaliagao do efeito do AA in vivo incluiu dois tipos de estudos, em monoterapia
e em terapia combinada com o 5-FU, com a oxaliplatina (Oxa) ou com o irinotecano
(Iri). Para tal, estabeleceram-se oito grupos de animais de acordo com o regime de
tratamento a que foram sujeitos: grupo controlo, grupo AA, grupo 5-FU, grupo

AA+5-FU, grupo Oxa, grupo AA+Oxa, grupo Iri e grupo AA+Iri.

A comparagao do grupo controlo com o grupo AA, sujeito a injegoes
intraperitoneais diarias de AA na concentragao de 150 mg/kg, evidenciou uma inibigao
do crescimento tumoral no grupo tratado com AA. Em estudos in vivo realizados por
outros autores para avaliar o efeito da vitamina C no crescimento tumoral, as
concentragoes utilizadas foram sempre superiores a 150 mg/kg (entre | a 4 g/kg/dia,
variavel no modo de administragao) (Campbell & Dachs, 2014). Por outro lado, estudos
clinicos publicados com 24 doentes com cancro metastatico em fase terminal tratados
com vitamina C por via intravenosa, com concentragoes de 150 a 710 mg/kg/dia nao
permitiram a obtencao de concentracoes de AA no plasma superiores a 3,8 mM
(Riordan et al, 2005). No entanto, um ensaio clinico na fase | realizado mais
recentemente com 24 doentes com tumor hematologico ou sélido localmente avangado,
com metastases ou refratario, demonstrou que injegoes intravenosas de vitamina C, na
concentragao de |,5 g/kg trés vezes por semana, sao seguras e permitem obter
concentragoes no plasma superiores a |0 mM durante varias horas (Hoffer et al, 2008).
Estes estudos evidenciam que, apesar da diminuigao da taxa de crescimento tumoral
observada no nosso estudo, uma concentragao superior de acido ascorbico é passivel

de ser administrada e podera aumentar o efeito terapéutico induzido.
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Outro fator determinante no efeito da vitamina C in vivo é a via de administragao.
A vitamina C tem fungoes distintas quando presente no plasma em concentragoes
fisiologicas ou farmacologicas. A administragao oral de vitamina C é associada a
concentragoes no plasma estritamente controladas, dada a sua regulagao por principios
farmacocinéticos de biodisponibilidade e de depuragao (Wilson et al, 2014). Este facto
exclui a administragao por via oral como uma abordagem adequada aos objetivos do
nosso estudo. Por outro lado, a administragao por via intravenosa ultrapassa este
controlo farmacocinético, o que permite atingir concentragoes de vitamina C no plasma
superiores a 20 mM (Du et al, 2012; Wilson et al, 2014). A administragao por via
intravenosa constitui uma limitagao no modelo animal de ratinho, pela dificuldade de
acesso aos vasos sanguineos. Apesar de nao ser impossivel, a administragao por via
intravenosa realizada diariamente durante 12 dias, tornar-se-ia inexequivel. Verrax e seus
coautores mostraram in vivo que, tanto a administragdo intravenosa como
intraperitoneal de ascorbato permitiram alcangar concentragoes farmacologicas no
sangue (acima de 20 mM), em contraste com as concentragoes atingidas por via oral que
se mantiveram fisiologicas. Para além disso, os autores demonstraram ainda que a
administragao parental de ascorbato diminuiu a taxa de crescimento de um hepatoma
murino, facto nao conseguido com a administragao oral (Verrax & Calderon, 2009).
Estes dados corroboram os nossos resultados que foram obtidos com a administragao
intraperitoneal de acido ascorbico e confirmam que a via de administragao foi adequada

ao efeito pretendido.

Seguidamente, avaliou-se o efeito da combinagao do acido ascérbico com os trés
farmacos utilizados nos regimes de quimioterapia convencional para o tratamento do
cancro colorretal. Comparando o grupo 5-FU com o grupo AA+5-FU, verificou-se que
a combinagao de ambos os compostos nao trouxe beneficio relativamente ao uso do
5-FU em monoterapia, tendo em conta que as curvas da taxa de crescimento tumoral
foram praticamente sobreponiveis. De facto, estes resultados estao em consonancia com
os resultados in vitro, nos quais a existéncia de sinergia entre o AA e o 5-FU foi limitada.
De maneira interessante, o indice proliferativo associado a combinagao de AA+5-FU
revelou ser inferior ao tratamento com 5-FU em monoterapia. Estudos realizados por

outros autores nos quais a combinagao de AA com 5-FU foi avaliada em células de
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cancro do esofago mostraram que o AA sensibiliza as células ao efeito deste farmaco
pela inibicao da ativagao do NF-kB e do AP-I (Abdel-Latif et al, 2005). Outros autores
reportaram também que a vitamina C é capaz de suprimir a ativagdo do NF-xB pela
inibicao da ativagao do TNF-a, tendo por base o conhecimento de que o TNF-a ativa o
NF-kB por uma via bem definida que envolve a ativagao de caspases (Carcamo et dl,
2002). Por sua vez, outro estudo realizado com células de linhas celulares de cancro do
c6lon mostrou que o TNF-a induziu morte celular. De referir que a extensao do efeito
citotdxico do TNF-a se correlacionou com a inibicio da atividade do NF-xB e foi
dependente da linha celular. Uma das linhas celulares que mostrou ser resistente ao
tratamento com TNF-a foi a linha celular WiDr (Han et al, 2000). Assim, considerando
que a inibicao da ativagao do NF-kB pode estar envolvida no mecanismo de agao do AA
com o 5-FU, a resisténcia intrinseca desta linha celular a este mecanismo pode justificar

a limitada sinergia entre os compostos.

No nosso estudo, o tratamento com oxaliplatina em regime combinado com o
acido ascorbico fez com que a taxa de crescimento tumoral se mantivesse constante,
inibicio que mostrou ser estatisticamente significativa em relagao aos restantes grupos
experimentais (grupo controlo, grupo AA e grupo Oxa). A semelhanca dos respetivos
estudos in vitro, esta foi a combinagao mais promissora. Este facto refletiu-se também
nos dados da imunohistoquimica com a redugao do indice proliferativo da terapia
combinada relativamente ao grupo de animais tratados apenas com oxaliplatina. Até aos
nossos resultados, nao existiam estudos com a combinagao de AA com oxaliplatina em
qualquer tipo de modelos animais. Os dados obtidos com este regime de combinagao
enfatizam o potencial desta terapia na pratica clinica e a importancia de ampliar os
estudos in vivo para modelos animais ortotopicos de cancro colorretal. Estes modelos
animais simulam o microambiente do tumor original, com respostas patologicas e
imunologicas intactas. Os componentes celulares nao tumorais do estroma, como as
células inflamatérias, os macrofagos, os fibroblastos e as células endoteliais, assim como
citoquinas, quimiocinas, componentes da matriz celular e proteinas de adesao
influenciam a historia natural do tumor em termos de proliferagao, de angiogénese, de

invasao e de metastizagao, mas também sao especificamente capazes de alterar a
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resposta a distintos agentes terapéuticos. A sua influéncia podera ser no sentido de
aumentar a sensibilidade ao tratamento, ou aumentar a resisténcia intrinseca ao mesmo.
Por conseguinte, os modelos animais ortotépicos permitem a avaliagao, a um nivel
quimiopreventivo ou terapéutico, dos efeitos de compostos citotdxicos no crescimento
do tumor primario, num microambiente apropriado, bem como o seu impacto na
invasao tumoral localizada, na disseminagao metastatica e no surgimento de resisténcia

terapéutica adquirida (Ruggeri et al, 2014).

Por dltimo, estudou-se o efeito da combinacao de acido ascérbico com
irinotecano no crescimento tumoral. Analisando a resposta obtida para o grupo AA+Iri
verificou-se que o tratamento combinado induziu a estabilizagao do volume tumoral
durante os |4 dias de avaliagao. Em comparagao com os restantes grupos, inclusivamente
com o grupo tratado com irinotecano em monoterapia, a inibicao do crescimento
tumoral foi a mais evidente. Os dados da histologia nao confirmam estas evidéncias, na
medida em que o indice proliferativo associado ao tratamento apenas com irinotecano
foi consideravelmente inferior a respetiva terapia combinada com AA. Contudo, a
relevancia do valor do indice proliferativo da amostra histolégica correspondente ao
grupo Iri é questionavel, tendo em conta que, por limitagdes experimentais, nao foi
possivel obter uma réplica desta condigao e o bloco de parafina de conservagao desta
peca tumoral nao estava nas melhores condigoes. De facto, a inibigdo completa da taxa
de crescimento tumoral em resposta ao tratamento de AA com irinotecano foi deveras
interessante, e contrariou a auséncia de sinergia verificada nos estudos in vitro com esta
combinagiao. Um olhar mais atento sobre o mecanismo de ag¢ao do irinotecano podera
explicar a discrepancia existente entre os resultados in vitro e in vivo, e foi a justificagao
apresentada aquando da discussao dos estudos in vitro para a auséncia de sinergia. O
irinotecano € um pro-farmaco que requer a clivagem enzimatica no carbono na posigao
|0 por carboxilesterases para a formagao do seu metabolito biologicamente ativo, o
SN-38 (Chabner & Longo, 2010). Apesar de Jonsson e seus coautores terem
demonstrado o efeito biologico do irinotecano num modelo in vitro humanizado de
cancro colorretal (Jonsson et al, 2000), varios autores referem que o SN-38 é o principal
responsavel pelos efeitos biologicos daquele farmaco (Mathijssen et al, 2001; Haug et al,

2008; Wagner, 2015). A atividade das enzimas carboxilesterases em tecidos humanos
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normais € maior no figado, seguido no duodeno, no jejuno, no ileo, no célon e no reto
(Rothenberg, 2001). No modelo in vitro, mesmo que possa ser detetada alguma atividade
destas enzimas, nunca sera tao elevada como nos tecidos normais, que se sabe serem
responsaveis pela metabolizagao do irinotecano em SN-38. O modelo animal usado
revelou o potencial sinérgico da combinagao de acido ascoérbico com irinotecano, sendo
igualmente imprescindivel o seguimento dos estudos para o modelo animal ortotépico
com otimizagao das concentragoes ideais para obtengao de um efeito sinérgico in vivo,

prévio a sua implementagao em ensaios clinicos.
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Quais as razoes subjacentes a sensibilidade ou a resisténcia das células tumorais
ao tratamento com vitamina C? Porque é que as células tumorais sio sensiveis a
concentragoes farmacoldgicas de vitamina C, enquanto as células normais sao
normalmente resistentes! Podemos considerar que a resposta a estas perguntas, esta na
base deste trabalho. Compreender os mecanismos de atuagao da vitamina C na célula
tumoral é de sobremaneira relevante, visto que tal entendimento podera, pelo menos
parcialmente, reduzir o ceticismo em torno da eficacia, como terapéutica citotoxica, da
vitamina C. Mais importante ainda, coloca-se a possibilidade de orientar as decisoes
terapéuticas, sabendo quais os doentes oncoldgicos que poderao beneficiar da terapia

com concentragoes farmacologicas de vitamina C.

Os dados apresentados ao longo deste trabalho enfatizaram o potencial
terapéutico da vitamina C, estudada na sua forma reduzida, o acido ascorbico, e
contribuiram para a elucidagao de alguns dos possiveis mecanismos de atuagao da

vitamina C nas células de cancro colorretal.

Os estudos de citotoxicidade sugeriram que o acido ascorbico diminui a
proliferagao, a sobrevivéncia e a viabilidade das células das trés linhas de cancro
colorretal usadas, de um modo dependente da linha celular e da concentragao de acido
ascorbico, com efeitos genotoxicos associados. Como consequéncia, verificamos que as
vias de morte ativadas pelo acido ascorbico sao dependentes da sensibilidade das linhas
celulares ao stresse oxidativo e da intensidade do estimulo oxidativo. Os resultados
obtidos nas trés linhas celulares em estudo permitiram-nos propor trés possiveis

mecanismos de agao do acido ascorbico na célula de cancro colorretal.

No primeiro mecanismo proposto (Anexo |l extensivel, Figura 72), baseado nos
resultados obtidos nas células C2BBel, verificAmos que o acido ascérbico pode atuar
por um mecanismo dependente de ROS e independente de P53, com ativagao da morte
celular por apoptose e por necrose. O acido ascorbico podera mediar a produgao de
peroxido de hidrogénio a nivel extracelular. No entanto, a maior fonte de ROS parece
ser mediada pela presenga de acido ascorbico no interior da célula, cujo influxo é feito
via direta pelo SVCT-I e pelo SVCT-2, mas também via indireta pelo GLUT-1. Uma vez

no interior da célula, a conversao de AA em radical ascorbil disponibiliza eletroes ao
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oxigénio molecular, aumentando a produgao intracelular de radical superdxido. Esta
ROS induzira a disrupgao abrupta do Ay, com consequente desencadeamento da via
intrinseca da apoptose, com ativagao da caspase-9. Concentragoes mais elevadas de
acido ascoérbico irao originar maior produgao de radical superoxido, com maior impacto

na disfungao mitocondrial e consequente deplecao de ATP e morte celular por necrose.

Elevadas concentragoes de acido ascorbico sao também capazes de ultrapassar
os mecanismos de resisténcia e de adaptacao ao aumento de stresse oxidativo
intrinsecos a linha celular LS1034. O segundo mecanismo de agao do acido ascérbico
proposto (Anexo Il extensivel, Figura 73) é independente de caspases, de ROS e da P53,
mas dependente da sua entrada na célula tumoral. Uma vez no interior da célula, o acido
ascorbico ativa a via intrinseca da apoptose, de modo que o aumento da proteina
pro-apoptotica BAX e a disrupgao do A, resultarao na libertagao da proteina AlF da
mitocondria para o nucleo. No nlcleo, a proteina AIF ira exercer a sua fungao

pré-apoptotica iniciando a fragmentagao do DNA.

O terceiro mecanismo de citotoxicidade do acido ascérbico proposto foi
baseado nos resultados obtidos nas células WiDr (Anexo |l extensivel, Figura 74).
Através deste, o efeito anti-tumoral é desencadeado pela sua auto-oxidagao no meio
extracelular, mediando a produgao de radical superéxido e, por agio da SOD, a
formagao de peroxido de hidrogénio. Quanto maior a concentragao de acido ascérbico,
mais intenso sera o estimulo oxidativo com maior producao de ROS. Por sua vez, o
peroxido de hidrogénio difunde-se para o meio intracelular onde é convertido em radical
hidroxilo pela reacao de Fenton. O aumento do stresse oxidativo conduzira a
despolarizagao da membrana externa mitocondrial e, naturalmente, ao
desencadeamento da apoptose. Concentragoes de acido ascoérbico mais elevadas
induzem disfungao mitocondrial acrescida de disfungao energética que, por sua vez,
promove a deple¢ao de ATP. Na auséncia de ATP, as caspases sao inibidas e o processo
apoptotico nao ocorre, o que, acoplado a acumulagao da P53 na matriz mitocondrial,

conduz a célula a morte por necrose.

As evidéncias do efeito citotoxico do acido ascorbico instigam a sua inclusao num

regime de combinagdo com farmacos comumente utilizados na quimioterapia
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convencional para o tratamento de cancro colorretal.

De uma forma geral, concentragoes elevadas de acido ascorbico sensibilizaram
as trés linhas celulares ao efeito do 5-FU, da oxaliplatina e do irinotecano. Os efeitos
anti-proliferativos mais notorios observaram-se quando o acido ascorbico estava

presente em maior proporgao.

A combinagao do acido ascorbico com o 5-FU podera constituir uma abordagem
terapéutica para tumores resistentes. A combinag¢ao de acido ascorbico com oxaliplatina
revelou ser a mais promissora. O sucesso desta sinergia pode residir no facto do
principal alvo molecular de ambas as terapias ser a molécula de DNA. O estudo
detalhado dos possiveis mecanismos de sinergia entre o acido ascorbico e a oxaliplatina

evidenciaram resultados dependentes da linha celular.

Os estudos in vivo constituiram um complemento essencial aos estudos in vitro,
destacando-se alguns factos primordiais. A combinagao de acido ascérbico com 5-FU
nao representou beneficio relativamente ao uso do 5-FU em monoterapia. A
combinacao de acido ascérbico com oxaliplatina provocou uma estagnagao da taxa de
crescimento tumoral, constando-se novamente ser a combinagao testada mais
promissora. Em oposicao a auséncia de sinergia verificada nos estudos in vitro com a
combinacao de acido ascorbico com irinotecano, o modelo animal revelou o potencial

terapéutico desta combinagao.

Este trabalho de investigagao evidenciou que a vitamina C medeia mecanismos
de ativagdo de morte da célula tumoral e sensibiliza-a para o efeito de farmacos de
quimioterapia convencional como a oxaliplatina e o irinotecano. Contudo, varios

parametros deverao ser futuramente analisados.

No contexto da investigagao pré-clinica, a continuidade deste trabalho devera
incluir a prossecugao do estudo do efeito da vitamina C em células nao-tumorais e em
células de cancro colorretal com caracteristicas genéticas diferentes. A seletividade do
efeito terapéutico da vitamina C é um fator de extrema relevancia clinica que devera ser
estudado em detalhe. Os mecanismos de atuagao da vitamina C propostos incluiram

algumas moléculas e/ou eventos que aparentam estar envolvidos, mas que nao foram
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quantificados, como por exemplo, o citocromo-C, a proteina AlF, a CypD, a produgao
de radical hidroxilo, a produgao extracelular de peréxido de hidrogénio, a deplegao de
ATP, entre outros. Por conseguinte, a detegao e a quantificagao destas moléculas é de
extrema relevancia para o esclarecimento das fungdes anti-tumorais da vitamina C.
Considerando o modelo animal heterotépico usado, este constituiu uma excelente
primeira abordagem para a avaliagdo do efeito quimiossensibilizante da vitamina C, no
entanto é imprescindivel o seguimento dos estudos in vivo para o modelo ortotopico de
cancro colorretal. Este modelo animal permitira mimetizar com maior rigor o
microambiente natural do tumor e simular e avaliar as respostas patoldgicas e, em parte,
as respostas imunologicas a terapéutica. Para além disso, permitira quantificar as
concentragoes de vitamina C e a produgao de espécies reativas de oxigénio no sangue,

no plasma e no tumor.

No contexto da investigacao clinica, é imperativa a realizagao de ensaios clinicos
randomizados e duplamente cegos com doentes com cancro colorretal, cujo tratamento
inclua regimes de combinagao de farmacos, entre os quais a oxaliplatina e o irinotecano,

com concentragoes farmacoldgicas de vitamina C.
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O sistema de estadiamento TNM inclui a classificagao do estadio do tumor de
acordo com os trés critérios evidenciados na Tabela I5. A profundidade da invasao
tumoral define as categorias do estadio T, a revisao dos nédulos linfaticos circundantes
define as categorias do estadio N e a propagagao do tumor para além do intestino e dos

ganglios linfaticos regionais define as categorias do estadio M (Labianca et al, 2013).

Tabela |5: Sistema de classificagao de estadiamento AJCC/UICC TNM (7° edi¢ao) para o cancro do célon
(Labianca et al, 2013; Cancer, 2015)

Tumor Primadrio (T)

X Tumor primario inacessivel

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial (confinado a membrana basal glandular) ou intramucosal
(invasao da lamina propria)

Ti Tumor invade a submucosa

T2 Tumor invade a muscularis propria

T3 Tumor invade os tecidos pericolorretais através da muscularis propria

T4a Tumor penetra a superficie do peritoneu visceral

T4b Tumor invade ou estd aderente a outros 6rgaos ou estruturas

Gdnglios linféticos regionais (N)

NX Ganglios linfaticos regionais inacessiveis

NO Sem metastases em ganglios linfaticos regionais

NI Metastases em | a 3 ganglios linfaticos regionais

Nla Metastases em | ganglio linfatico regional

NIb Metastases em 2 a 3 ganglios linfaticos regionais

Nic Deposito(s) de tumor na subserosa ou em tecidos nao peritonealisados
N2 Metastases em 4 ou mais ganglios linfaticos regionais (a: 4-6, b: 27)

Metastases a distancia (M)

Mo Sem metdstases a distdncia

Mi Metastases a distancia

Mlia Metastases confinadas a um 6rgao ou local (p. ex. figado, pulmao, ovario, nédulo nao-
regional)

MIb Metastases em mais do que um orgao/local ou no peritoneu

291






ANEXO Il






PARTE VI

Com o presente trabalho identificdmos trés possiveis mecanismos de agao da

vitamina C na célula tumoral, esquematizados na Figura 72, na Figura 73 e na Figura 74.

Figura 72: Esquema representativo do mecanismo de agdo do acido ascorbico nas células C2BBel.
Elaborado com recurso a Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0
Unported License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). Legenda: AA,
acido ascorbico; DHA, acido dehidroascérbico; GLUT-I, transportador GLUT-1; SVCT-I, transportador
SVCT-1; SVCT-2, transportador SVCT-2; AA®, radical ascorbil; e, eletrio; Fe¥, ido férrico; Fe?, ido
ferroso; O,*, radical superoxido;  m, potencial de membrana mitocondrial; BAX, proteina BAX; Cit C,
citocromo C; Casp-9, caspase-9; ATP, adenosina trifosfato; NO®, 6xido nitrico; ONOQO", peroxinitrito;
P53, proteina P53.
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AA
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Independente §
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Figura 73: Esquema representativo do mecanismo de acao do acido ascérbico nas células LS1034.
Elaborado com recurso a Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0
Unported License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). Legenda: AA,
acido ascorbico; DHA, acido dehidroascorbico; GLUT-3, transportador GLUT-3; SVCT-2, transportador
SVCT-2; ROS, espécies reativas de oxigénio;  m, potencial de membrana mitocondrial; BAX, proteina
BAX; AlF, proteina mitocondrial indutora de apoptose; P53, proteina P53; Casp, caspases.
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11 [AA]
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Figura 74: Esquema representativo do mecanismo de agao do acido ascorbico nas células WiDr. Elaborado
com recurso a Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License.
To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). Legenda: AA, acido ascorbico;
AA°®, radical ascorbil; e, eletrio; Fe**, ido férrico; Fe?', ido ferroso; O,*, radical superoxido; SOD,
superoxido dismutase; OH®, radical hidroxilo; m» potencial de membrana mitocondrial; BAX, proteina
BAX; Cit C, citocromo C; Casp-9, caspase-9; ROS, espécies reativas de oxigénio; ATP, adenosina
trifosfato; P53, proteina P53; Cyp D, ciclopilina D; PPTM, poro de permeabilidade transitoria mitocondrial.
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remains unsolved. It has been suggested that it depends on the production of extracellular hydrogen per-
oxide, using ascorbate radical as an intermediate. The aim of this study was to evaluate the effects induced
by AA in three colon cancer cell lines, as well as, possible cell death mechanisms involved.

Our results showed that pharmacological concentrations of AA induce anti-proliferative, cytotoxic and
genotoxic effects on three colon cancer cell lines under study. We also found that AA can induce cell death
by an increment of oxidative stress, but also mediating a ROS-independent mechanism, as observed in
LS1034 cells. This work explores AA anti-tumoral effects and highlights its applicability in the treatment
of CC, underlying the importance of proceeding to clinical trials.
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1. Introduction in women, in 2012 (World Health Organization, n.d.). Progresses

have been made concerning CRC treatment, increasing survival

Colorectal cancer? (CRC) is a major health problem world- and improving the life quality of patients (Lorenzon et al., 2014).

wide, being the third most common type in men and the second However, there is an urgent need of new and effective anti-cancer
agents.

Vitamin C (ascorbic acid,® AA) is a water-soluble lactone that
is obtained by the human body through exogenous sources,
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Fig. 1. Cell survival analysis of C2BBe1, LS1034 and WiDr cells. C2BBe1 and WiDr
cells were treated with 0.5, 2 and 10mM of AA and LS1034 cells with 1, 5 and
20 mM. Data represent the mean +SD in percentage relative to control of at least
three independent experiments per cell line. Statistically significant differences are
shown with * p<0.05, ** p<0.01, ** p<0.001.

independent facilitative glucose transporters® (GLUTs) followed by
intracellular reduction (Azzolini et al., 2013; Du et al., 2012).

The use of high doses of intravenous AA in cancer treatment
began in the 1970’s (Daniel, 2011; Padayatty et al., 2006). New
insights into the pharmacokinetics of intravenous and oral vita-
min C show that when AA is given orally, plasma concentrations
are tightly controlled at values less than 100 wM, whereas intra-
venous injection bypasses the intestinal absorption system, and
can yield high plasmatic levels, which may lead to tumor cytotox-
icity (Daniel, 2011; Ohno et al., 2009). Meanwhile, it has also been
proven that milimolar concentrations of AA are clinically achiev-
able (Mikirova et al., 2013a,b). At pharmacological concentrations,
AA exerts a selective cytotoxic effect in tumor cells comparing with
normal cells. This AA’s selective effect may be due to several fac-
tors: (1) decreased concentrations of antioxidant defenses in tumor
cells, e.g. catalase and superoxide dismutase’ (SOD) (Drisko et al.,
2003; Gonzalez et al., 2005; Li and Schellhorn, 2007); (2) increased
glycolytic metabolism with subsequent increase of GLUTs, which
supports the entry of DHA into tumor cells (Gonzalez et al., 2005);
and (3) lower sensitivity of the mitochondria of normal cells to
H,0, compared to tumor cells (Chen et al., 2007). Although the
mechanism of cytotoxicity remains unsolved, it has been suggested
that it depends on the production of extracellular hydrogen perox-
ide (H,0;), using ascorbate radical as an intermediate (Chen et al.,
2007; Olney et al., 2013). The H,0, produced diffuses across cell
membranes causing cell death through different pathways, being
the main proposed mechanism the ATP depletion (Du et al., 2010).

Based on the above mentioned evidences underlying the cyto-
toxic potential of AA related to an increase of oxidative stress (Du
et al,, 2012) and the already known close link between CRC and
oxidative stress (Stone et al., 2014), we intend to explore in vitro
the AA’s mechanism of action on three CRC cell lines with a different
genetic background and origin in the colon.

2. Material and methods
2.1. Cell culture

Three human cell lines of CRC, two from left colon, C2BBe1 [clone
of Caco--2] (ATCC® CRL--2102™) and WiDr (ATCC® CCL--218™),
and one from cecum LS1034 (ATCC® CRL--2158™), acquired from
American Type Culture Collection, were cultured in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, DMEM (Sigma) and Roswell Park Memo-

6 GLUT, glucose transporter.
7 SOD, superoxide dismutase.

rial Institute Medium, RPMI-1640 (Sigma), respectively. Cells were
maintained at 37 °C with 95% air and 5% CO,.

2.2. Cells treatment

For the evaluation of cell proliferation after AA treatment, cells
were incubated with increasing concentrations of AA (0.25-20 mM)
for 24, 48, 72 and 96 h. All the subsequent experiments were per-
formed 24 h after AA exposure. To determine whether H,0, and
hydroxyl radical were required for the cytotoxic effects after AA
treatment, all cell cultures were treated with AA and catalase
(600U/mL) and with AA and mannitol (40 mM), respectively. The
cell lines sensitivity to H,O, was also evaluated using increas-
ing concentrations (10-750 wM). The concentrations of AA used
in other experiments were based on the ICs¢® (half-maximal
inhibitory concentration) values obtained for each cell line.

2.3. Assessment of AA cytotoxicity

To evaluate the effect of AA (Sigma) on cell proliferation it was
used the colorimetric sulphorhodamine B (SRB) assay, a negatively
charged pink aminoxanthine dye that gives a measure of protein
synthesis (Houghton et al., 2007). Cells were washed twice with
phosphate buffered saline (PBS), and then fixed with a frozen solu-
tion of 1% acetic acid in methanol for 30 min at 4°C and then
incubated for 1 h with 0.4% SRB (Sigma), at room temperature and
kept in the dark. After this period, multiwells were washed and
a solution of 10 mM Tris.NaOH (pH=10) was added. Absorbance
was quantified at 540 nm with a reference filter of 690 nm in an
ELISA spectrophotometer (Biotek® Synergy HT). Results obtained
were analyzed and processed in the software OriginPro v.8.0, being
cytotoxicity expressed as percentage of cell proliferation inhibition
correlated with control experiments. The ICsg values were deter-
mined through a sigmoid fitting.

To evaluate cell survival based on the capacity of a single cell
to grow and form a colony after AA exposure, the clonogenic assay
was performed (Franken et al., 2006). For this study at least 500
cells were seeded per well and after 24 h were incubated with three
different concentrations of AA (lower than ICsg, IC59 and upper
than ICsg). Colonies formation was assessed after twelve days, and
the number of colonies was counted and the plate efficiency and
survival factor determined, as described before (Mamede et al.,
2012a,b).

In order to evaluate cell viability and death, annexin-
V/propidium iodide (AV/PI) incorporation assay was used (Brito
et al., 2012; Sgonc and Gruber, 1998). In this assay, 106 cells were
incubated for 15 min in binding buffer with 2.5 p.L of AV (Immunos-
tep)and 1 pL of PI(Immunostep). The results were expressed as the
percentage of viable, early apoptotic, late apoptotic/necrotic and

8 1C50, half-maximal inhibitory concentration.

Please cite this article in press as: Pires, A.S., et al., Ascorbic acid and colon cancer: an oxidative stimulus to cell death depending on cell
profile. Eur. J. Cell Biol. (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.ejcb.2016.04.001



dx.doi.org/10.1016/j.ejcb.2016.04.001

G Model

EJCB-50873; No.of Pages11
A.S. Pires et al. / European Journal of Cell Biology xxx (2016) XxXx—-xxx 3
C2BBel LS1034 WiDr
100+ 100+ 100+
—
80 —+ = 80+ - 80+ = =
e
& 604 - 60- T 60- -T-
)
S 40 404 404
-
20 204 204
0 T T T T T T T y 0
Control 0.5 1 10 Control 1 5 20 Control 05 2 10
[AA] (mM) [AA] (mM) [AA] (mM)
av | 12N Hm LAN E N

Fig. 2. Cell viability analysis of C2BBe1 (A), LS1034 (B) and WiDr (C) cells after exposure to AA. Cell viability and death was assessed by flow cytometry using dual-staining
with AV/IP, after 24 h of incubation with the described AA concentrations. Results are expressed as the mean 4+ SD of viable (V), in initial apoptosis (IA), in late apoptosis
and/or necrosis (LA/N) and necrotic cells (N) of at least two independent experiments in duplicate.
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Fig. 3. Changes on cell cycle of C2BBe1 (A), LS1034 (B) and WiDr (C) cells after exposure to AA. Cell cycle analysis was performed by flow cytometry, using propidium iodide
staining, after 24 h treatment. Data represent the mean + SD of cells in pre-G1, GO/G1, S and G2/M phases of at least three independent experiments per cell line. Statistically

significant differences are shown with * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

necrotic cells. The analysis was performed using a six parameter,
4-color FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose,
CA) equipped with a 15nW argon laser. At least 104 events were
collected using Cell Quest software (Becton Dickinson, San Jose, CA)
and analyzed using Paint-a-Gate software (Becton Dickinson, San
Jose, CA).

2.4. Analysis of cell cycle, mitochondrial membrane potential®
(¥m) and BAX and BCL-2 expression

Changes in cell cycle, Yy and BAX and BCL-2 expression were
measured by flow cytometry with the equipment and software
aforementioned.

Propidium iodide intercalates DNA allowing the quantification
of DNA content (Mansilla et al., 2003). A 108 cell suspension was
incubated with 200 pL of 70% ethanol, during 30 min at 4 °C, pro-
tected from light. Cells were washed and incubated with 200 pL
of PI/RNase solution (Immunostep) for 15 min in dark. Results are
expressed as the percentage of cells at each phase of cell cycle
(GO/G1, S and G2/M phases) estimated from their histograms of
DNA content. The apoptotic peak (pre-G1) was also quantified.

The 5,5,6,6'-tetrachloro-1,1’,3,3'-tetraethyl benzimidazolocar-
bocyanine iodide (JC-1, Sigma) dye is a lipophilic cationic molecule
which enters mitochondria as a monomer (M) and forms red flu-
orescent aggregates (A) in polarized mitochondria. If yi, is low,
JC-1 disperses to green-fluorescing monomers (Yao et al., 2008). A
cell suspension of 106 cells was incubated with JC-1 (Sigma) dur-

9 s, mitochondrial membrane potential.

ing 15 min at 37 °C, at a final concentration of 5 mg/mL. Posteriorly,
cells were washed with PBS and analysed in a flow cytometer. An
estimate of i, is given by the ratio between the intensities of
red and green fluorescence (A/M). The results are represented as
aggregate/monomer fluorescence intensities ratio relative to con-
trol (Mamede et al., 2012a,b).

BAX and BCL-2 proteins are members of the pro-apoptotic and
anti-apoptotic protein families, respectively. To maintain homeo-
stasis it is crucial the control of the amount of active proteins of each
family and its tissue expression (Petros et al., 2004). BAX and BCL-2
expression was evaluated according with Brito et al., (2012), using
the following antibodies anti-Bax-PE (Santa Cruz Biotechnology,
sc-20067 PE) and 3 pL of anti-Bcl2-FITC (Santa Cruz Biotechnol-
ogy, sc-509 FITC). The results were expressed as BAX/BCL-2 ratio of
fluorescence intensities relative to control.

2.5. Oxidative stress evaluation

Intracellular levels of reactive oxygen species'® (ROS) and
reduced glutathione'! (GSH) expression were measured by flow
cytometry. Dihydroethidium (DHE) easily crosses cell membranes
and is converted by superoxide radical to ethidium, a red fluores-
cent compound which intercalates in DNA (Dikalov et al., 2007). In
turn, in the presence of peroxides, 2,7-dichlorodihydrofluorescein
(DCFH>) is oxidized originating dichlorofluorescein (DCF), a highly
green fluorescent compound, which emitted fluorescence is pro-

10 ROS, reactive oxygen species.
11 GSH, reduced glutathione.
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Fig.4. Analysis of BAX and BCL-2 expression and mitochondrial membrane potential (\Wy,) after exposure of C2BBe1, LS1034 and WiDr cells to AA. (A) BAX/BCL-2 ratio and (B)
mitochondrial membrane potential alterations (AW, ) were assessed by flow cytometry 24 h after treatment. Results of apoptosis-related proteins and AW, are respectively
expressed as BAX/BCL-2 ratio and aggregates/monomers (A/M) for each condition and cell line and express the mean + SD of at least two independent experiments in
duplicate. Statistically significant differences are shown with * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Fig. 5. Analysis of caspases-9 and -8 and P53 expression after exposure of C2BBe1, LS1034 and WiDr cells to AA. (A) Pro-caspase-9, (B) caspase-9, (C) caspase-8 and (D) P53
expressions were assessed by western blot 24 h after of treatment. Results are respectively expressed as protein expression/B-actin ratio and represent the mean + SE of at
least three independent experiments in duplicate. Image (E) is a representative immunoblot of the results. Statistically significant differences are shown with * p<0.05, **

p<0.01, ** p<0.001.
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(C) were measured by flow cytometry using labelling with DHE, DCFH,-DA and mercury orange, respectively. SOD activity (D) was measured by a dedicated kit and it is
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per cell line. Statistically significant differences are shown with * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Fig.7. Analysis of DNA damage on C2BBe1,LS1034 and WiDr cells after exposure to AA. DNA strand breaks were measured by alkaline comet assay. (A) Tail moment expressed
as the mean + SE of at least 100 randomly scored comets, per cell line and condition, from three independent experiments. (B) Comet assay images stained with ethidium
bromide are shown in group non-treated (control), treated with 20 nM H, 0, (positive control) and treated with the highest AA concentrations for each cell line (AA).

portional to the concentration of intracellular peroxides (Myhre
et al., 2003). On the other hand, mercury orange reacts with GSH
and the reaction product emits an intense red fluorescence (Hedley
and Chow, 1994). A 10 cell suspension was resuspended in PBS and
incubated with 5 L of 1 mM DHE (Sigma) for 15 min or with 1 pL of
5 wM DCFH;,-DA (Immunostep) for 45 min or with 4 pL of 10 mM
mercury orange (Sigma) for 15min, at 37°C and protected from
light. Results are expressed as the mean of fluorescence intensity
(MFI) normalized to control (Mamede et al., 2012a,b).

SOD activity of cell protein extracts submitted to different con-
centrations of AA was measured using the SOD assay kit (Sigma) and

following the supplier instructions. The results were expressed as
the condition/control ratio, normalized to the protein concentra-
tion. The protein concentration was measured by the BCA™ protein
assay (Pierce).

The effect of oxidative stress inhibitors and H,0, on cell prolif-
eration was evaluated using the before-cited SRB assay.

2.6. DNA damage quantification

Comet assay was used in order to assess DNA damage induced
by different concentrations of AA as described before (Santos et al.,

Please cite this article in press as: Pires, A.S., et al., Ascorbic acid and colon cancer: an oxidative stimulus to cell death depending on cell
profile. Eur. J. Cell Biol. (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.ejcb.2016.04.001



dx.doi.org/10.1016/j.ejcb.2016.04.001

G Model
EJCB-50873; No.of Pages11

6 AS. Pires et al. / European Journal of Cell Biology xxx (2016) Xxx—xxx
A B
| |
3 C2BBel * L
g 6 o L1034 [ | ™. © csBel
g g 3 LS1034
§ 8 @@ WiDr % e !
28 g L @8 WiDr
4s] %3 g 4
74 & 44
2 a9 £
'-‘ ‘g -]
[ [
58 =8
R 2L
’ ° TS
T 05110 1520 05210
[AA] (mM) [AA] @aM)
C D
&4
3 C2BBel 3 C2BBel
5. (1 Ls_1034 ~§c> - 3 LS1034
ég @@ WiDr ;:g | p—| @@ WiDr
: &3 )
g% g8 T
ok VF
U 5 T ﬁ 3
> - e T.
v -3
05110 1 52 05210 152 05210
[AA] @) [AA] (mM)

Fig. 8. Analysis of vitamin C transporters after exposure of C2BBe1, LS1034 and WiDr cells to AA. Membranar expression of GLUT-1 (A), GLUT-3 (B), SVCT-1 (C) and SVCT-2 (D)
was assessed by flow cytometry. Data represent the mean + SE relative to control of at least three independent experiments per cell line. Statistically significant differences

are shown with * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

2014). As positive control exposure to 20nM H,0, was used.
Images were acquired using an inverted fluorescence microscope
and treated with Motic Images v.2.0 (Microscope World) software.
The analysis was performed using TriTek CometScore™ Freeware
v.1.5 that allows calculation of the tail momentum (the product of
tail length and percentage of DNA present in the comet tail). At least
100 randomly selected comets were analyzed.

2.7. Western blot analysis

Western blot was used to determine the effect of AA on
P53, caspase-8 and caspase-9 expression. Protein extracts were
prepared using an appropriate lysing buffer and the protein con-
centration was measured by the BCA™ protein assay (Pierce).
Denaturated protein samples were run on SDS-PAGE gel (P53:
20 min at 80V, 1h25 at 160V; caspase-8: 10 min at 100V, 1h25
at 160V; caspase-9: 10min at 100V and 1h30 at 150V), fol-
lowed by electrotransfer (1 h at 100 V) onto an immuno-blot PVDF
membrane (Immobilon, IPVH00010). Standard protein markers
(Nzytech, MB09002) were used. Membranes were incubated with
primary antibodies anti-P53 (Santa Cruz Biotechnology, sc-47698),
anti-caspase-8 (Immunotech), anti-caspase-9 (Santa Cruz Biotech-
nology, sc-8355), then with secondary antibody goat-anti-mouse
(GE Healthcare), diluted 1:20000 in TBST solution with 4% BSA
(Nzytech, MB15601), followed by ECF substrate (GE Healthcare).
Membranes were revealed using a fluorescence reader (Typhoon
FLA 9000).

2.8. Membrane expression of vitamin C transporters

Vitamin C can be transported inside cells by several mecha-
nisms and in its two forms, the reduced form (AA) by SVCTs and
the oxidized form (DHA) by GLUTs (Corti et al., 2010). Membrane
expression of GLUT-1 and -3 and SVCT-1 and -2 were determined
by flow cytometry as described before (Brito et al., 2015). For
that, the following primary antibodies were used: anti-hGLUT1-PE
(R&D Systems, FAB1418P), anti-hGLUT3 (R&D Systems, MAB1415),

anti-SVCT1 (Santa Cruz Technology, sc-376090) and anti-SVCT2
(Santa Cruz Technology, sc-30114). In the case of GLUT-3 and SVCT-
labeling, secondary antibodies were also necessary, namely goat
anti-mouse IgG-PE (Santa Cruz Biotechnology, sc-3738) and mouse
anti-rabbit IgG-PE (Santa Cruz Biotechnology, sc-3753).

2.9. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the IBM SPSS software
v.20.0 (IBM Corporation, Armonk, New York, USA). The assessment
of normal distribution and variance of the quantitative variables
was performed in accordance with the Shapiro-Wilk and Levene
tests, respectively. In the comet assay data analysis, normality
was assessed by the Kolmogorov-Smirnov test (n>30). In the case
of normal underlying distributions and homogeneity of variance,
parametric tests were used to make comparisons, otherwise non-
parametric tests were used. For comparing therapeutic conditions
with the control, the analysis was performed using parametric Stu-
dent t-test. Comparison of quantitative variables in more than two
groups was obtained using one-factor ANOVA test with post-hoc
analysis using the Games-Howel test (with variances homogene-
ity) and otherwise the Bonferroni correction. It was considered
a significance level of 5%. Dose-response curves were fitted to a
3-parameter sigmoid equation using OriginPro Lab, v.8.

3. Results
3.1. AA decreases cell proliferation, survival and viability

To evaluate whether AA can inhibit cell proliferation, SRB assay
was performed. Colon cancer cells were treated with increasing AA
concentrations for 24, 48, 72 and 96 h in order to determine the
IC5¢ (half maximal inhibitory concentration). ICsg values obtained
from dose-response curves for each cell line are shown in Table 1.
AA induced a decrease on cell proliferation in a cell type and dose-
dependent manner on the three cell lines studied. In contrast, no
time-dependency was observed.
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Generally, C2BBe1l was the most sensitive to AA, since the
obtained ICsg values were significantly lower comparing to LS1034
(p<0.001) and WiDr cells (p <0.05) for all incubation times. LS1034
was the most resistant cell line to AA for shorter exposure times,
since the higher ICsq values (p < 0.001) were obtained. After 24 h of
exposure to AA, the IC5g was 0.95 mM for C2BBe1 cells, 4.85 mM for
LS1034 cells and 2.29 mM for WiDr cells. The concentrations tested
in subsequent assays were based on these values, being chosen one
concentration lower, other equal and another higher than the ICsq
value for each cell line.

The long-term effect of AA on colon cancer cells was evalu-
ated by clonogenic assay, allowing the analysis of cell survival
twelve days after cells treatment with different AA concentrations.
As shown in Fig. 1, cell survival dramatically decreased with AA
increase. When cells were incubated with 5 mM of AA, cell survival
decreased to 11.66 & 3.94% for C2BBe1, 1.52 +0.10% for LS1034 and
1.51 £0.35% for WiDr cells (p <0.001 for all cell lines comparing to
control).

To analyze whether this reduction in cell proliferation and sur-
vival induced by AA was accompanied by an increase of cell death,
the effect of AA on cell viability was determined by flow cytome-
try, using a double staining with AV and IP. According to the results
shown in Fig. 2, increasing concentrations of AA induced a decrease
on cell viability in all colon cancer cell lines studied. C2BBe1 cell line
was the most sensitive to AA with a decrease of 65.8% on cell via-
bility after incubation with 10 mM of AA (p<0.001), while LS1034
proved to be the most resistant one with a decrease of 31.5% on
cell viability with twice of AA concentration (p<0.001) compar-
ing to control. The reduction of C2BBe1 viable cells population was
accompanied by an increase of 15.3% of cells in late apoptosis and
necrosis and 50.8% of necrotic cells population with 10 mM of AA
(p<0.001). In LS1034 cells, a predominance of apoptosis and late
apoptosis/necrosis was observed with 20 mM of AA. In WiDr cells
an increase of 10.5% of apoptotic cells is seen with 2mM of AA,
however, higher concentrations of AA (10 mM) induce cell death
predominantly by necrosis (p=0.004).

3.2. AA causes alterations on cell cycle and apoptosis-related
proteins expression depending on CRC cell line

As shown in Fig. 3, cell cycle analysis indicate that higher AA
concentrations induce cell cycle arrest of C2BBe1 and LS1034 cells
on S phase, with an increase of 18.8% and 14.0% (p=0.007) of cells
compared to control, respectively. This cell cycle blockade was
accompanied with a decrease of cells in G2/M phase, statistically
significant for C2BBe1 cells (p=0.036). Moreover, in accordance
with the presence of C2BBe1l cells in late apoptosis and LS1034
cells in apoptosis after exposure to higher AA concentrations, a pre-
G1 apoptotic peak was observed in both cell lines (p<0.001). The
induction of cell death by apoptosis in C2BBe1 and LS1034 cells
was also corroborated by the results of BAX and BCL-2 expres-
sion [Fig. 4A]. With increasing concentrations of AA, BAX/BCL-2
ratio rose for both cell lines. When C2BBe1 and LS1034 cells were
exposed to higher AA concentrations, it is noticed that this ratio
was 1.70 (p=0.01) and 2.77-fold (p=0.006) higher comparing to
control.

Regarding WiDr cells, no relevant changes were observed on
cell cycle and BAX/BCL-2 ratio depending on the increase of AA
concentration.

3.3. AAinduces mitochondrial dysfunction

Regarding Wy, alterations [Fig. 4B], it can be seen that as AA
concentrations increase, mitochondrial dysfunction increases in all
cell lines. With higher AA concentrations, AW, was reduced 3.3

Table 2

ICsp values obtained for C2BBe1, LS1034 and WiDr cells after exposure to H,0,, AA,
AA +catalase, AA + mannitol. Cell proliferation was determined by SRB assay 24 h
after treatment.

Incubation Time (h) C2BBel LS1034 WiDr

ICso (mM) 1?2 ICso (mM) 12 ICs0 (mM) 12
H,0; 0.26 0.99 0.30 0.99 0.27 0.98
AA 1.06 0.96 4.94 0.90 24 0.98
AA +Catalase >10 - >20 - >10 _
AA +Mannitol 0.87 0.99 17.54 0.80 >20 -

The data express the results of, at least, three independent experiments in triplicate
per cell line. Half maximal inhibitory concentrations (ICso) were obtained using the
equation of the sigmoid fitted curves. R? is the coefficient of determination of the
fitted curves.

times for C2BBe1 (p=0.001), 2.3 times for LS1034 (p<0.001) and 2
times for WiDr (p <0.001) cells, comparing to control.

Thereby, an induced cell death by mitochondria-dependent
pathway in C2BBel cells was also supported by the results
obtained for caspases expression, as can be seen in Fig. 5A-C
and E. In this case, caspase-9 activation was observed, since as
AA concentration increased, there was a decrease in pro-caspase-
9 (0.4440.07 for 5mM, p<0.01) accompanied by an increase in
caspase-9 (1.53+0.11 for 5mM, p<0.05). For LS1034 and WiDr
cells, the highest AA tested concentration halved pro-caspase-9 and
caspase-9 expressions, comparing to control (p <0.05 and p <0.001,
respectively). No statistical differences were observed in caspase-8
expression [Fig. 5C and E].

3.4. AAinduces an increase on P53 expression in WiDr cells

The effect of different concentrations of AA on P53 expression
was analyzed. Immunoblotting of cell lysates revealed the absence
of P53 expression in C2BBel as shown in Fig. 5E. It is percepti-
ble in Fig. 5D an increment of P53 expression in WiDr cells as AA
concentration increases. When cells were treated with 2 and 5 mM
of AA, P53 expression was respectively 2.63 (p=0.003) and 2.85-
fold higher comparing to control. No statistical differences were
observed in LS1034 cells.

3.5. AAinduces alterations in oxidative stress of C2BBel and
WiDr but not LS1034 cells

AAis described to be toxic for cancer cells due to its involvement
in the generation of H, 0, (Olney et al., 2013). To determine changes
caused by AA in the redox state of the three colon cancer cell lines,
intracellular superoxide radical and peroxides levels, as well as,
GSH expression and SOD activity were measured, whose results
are shown in Fig. 6.

It is noticed that there was a statistically significant 1.44- and
1.49-fold increment of superoxide radical levels [Fig. 6A], when
C2BBe1 and WiDr cells were treated with 10 mM of AA (p<0.05).
Relatively to peroxides production [Fig. 6B], there was an AA
dose-dependent decrease for C2BBel cells. With 10 mM of AA,
intracellular peroxides decreased 25 times (p <0.001).

When antioxidant defenses of C2BBe1 and WiDr cells are ana-
lyzed, it is observed a decrease in GSH expression dependent on AA
concentration [Fig. 6C)], being 0.49 4+ 0.05 for C2BBel (p<0.001)
and 0.69 £ 0.06 for WiDr cells (p=0.012) after exposure to 10 mM
of AA. The activity of the antioxidant enzyme SOD was incremented
|Fig. 6D], since higher AA concentrations induced a statistically sig-
nificant increase of 3.42-fold for C2BBe1 (p < 0.05) and 3.24-fold for
WiDr cells (p<0.001).

Regarding LS1034 cells, there were no significant changes on
intracellular superoxide radical and peroxides levels and on the
expression of GSH and SOD activity. This fact let us think if AA

Please cite this article in press as: Pires, A.S., et al., Ascorbic acid and colon cancer: an oxidative stimulus to cell death depending on cell
profile. Eur. J. Cell Biol. (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.ejcb.2016.04.001



dx.doi.org/10.1016/j.ejcb.2016.04.001

G Model
EJCB-50873; No.of Pages11

8 AS. Pires et al. / European Journal of Cell Biology xxx (2016) Xxx—xxx

cytotoxic effect on LS1034 cells is not mediated by oxidative
stress or if LS1034 cells are not sensitive to H,0,. In order to
clarify whether cell lines under study were sensitive to H,O,,
cells were incubated with increasing concentrations of H,O, dur-
ing 24 h in order to determine ICsg using SRB assay. ICs5q values
obtained from dose-response curves for each cell line are shown in
Table 2. For H,0, concentrations above 250 wM, cell proliferation
clearly dropped in a dose-dependent manner, being the ICsq val-
ues obtained quite similar between cell lines (260 .M, 300 wM and
270 uM for C2BBe1, LS1034 and WiDr, respectively).

Using oxidative stress inhibitors, it was also possible to deter-
mine whether H,0, and hydroxyl radical interfered with AA effects.
The ICsq values obtained are compared in Table 2. When cells were
incubated with AA and catalase (a H,O, inhibitor), the cytotoxic
effect of AA was significantly reverted, insofar as it was not even
possible to determine the ICsg values (>10 mM) of the three cell
lines. This fact hints that H,0, is implicated on AA cytotoxic effect.
On the other hand, when cells were exposed to AA and mannitol (an
hydroxyl radical inhibitor), no statistical differences were observed
for C2BBe1 and LS1034. Notwithstanding the ICsq value obtained
for WiDr cells (>20 mM) significantly increased compared with AA
exposure alone (2.4 mM, p=0.029), revealing the involvement of
hydroxyl radical on AA cytotoxic mechanism.

3.6. AA mediates DNA damage in the three CRC cell lines

To evaluate genotoxicity of AA in colon cancer cells, the alka-
line comet assay was used allowing assessing DNA strand breaks.
Quantitative results are shown in Fig. 7A and represent the tail
moment, a measure of the amount of DNA in tail along with its dis-
tribution in tail. Qualitative results are shown in Fig. 7B). In all cell
lines, AA caused DNA damage in a dose-dependent manner, being
statistically significant for higher concentrations of AA (p<0.001),
relatively to control or to lower concentrations. When cells are
treated with higher concentrations of AA, tail moment increased
6.52+0.68 times for C2BBel, 4.17 £0.55 times for LS1034 and
8.42 +0.93 times for WiDr cells.

3.7. AA alters vitamin C transporters expression depending on cell
line

The influence of AA on GLUTs and SVCTs expression can be
related with its cytotoxic mechanism. Therefore, they were ana-
lysed by flow cytometry. Fig. 8 shows results normalized to control
and indicates that AA influences the expression of vitamin C trans-
porters in a dose-dependent manner. In C2BBe1 cells, with 10 mM
of AA, expression of GLUT-1 (p=0.006), SVCT-1 (p=0.013) and
SVCT-2 (p=0.005) increased at least twice of the respective con-
trol. In LS1034 cells, GLUT-3 and SVCT-2 were 4.06 (p=0.033) and
2.09-fold (p=0.003) higher than control, respectively. In WiDr cells,
AA just influenced GLUTSs expression, inducing an increase of GLUT-
1(1.49+0.17; p=0.009) and GLUT-3 (4.23 +1.88; p=0.008) when
present in the higher tested concentration.

4. Discussion

The maintenance of the high incidence of CRC has forced the
development of new and more effective tools to treat this cancer
(DeSantis et al., 2014).

Several studies have shown that AA plays a selective cytotoxic
effect on tumor cells, but not in normal ones (Chen et al., 2005;
Herst et al., 2012; Hong et al., 2007; Ranzato et al., 2011; Vuyyuri
et al.,, 2013). The increased production of hydrogen peroxide, cou-
pled with the breakdown of the activity of antioxidant enzymes
and the presence of transition metals in cancer cells, may result in

its selective cytotoxicity and the subsequent revelation of its ther-
apeutic potential (Mamede et al., 2012a,b). In this way, the use of
high doses of AA for the treatment of different types of cancer has
long been reported, however, its mechanism of action is not yet
fully understood (Du et al., 2012; Gongalves et al., 2013; Ma et al.,
2014). The mechanism of AA transport inside the cell can also be
implicated in its cytotoxic action.

In order to evaluate how three different colorectal cancer cell
lines of different anatomical origin (Abrantes et al., 2014) and with
different genetic profiles respond to AA treatment, several experi-
ments were performed which have yielded new knowledge about
its applicability as a therapeutic tool.

Previous findings showed that pharmacologic AA concentra-
tions induced a cytotoxic effect in many types of cancer cells in vitro
(Chenetal., 2008; Mamede et al., 2012a,b). Our results also suggest
that AA has a cytotoxic effect in the three CRC cell lines under study.
This cytotoxic and anti-proliferative effect depends on the cell line
and AA concentration, but not on the incubation time. The ICsg val-
ues obtained indicated that C2BBe1 cells were the most sensitive to
AA, while LS1034 cell line was the most resistant one. The results
gathered with the double staining with annexin-V and propidium
iodide also corroborated the cytotoxic effect of AA and the highest
sensibility of C2BBe1 cells to it. Upregulation of vitamin C trans-
porters promoted by the treatment with AAin this cell line indicates
that AA could enter inside C2BBe1 cells by SVCTs, but it can also be
converted in its oxidized form (DHA) and enters through GLUTSs.
Inside the cell, DHA is rapidly converted into AA (McCarty, 2013).
On the other hand, Chen et al. showed that AA could act as a pro-
drug to deliver H,0, to cells, which will be a mediator of cell death
(Chenetal., 2005).Thus,damage caused by the presence of AAin the
extracellular medium, together with the increasing presence of AA
and DHA in the intracellular environment, due to overexpression
of SVCTs and GLUTSs, allowed a considerable increase of oxidative
stress in C2BBe1 cells, making them more sensitive to AA.

A long-term effect of AA was observed in all cell lines under
study, insofar as AA concentration increases, survival factor
decreases. This means that continued exposure to AA weakened
any defense mechanisms of resistant cells. Regarding cell death,
our results showed that the type of induced cell death depends
on the cell line. AA induced cell death predominantly by apoptosis
and necrosis in C2BBe1 cells, by apoptosis in LS1034 cells and by
necrosis in WiDr cells.

BCL-2 family proteins is a family of apoptosis repressor pro-
teins (like BCL-2) and inducer proteins (like BAX) that can actively
participate in the regulation of apoptosis (Yip and Reed, 2008).
AA decreased cell viability of all cell lines under study, however,
in C2BBe1 and LS1034 cells, it seems that AA induced apoptosis
through the mitochondria-dependent pathway, since we observed
adecrease on W, and BAX/BCL-2 expression. In C2BBe1 cells, it was
also corroborated by caspase-9 activation. Valko et al. described a
relation between necrosis and a more intense oxidative stimulus
than the necessary to conduct cells to apoptosis (Valko et al., 2006),
fact that possibly explains the presence of necrosis in C2BBe1 and
WiDr cells. Golstein and Kroemer also described that caspase inhi-
bition can sensitize cells to the induction of necrosis (Golstein and
Kroemer, 2007), which is in agreement with the decrease of pro-
caspase-9 and caspase-9 expression obtained for WiDr cells after
exposure to AA.

There remains the doubt about how AA really exerts its cyto-
toxic effects. With this work we concluded that AA mechanisms of
action depend on the cell line under study. Meyong-Sok Lee and
collaborators hypothesized that an increment of oxidative stress
via a differentially regulated P53 transcriptional network could
enhance AA cytotoxicity (Kim et al.,, 2012). In our study, C2BBel
cells (P53-null) proved that AA can induce cell death by a P53-
independent pathway. On the other hand, the increment of P53
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expression caused by AA in WiDr cells could suggest an antitu-
mor activity via P53 in this cell line, related with the induction of
necrosis. Recently, evidences showed another facet of P53 as a mod-
ulator of necrosis, being required for necrotic cell death activation
(Nikoletopoulou et al., 2013).

Knowing in advance that AA antitumor effects mainly reside on
the induction of oxidative stress (Duarte et al., 2007; Gongcalves
et al., 2013), with this study we concluded that AA induces alter-
ations on cells oxidative stress, nevertheless, this effect is not
similar to all cell lines studied. The studies performed with H,0,
and its inhibitor (catalase) became clear that the three cell lines
are sensitive to H,0,. In C2BBe1 and WiDr cells, with higher AA
concentrations, intracellular concentration of superoxide radical
increased, while antioxidant defense GSH decreased, as an indica-
tive of oxidative stress increment (Manda et al., 2009). For higher AA
concentrations, an increase of SOD activity was observed, suggest-
ing a consequent generation of H,0,. Chen et al. (2007) proposed a
mechanism, according to which AA is oxidized forming Asc®~ with
the release of an electron. The donation of this electron to oxygen
by the reduced metal ion leads to the formation of radical super-
oxide, which is in turn converted to H,0, (Chen et al., 2007). In
WiDr cells, H,0, generation may happen in extracellular medium
(Duarte et al., 2007), but also at intracellular level, since vitamin C
can enter these cells in its oxidized form (DHA) by GLUT-1 or -3,
that were increased in the presence of 10 mM of AA. Many authors
described that once inside a cell, DHA is rapidly converted into AA
(McCarty, 2013; Verrax et al., 2008), which may then mediate H,0,
formation. Thereafter, H,O, formed can damage cells or be con-
verted in more reactive species by Fenton reaction, such as hydroxyl
radical (Manda et al., 2009). Treatment of WiDr cells with AA and
mannitol (hydroxyl radical inhibitor) suggests that AA cytotoxicity
is mediated by hydroxyl radical, after H,0, conversion.

However, a different AA cytotoxic mechanism may be involved
in C2BBel cells, since the IC5y obtained with combined treat-
ment with AA and mannitol (0.87 mM) was very similar to the
one obtained with AA alone (1.06 mM). Data suggest that AA may
entered in the cell by SVCTs and possibly be oxidized into DHA,
releasing electrons necessary for superoxide radical and H,0, gen-
eration. However, H, 0, formed is detoxified by GSH, justifying GSH
consumption. Superoxide radical could thereby play an important
role in AA-mediated cytotoxicity in C2BBel cells, reacting with
nitric oxide (a reactive nitrogen specie not measured) and form-
ing peroxynitrite radical (ONOOQ®). This one is a very powerful
oxidant capable of trigger cellular responses as membranes dam-
age, DNA fragmentation, lipid peroxidation, cytochrome c release
and, consequently, apoptosis and necrosis (Hrabarova et al., 2011;
Orrenius et al., 2007; Turrens, 2003). Most of these cellular events
were observed in C2BBe1 cells after AA exposure, emphasizing this
hypothesis.

To analyze whether AA induced DNA damage of cells, comet
assay was performed. The tail moment is a measure of both the
amount of DNAin tail, as well as, its distribution in the tail (Olive and
Banath, 2006). The results showed an increase of DNA damage with
increasing concentrations of AA, suggesting that AA induces DNA
damage in the three CRC cells. This fact was also quoted by different
authors, revealing the AA ability in modulate the ROS mediated-
DNA damage (Herstetal.,, 2012; Konteketal.,2013; Maetal., 2014).

LS1034 cells revealed to be the most resistant to AA. Inter-
estingly, AA did not affect the redox environment of LS1034
cells, although the H,0, inhibition induced a reversion on the
AA cytotoxic effect. Barrera (Barrera, 2012) and Landriscina et al.
(Landriscina et al., 2009) described that some types of cells are
not directly affected by the increase of oxidative stress, because
of their ability to adapt to redox changes. Thus, LS1034 may
have acquired this adaptive response that allows them to survive
under high oxidative stress and, moreover, provides them with

a form of resistance to chemotherapy and radiotherapy (Barrera,
2012; Casalta-Lopes et al., 2011). However, AA induced an anti-
proliferative and cytotoxic effect and DNA damage in LS1034 cell
line, which make us think that the inherent AA mechanism is
not mediated by ROS. Some authors have already proposed an
intracellular AA mechanism of action, relying on its effect over
hypoxia inducible factor'? (HIF-1a) activation (McCarty, 2013;
Vissers et al., 2007; Wilson et al., 2014). The marked increase in
GLUT-3 and SVCT-2 expression with increasing AA concentrations
and an increase in 99MTc-AA uptake (Mamede et al., 2012a,b) over
time (data not shown) proved that AA can be directly transported
by SVCT-2 into LS1034 cells, but also indirectly in its oxidized
form (DHA) through GLUT-3. Once inside the cell, AA is required
as a cofactor for prolyl and aspargyl hydroxylases optimal activity,
enzymes responsible for HIF-1a catabolism and transactivational
activity (McCarty, 2013; Wilson et al., 2014). Given that HIF-1«a
overexpression is related to angiogenesis, tumor progression and
resistance to apoptosis (McCarty, 2013) and that LS1034 cells are
sensitive to hypoxic insults (becoming more glycolytic) (Abrantes
etal.,2014), pharmacological AA concentrations may downregulate
HIF-1a pathway and, consequently, protect LS1034 cells against
more aggressive tumor behavior.

In conclusion, we show that pharmacological concentrations
of AA induce anti-proliferative, cytotoxic and genotoxic effects on
three colon cancer cell lines under study, one of them known as
chemoresistant. We also found that AA-induced cell death and AA
mechanism of action are not similar to all cell lines. C2BBe1 proved
to be the most sensitive to AA and LS1034 the most resistant. More-
over, AA can induce cell death by an increment of oxidative stress,
but also mediating a ROS-independent mechanism, as observed
in LS1034 cells. This work explores AA anti-tumoral effects and
highlights its applicability in the treatment of CRC, underlying the
importance of proceeding to clinical trials.
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Vitamin C, available in its reduced form (ascorbic acid; AA)
and in its oxidized form (dehydroascorbic acid; DHA), may act in
physiological conditions as an antioxidant or pro-oxidant. The aim
of this study is to evaluate the cytotoxic effects of pharmacological
doses of AA in a human colorectal adenocarcinoma cell line (WiDr)
in vitro, through spectrophotometry, clonogenic assays and flow
cytometry, and in vivo with xenotransplanted Balb/c nu/nu mice.
The results show that the reduced form of vitamin C induces an
anti-proliferative and cytotoxic effect in adenocarcinoma colorectal
cells under study. The results obtained ir vivo after treatment with
AA showed a large reduction in the rate of tumor growth. Such
understanding can guide decisions about which colorectal cancer
patients might potentially benefit from vitamin C pharmacologic
therapy.

INTRODUCTION

In the past years, the number of patients affected by col-
orectal cancer has increased around the world and is now
one of the leading causes of death in most developed coun-
tries. Risk factors for colorectal cancer are dependent on the
region and even within countries because diet, lifestyle, and
some hereditary factors may determine the incidence and preva-
lence of this pathology. In recent years, had been enormous
research advances and huge improvements in the treatment
of cancer; however, it is necessary to further develop addi-
tional and innovative approaches to treat this health problem
(1-3).

Over the past few years, many studies have been carried
out using cultured cells, animal models or patients to study
vitamin C effect on tumor cells. Vitamin C, a lactone isolated
in 1928 by Szent-Gyorgyi, is obtained by the human body from
exogenous sources, notably in fresh fruits and vegetables, and
is available in its reduced form (ascorbic acid; AA) and in its
oxidized form (dehydroascorbic acid; DHA). The conversion
reaction of AA to DHA, mediated by the reductase enzyme,
is a process that generates free radicals and can promote the
reduction or oxidation of a system. The molecular structure of
AA and DHA, whose effects on cells are distinct, are similar
to glucose because of multiple hydroxyl groups close to each
other, as represented in Fig. 1 (4-7).

OH OH

OHm— o o

s

#: N
OH OH

FIG. 1. Chemical structure of ascorbic acid (left) and dehydroascorbic acid
(right).

The history of vitamin C in cancer is highly controversial
(8). As aresult of this controversy, the therapeutic effect of vita-
min C has been discredited for years. Currently, new knowledge
of pharmacokinetics and pharmacodynamics of vitamin C have
stimulated interest in the revaluation of its application in the
prevention and treatment of cancer (9—13). As an antioxidant,
the main role of vitamin C is to neutralize free radicals because
they need a pair of electrons to achieve its stability. As vita-
min C is an excellent source of electrons, it can donate them
to free radicals, reflecting its reduction capacity and decreasing
oxidative stress. Vitamin C also acts as a prooxidant molecule,
promoting the formation of reactive oxygen species (ROS) that
impair cell viability. On the other hand, most tumor cells can’t
transport AA directly to its interior, the reason why the cells ob-
tain vitamin C in its oxidized form, DHA. As mentioned above,
tumor cells also show another peculiarity: the decrease of several
antioxidant enzymes in relation to normal cells. Consequently,
the increased production of hydrogen peroxide, coupled with
the breakdown of the activity of antioxidant enzymes in cancer
cells and the presence of transition metals, may result in the se-
lective cytotoxicity of vitamin C and the subsequent revelation
of its therapeutic potential (12).

Oxidative stress is a biochemical condition characterized by
the imbalance between the presence of relatively high levels
of toxic reactive species, especially ROS, and the antioxida-
tive defence mechanisms. ROS are products of normal cellular
metabolism and can be defined as organic/inorganic molecules
containing one or more unpaired electrons in atomic or molec-
ular orbitals that can damage cell at different levels. ROS,
such as hydrogen peroxide, superoxide radical, hydroxyl rad-
ical, and singlet oxygen, are highly reactive and can be pro-
duced from both endogenous and exogenous substances. Po-
tential endogenous sources include mitochondria, cytochrome
P450 metabolism, peroxisomes, and inflammatory cell activa-
tion. Exogenous factors include environmental agents and sev-
eral modifiable factors such as diet, medications, and lifestyle.
At high concentrations, ROS can be important mediators of
damage to cell structures, like nucleic acids, lipids, and pro-
teins, affecting enzyme activity, altering membrane function
and modulating expression of genes that regulate cell differen-
tiation and growth. On the other hand, at low/moderate con-
centrations, ROS are essential for life because of their role in
many vital processes such as signal transduction, bactericidal
activity of phagocytes, and induction of mitogenic responses
(14-20).

Therefore, the aims of this work are to study the selective cy-
totoxicity of the reduced form of vitamin C and see how a human
colorectal adenocarcinoma cell line is affected by this power-
ful antioxidant/prooxidant molecule through the evaluation of
cell proliferation by spectrophotometry, clonogenic assays, and
flow cytometry. In vivo studies with xenotransplanted Balb/c
nu/nu mice, to verify the anticarcinogenic effect of AA, were
performed.
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MATERIAL AND METHODS

Cell Culture

Human colorectal adenocarcinoma cell line (WiDr), ac-
quired from American Type Culture Collection (Rockville,
MD), was cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(Sigma D-5648) supplemented with 100 uM sodium pyruvate
(Gibco 11360), 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Gibco
2010-09), and 1% antibiotic/antimycotic (100 U/mL penicillin
and 10 pg/mL streptomycin, Gibco 15140-122). Cells were
maintained at 37°C with 95% air and 5% CO,.

Cell Proliferation

To evaluate the effect of AA (Sigma A5960) in cell prolifer-
ation, we used the colorimetric test MTT (3-(4,5-dimethylthia-
zolyl-2)2,5-diphenyltetrazolium bromide). The dehydrogenase
enzymes, present in metabolically active cells, have the ability to
cleave the tetrazolium ring of MTT and form dark blue formazan
crystals that can subsequently be solubilized and quantified
by spectrophotometry (21,22). For each experiment, cells were
plated in 24 multiwells in a concentration of 50,000 cells/mL
and kept in the incubator overnight to allow the cells attachment.
After incubating cells with different AA concentrations during 1
and 4 h, the culture medium was replaced. After 24, 48, 72, and
96 h of rest, cell proliferation was evaluated: culture medium
was removed, 900 uL of phosphate buffered saline (PBS) was
added, and then a 150 L of solution of MTT (5 mg/mL; Sigma
M2128) in PBS. After 3 h, a 150uL of solution of isopropanol
(Sigma 279544) in 0.04M hydrochloric acid (Sigma H1758)
was added and the cells were resuspended. The contents of each
well were transferred to a plate with 96 wells and the absorbance
was quantified at 570 nm with a reference filter of 620 nm in
an ELISA spectrophotometer (SLT-Spectra). The obtained re-
sults were analyzed and processed in software OriginPro 8.0,
being the cytotoxicity expressed as the percentage of inhibition
of cell proliferation correlated with control experiments. This
allows the determination of the AA concentration that inhibits
the culture cell proliferation in 50% (ICsp) through sigmoid fit-
ting (Boltzman function). Each experiment was performed in
duplicate and repeated in 3 different sets of tests.

Clonogenic Assay

Clonogenic assay aims to determine cell survival based on
the ability of a single cell to grow and form a colony after the
cells are subjected to the action of AA. For this study, 500 cells
were seeded per well and after 24 h were incubated with AA
at different concentrations. Two hours after exposure to vitamin
C, cells were washed with PBS and new medium was added.
After 5 days, the medium was changed and at tenth day the
colonies were visualized. Culture medium was aspirated, cells
were washed with PBS, and methanol (Sigma 34860) was added
to fix the colonies, a procedure that was repeated twice. After the
plates have dried, the crystal violet dye (Sigma M2128; 0.5%
diluted in methanol) was added. Subsequently, the plates were
washed with warm water and allowed to dry, after which the

number of colonies were counted and the plate efficiency and
survival factor determined.

. Number of counted colonies
Plate efficiency% = — x 100
Number of seeded colonies

. X Plate efficiency of treated samples
Survival factor% = —— x 100
Plate efficiency of control samples

Flow Cytometry

To study/characterize the redox intracellular environment af-
ter incubation of AA at different concentrations, we determined
by flow cytometry the cell viability, the ROS production, the ex-
pression of reduced glutathione (GSH) and the changes of mi-
tochondrial membrane potential. The analysis was performed
using a 6 parameter, 4-color FACSCalibur flow cytometer
(Becton Dickinson, San Jose, CA) equipped with a 15 nW ar-
gon laser. For each assay, at least 10* events was collected using
Cell Quest software (Becton Dickinson, San Jose, CA)) and
analyzed using Paint-a-Gate software (Becton Dickinson, San
Jose, CA)). For flow cytometry analysis, 10° cells were seeded
per well and after 24 h were incubated with AA at different con-
centrations. One hour after exposure to vitamin C, cells were
washed with PBS and new medium was added. After 24 h, cells
were examined by flow cytometry.

Cell Viability

To evaluate cell viability, annexin-V/propidium iodide
(AV/P]) incorporation assay was used. One of the main features
of cell death by apoptosis is the redistribution of plasma mem-
brane phosphatidylserine, a phospholipid that, in apoptotic cells,
is translocated from the inner to the outer leaflet of the plasmatic
membrane and binds to AV. Complementarily, PI, which does
not permeate viable cells, binds to deoxyribonucleic acid (DNA)
intercalating between the bases on late apoptotic and necrotic
cells (23). In this assay, 10° cells were incubated during 15 min
in binding buffer with 1 uL of AV (Kit Immunotech, Marseille,
France) and 5 uLL of PI (Kit Immunotech, Marseille, France).
Subsequently, cells were excited at a wavelength of 525 nm for
AV and 640 nm for PI, collecting 10* events to assess the per-
centage of viable, early apoptotic, late apoptotic/necrotic, and
necrotic cells (24).

Detection of Intracellular Peroxides
2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH,-DA), a
lipid permeable and non-fluorescent compound, is cleaved
by intracellular esterases by entering cells and leads to 2,7-
dichlorodihydrofluorescein (DCFHy). In the presence of perox-
ides, DCFHj, is oxidated with formation of dichlorofluorescein
(DCF), a highly green fluorescent compound. The emitted flu-
orescence is proportional to the concentration of intracellular
peroxides (25). A cell suspension of 10° cells was incubated
with 5 uM of DCFH,-DA (Sigma D6883) for 1 h at 37°C in
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the dark. After washing the cells with PBS, the analysis was
performed with an excitation wavelength of 504 nm, being the
emission wavelength 529 nm. The results are presented as mean
fluorescence intensity (MFI) values.

Detection of Superoxide Radical

Dihydroethidium (DHE) easily crosses cell membranes and
is converted by superoxide radical to ethidium, a red fluores-
cent compound that merges the DNA remaining inside the cell
(26). A cell suspension of 10° cells was resuspended in PBS
and incubated with 5 uM of DHE (Sigma 37291) dissolved in
DMSO (Sigma D8418) for 10 min at 37°C in the dark. After
washing the cells with PBS, the analysis was performed with an
excitation wavelength of 620 nm. Results are presented as MFI
values.

GSH Expression

The expression of GSH, an antioxidant defence, was per-
formed by flow cytometry using the fluorescent compound mer-
cury orange. This compound binds stoichiometrically to mercu-
rial sulfhydryl groups with the formation of fluorescent ducts.
However, this compound faster reacts with GSH than with the
sulthydryl groups of proteins and the reaction product emits an
intense red fluorescence when excited with an argon laser at
a wavelength of 488 nm (27). A cell suspension of 10° cells
was incubated with 4 L of mercury orange (Sigma 83377) in
acetone (Sigma 650501) for 15 min at room temperature in the
dark. After washing the cells with PBS, the analysis was per-
formed with an excitation wavelength of 620 nm. Results are
presented as MFI values.

Mitochondrial Membrane Potential Measurement

The lipophilic cationic 5,5,6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-
tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodide (JC-1) is a
molecule able to selectively enter the cell and which exists
in 2 forms, monomers (M) and aggregates (A), depending on
the state of polarization/depolarization of the mitochondrial
membrane. When the membrane potential is high, the JC-1
forms aggregates that emit red fluorescence (590 nm). In turn,
as the mitochondrial membrane potential decreases or in cases
where the membrane is depolarized, JC-1 is excluded from
mitochondria and remains in the cytoplasm in the form of
monomers that emits green fluorescence (529 nm). Thus, the
ratio between the intensities of green and red fluorescence
(M/A), determined by flow cytometry, provides an estimate
of mitochondrial membrane potential (28). To perform JC-1
(Invitrogen, T-3168) incorporation, the cells were incubated at
a final concentration of 5 mg/mL in DMSO during 15 min at
37°C in the dark. Subsequently, the cells were washed with
PBS and analyzed by flow cytometry. The results are presented
as aggregate/monomer fluorescence intensities ratio.

In Vivo Studies

In order to verify the reduction of tumor growth rate after
the daily injection of AA in mice, it was developed a method-
ology to evaluate in vivo the role of vitamin C reduced form
in cancer. Thus, 8 x 10° WiDr cells were inoculated on the
back of Balb/c nu/nu mice and, during several days, the body
weight of mice and tumor size were monitored, as well as the
behavior and general health of the mice. When tumor volume
reached 300500 mm3, an aqueous solution of AA with a con-
centration of 150 mg/kg was daily injected intraperitoneally
during 12 days. Tumor volume was estimated according to Da-
grosa et al. (29). After therapy, the mice were killed by cervical
dislocation. In this experience, AA was not administered to con-
trol animals. During experiments, animals were kept in filtertop
cages under constant temperature and humidity and maintained
on sterilized diet and water ad libitum. The animals were kept
under sterile conditions in cycles of 12 h of dark/light.

Statistical Analysis

Results were analyzed using the software PASW (Predictive
Analysis SoftWare) version 18. In comparison of all the con-
ditions we used the Kruskal-Wallis test, whereas comparisons
2-by-2 were made with the Mann-Whitney test. A significance
level of 5% (P < 0.05) was considered for all comparisons.
The in vivo results were analyzed through a prospective study,
in which the estimation of Kaplan-Meier to construct survival
curves was made. We considered that an event occurred if the
tumor volume was 3 times the initial volume. The curves were
compared using the log-rank test and a significance level of 2%
(P < 0.02) was considered.

RESULTS

To evaluate the effects of vitamin C in WiDr cells, we exam-
ined the effect of AA at different concentrations and for different
periods of incubation and rest in the proliferation of cells using
MTT assay. Table 1 represents the biological response of WiDr
cells after 1 and 4 h of exposure to AA with 24, 48,72, and 96 h
of cellular rest. As can be seen in Table 1, exposure of WiDr
cells to AA for 1 h results in an ICsp equal to 20.4 mM after
24 h of rest, being registered a slight increase in ICsy value at
48 h of rest (25.1 mM). After 1 h of incubation with AA and
72 and 96 h of rest, there was an ICs, value equal to 18.5 mM
and 4.54 mM, respectively. On the other hand, when cells are
exposed to AA for 4 h, there is a decrease in the ICsy value
registered for all times of rest: 4.36 mM (24 h), 5.8 mm (48 h),
3.85 mM (72 h), and 1.73 mM (96 h).

Clonogenic assays are an asset to test the cytotoxicity of
vitamin C as they allow one to analyze the effects of AA in
cells after a long period of time and determine the outcome of
the vitamin C on cells. Through this technique, it was observed
that as the concentration of AA increases, the survival factor of
cells significantly decrease (P < 0.05), as can be seen in Fig. 2.
When cells are treated with a concentration of 0.5 mM, there
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TABLE 1
Half maximal inhibitory concentration of human colorectal
adenocarcinoma cell line (WiDr) cells after exposure to
ascorbic acid

Exposure Rest 1Cs

time (h) time (h) (mM) R?

1 24 20.40 0.96
48 25.10 0.82
72 18.50 0.98
96 4.54 0.93

4 24 4.36 0.93
48 5.80 0.91
72 3.85 0.93
96 1.73 0.99

WiDr cells were exposed to AA for 1 or 4 h and after 24, 48, 72, and
96 h of cellular rest, cellular proliferation was calculated. ICs, (half
maximal inhibitory concentration) were obtained using the equation
of the sigmoid fitted curves (Boltzman function). R? is the coefficient
of determination of the fitted curves. Each experiment was performed
in duplicate and repeated in three independent sets of tests.

is a reduction factor of survival of 44.88% relatively to control.
At concentrations of 2, 3, and 5SmM, the reduction of survival
factor is more marked, being always above 80%.

The assessment of cell viability was performed by flow
cytometry using the AV/PI incorporation assay. This technique
allows one to distinguish different cell populations: viable
cells (VC), cells in early apoptosis (EAC), cells in late apop-
tosis/necrosis (LAC/NC) and necrotic cells (NC). Cytometry
studies show that as the concentration of AA increases, cell
death also increases, as shown in Fig. 3. Thus, AA induces a
statistically significant decrease (P < 0.05) in cell viability in
a dose-dependent way. Note that, at a concentration of 45 mM,
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FIG. 2. Survival factor of human colorectal adenocarcinoma cell line (WiDr)
cells after treatment with ascorbic acid. The cells were exposed to different
concentrations of AA (0.5, 2, 3, and 5 mM) and were subsequently observed
the formation of colonies by the crystal violet dye. The results represent the
average of 3 independent studies + standard deviation.
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FIG. 3. Cell viability by flow cytometry using dual staining with AV and PIL
Figure represents the percentage of viable cells (VC), in early apoptosis (EAC),
in late apoptosis/necrosis (LAC/NC), and necrosis (NC) after treatment with
ascorbic acid. The results express the average of 3 independent experiments +
standard deviation.

cell death reaches 86%, being 26% attributed to the early
apoptosis, 56% to late apoptosis/necrosis and 4% to necrosis.

Given the importance that the ROS may have in the mech-
anisms of cytotoxicity of vitamin C, it was determined the ex-
pression of peroxides and superoxide radical. As can be seen in
Fig. 4, there is an increase in the intracellular production of per-
oxides when cells are treated with 5 and 25 mM of AA. When
these cells are exposed to 45 mM, the production of peroxide
decreases to about half of the value recorded for control. In the
comparison of all the conditions, it was found that there are
significant differences (P < 0.05).

To evaluate the production of superoxide radical, we resort to
DHE and the respective analysis of the fluorescence intensities
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FIG. 4. Production of peroxides by flow cytometry using DCFH,-DA. The
cells were treated with ascorbic acid and subsequently the production of
peroxides was detected. The results are expressed as mean fluorescence in-
tensity and express the average of 3 independent experiments =+ standard
deviation.
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FIG. 5. Production of superoxide radical by flow cytometry using DHE.
The cells were treated with ascorbic acid and subsequently the produc-
tion of superoxide radical was detected. The results are expressed as
MFI and express the average of 3 independent experiments =+ standard
deviation.

by flow cytometry. From the analysis of Fig. 5, it is possible to
observe that, as the concentration of AA increases, the produc-
tion of superoxide also increases. It should be noted that this
statistically significant increase (P < 0.05) is very pronounced
when the cells are incubated with 45 mM (superoxide produc-
tion is almost 4 times higher than the control).

To evaluate the expression of intracellular GSH, we used the
orange mercury probe and the analysis of fluorescence intensi-
ties were performed by flow cytometry. Through the analysis of
the Fig. 6, we can see that when cells are incubated with AA,
the expression of GSH increases in a statistically significant way
(P < 0.05) relatively to control. It should be noted that there
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FIG. 6. Expression of GSH by flow cytometry using orange mercury. The
cells were treated with ascorbic acid and subsequently the expression of GSH
was detected. The results are expressed as MFI and express the average of 3
independent experiments & standard deviation.
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FIG. 7. Analysis of mitochondrial membrane potential by flow cytometry
using the fluorescent probe JC-1. The cells were treated with ascorbic acid and
subsequently the mitochondrial membrane potential was detected. The results
are expressed as the ratio between aggregates and monomers and express the
average of 3 independent experiments =+ standard deviation.

is a slight decrease in expression of GSH (about 8% less) at
a concentration of 45 mM when compared to concentration of
25 mM.

Fig. 7 shows the ratio between aggregates and monomers
(A/M) in WiDr cells after treatment with AA. As we can see,
there is a marked decrease in mitochondrial membrane potential
in WiDr incubated with AA compared to control, which is more
relevant at concentration of 45 mM. Statistical analysis of these
data showed no statistically significant differences for 5, 25, and
45 mM.

With regard to in vivo studies, and as represented in Fig. 8,
there are significant differences between the 2 groups (control
and under treatment) with respect to achieve a relative volume
of 3 (log-rank test, P = 0.002). Half of the sample reached this
volume controls on the 4th day, whereas half of the controls
reached this value at 12 days. Not all mice in the latter group
reached the relative volume considered. Note that no changes
were recorded in animal weight over time.

DISCUSSION

Vitamin C is a nutrient whose benefits are long been known
and widely disseminated, being the majority because of its an-
tioxidant action. However, some studies suggest that this nu-
trient may have a preventive and therapeutic role in cancer
disease because of its potential prooxidant activity, promot-
ing the formation of ROS that induce selectively cancer cell
death. Because of the discussion that remains in the scientific
community about the benefits/harms of large doses of vita-
min C in the prevention and treatment of cancer, it is imper-
ative to carry out more studies to infer the true function of
this antioxidant/prooxidant in human health and disease. This
study aimed to evaluate the mechanisms of action of vitamin C
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FIG. 8. Evolution of tumor growth over 12 days of therapy with ascorbic acid (AA). Over 12 days, Balb/c nu/nu xenografts were subjected to intraperitoneal
therapy with AA. Xenotransplanted Balb/c nu/nu not treated with AA was used as a control. The results represent the average of 5 control mice and 5 mice that

undergo therapy.

through various techniques, seeking results that represent an as-
set for the assessment of the applicability of vitamin C in cancer
disease.

According to the results obtained by the MTT assay, we can
see that when WiDr cells are exposed to AA for 1 h and allowed
to rest for 24, 48, 72, or 96 h, the recorded ICs, decreases
progressively as the rest time increases. The same behavior
was observed when the cells are left in contact with AA for
4 h. However, there are notable differences in the value of ICsq
obtained for all times of rest, being always much smaller for
incubation times of 4 h when compared with incubation times
of 1 h. When cells are incubated for 1 and 4 h and allowed to
stand 48 h, there is a slight increase in value when compared
with the ICs( value obtained for the 24 h. This behavior can be
a sign that the amount of drug that penetrates in the cell was not
enough to reduce cell proliferation but rather to trigger some
mechanism of resistance to AA at 48 h.

To confirm and reinforce the results obtained by the method
of MTT, several assays were performed to analyze the reproduc-
tivity of the cell death results. That is, it was determined if the
cell had long-term capacity to proliferate after treatment with
different concentrations of AA in the range 0.5-5 mM. These
studies, called by clonogenic assays, allow verifying the marked
reduction of survival factor of WiDr cells after treatment with
AA. These studies let assessing the longer-cell responses after
treatment with AA, unlike the MTT technique, which only al-
low to evaluate the response of cells to certain drugs over short
periods of time. By the results obtained by the clonogenic as-

says, it appears that the cells lose their reproductive capacity as
the concentration of AA increases.

After confirming the reduction of proliferation and cell sur-
vival in the cell line under study, it was necessary to understand
the cellular mechanisms through which these effects appear. For
that, we used the flow cytometry technique, which allows us to
analyze cell viability by double staining with AV/IP, the presence
of ROS by staining with DCFH,-DA and DHE, the expression
of intracellular GSH through the orange mercury staining, and
the alteration of mitochondrial membrane potential through the
fluorochrome JC-1. AV/PI assay allow the assessment of cell
viability and distinguishes different types of cell death. Thus,
this double staining showed that as the concentration of AA in-
creases the cell death in WiDr also increased, with the majority
of cell death occurring by late apoptosis or necrosis.

One mechanism that has been suggested for the selective
cytotoxic effect of vitamin C in tumor cells involves oxidative
stress (30,31). Thus, an increase of oxidative stress coupled with
a decrease of the antioxidant enzyme by a factor of 10 to 100,
as well as an increase of transition metals and the oxidation of
AA to DHA in tumor cells, can lead to selective cytotoxicity in
this type of cells. Because ROS play an important role in the cy-
totoxic action of vitamin C, we resorted to the use of 2 specific
probes for the detection of peroxides and superoxide radical,
the DCFH, and DHE, respectively. Analyzing the results ob-
tained, it was found that when WiDr cells are exposed to 45 mM
of AA the production of hydrogen peroxide is lower, whereas
the production of superoxide radical is higher relatively to the
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control. The concentration of 25 mM of AA in WiDr induces
an increase of this 2 reactive oxygen species, whereas for the
concentration of 5 mM there is only a slight increase compared
to control. Besides the cytotoxicity, with high concentrations of
vitamin C it was also observed a marked decrease in the levels
of peroxides, suggesting a conversion into more cell damaging
species, as the hydroxyl radical or the nitrite peroxide.

Although these reactive species were not measured, this can
be a reasonable justification because in the presence of free iron,
the hydrogen peroxide is converted by the Fenton-Habber Weiss
reaction into hydroxyl radical, and the superoxide anion in the
presence of nitric oxide can be converted into nitrite peroxide.
These species are highly reactive and toxic to the cell, leading
to cell death. Because the detection of superoxide anion by the
probe DHE is a relatively specific reaction, this probe can also
detect nitrite peroxide. The increase of fluorescence intensity
detected after incubation of WiDr to 45 mM of AA, could in
fact be due to the presence of reactive nitrogen species. Note
that, as higher the production of reactive species, higher the
cell death, as confirmed by linking the results obtained by flow
cytometry.

To ascertain the level of the antioxidant defences present in
tumor cells, it was analyzed by flow cytometry the expression
of intracellular GSH using as fluorescent probe, the orange mer-
cury. Knowing that GSH is a reducing agent of peroxides, it is
expected that as greater the production of hydrogen peroxide,
the greater the expression of intracellular GSH. Thus, after ex-
posure of WiDr to 45 mM of AA, the expression of intracellular
reduced glutathione is higher relatively to the control despite the
decrease of hydrogen peroxide, as stated above. The explanation
for this could be the rapid conversion of hydrogen peroxide to
other damaging reactive species.

To confirm the involvement of mitochondria in the biological
effects of vitamin C, we evaluate the mitochondrial membrane
potential with JC-1 probe. Our studies are consistent with the
foregoing and confirm the results obtained in the studies of
proliferation, observing a decrease in the ratio A/M under con-
ditions in which vitamin C induced cell death in WiDr cells.
However, statistical analysis of these data showed no statisti-
cally significant differences for 5, 25, and 45 mM.

To finalize this study, the authors developed a methodology
that allowed to study in vivo the role of vitamin C in cancer dis-
ease by reducing the rate of tumor growth after daily intraperi-
toneal injection of AA. Several pharmacokinetic studies have
clearly demonstrated that vitamin C concentrations in plasma
and tissues are tightly controlled in terms of ingesta, because
the oral route of administration is limited by the elimination
of vitamin excess by the urinary system. As a consequence,
oral administration of vitamin C cannot achieve plasma con-
centrations greater than 50-100 uM and for this reason, oral
supplementation of vitamin C appears to have no influence on
the treatment of cancer patients. Thus, by studying the best way
to administrate AA to Balb/c nu/nu, we did not consider the oral
route. Of the 3 possible routes, the intravenous was ideal due

to much higher plasma concentrations of vitamin C obtained
(6,32). However, given the frailty of the tail vein of the mice
used and the need of a daily injection of AA, we preferred the
administration through the intraperitoneal route. From the re-
sults, it can be seen that tumor growth in mice undergoing
therapy has stagnated, while tumor growth at the control mice
continued to increase, a fact which shows that AA may have
an effective role in the approach to treatment as is widely up-
taken by tumor cells. Verrax and Calderon (33) also conducted
a study involving the daily administration of AA to xenotrans-
planted animals with hepatocellular carcinoma cells and also
found that the rate of tumor growth decreased over thirty days.
Yeom et. al. (34) also reported that administration of a high
concentration of AA inhibits tumor growth in Balb/c mice im-
planted with sarcoma 180 cancer cells through the restriction of
angiogenesis.

CONCLUSION

In this work, which main objective was to contribute to the
clarification of the mechanisms of action of vitamin C in cancer,
we can draw several conclusions. For in vitro studies conducted
in colorectal adenocarcinoma cells, its main objective was to
evaluate the anti-proliferative and cytotoxic effects of vitamin
C. From our results, we can conclude that the reduced form of
vitamin C induces an inhibitory effect on the cell line studied.
This anti-proliferative effect is associated with a cytotoxic effect
due to the decreased cell viability and consequent increase in cell
death by apoptosis/necrosis. This cytotoxic effect of AA may
be related to the production of ROS, including the conversion
of peroxides in more reactive and toxic species, such as the hy-
droxyl radical and nitrite peroxide, which is consistent with cell
death by late apoptosis/necrosis observed. Mitochondrial dys-
function is another mechanism that is related to oxidative stress
and can contribute to the cytotoxic effect of high concentration
of vitamin C in colorectal adenocarcinoma cells. Finally, it was
proven in vivo that the reduced form of vitamin C stabilizes
tumor growth and may contribute for cancer therapy.
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Abstract: Vitamin C exists in two forms: the reduced (ascorbic acid - AA) and oxidized form (dehydroascorbic acid -
DHA). This is a nutrient whose benefits are long known and widely publicized, being most of them related to its
antioxidant action. As an antioxidant, the main role of vitamin C is to neutralize free radicals, reducing oxidative stress.
However, some controversial studies suggest that this nutrient may have a preventive and therapeutic role in cancer
disease due to their possible pro-oxidant activity, promoting the formation of reactive oxygen species that can induce cell
death in cancer cells. This factor, coupled with the decrease of antioxidant enzymes and increase of decompartmentalized
transition metals in tumor cells may result in the selective cytotoxicity of vitamin C and the subsequent revelation of its
therapeutic potential.

In this way the first purpose of this work was radioactively label the reduced form of vitamin C with Tc-99m, its quality
control by HPLC and the time stability. The second purpose was to use the radioactive complex **mTc-AA in in vitro and
in vivo studies in order to evaluate its uptake by colorectal cancer cells and biodistribution in mices, respectively. The
results suggest that the pharmaceutical formulation developed, which was reproducible and stable over time, was
residually taken up by colorectal cancer cells. Future studies are needed to deepen our understanding about the radioactive

complex *’mTc-AA and clarify the mechanisms of action of vitamin C in oncologic disease.

Keywords: Vitamin C, ascorbic acid, cancer, radiotracer, biodistribution, nuclear medicine.

1. INTRODUCTION

Since the 1980’s increasing scientific research confirmed
that many of the most common diseases of the twenty-first
century, such as hypertension, cardiovascular disease, stroke,
neurodegenerative disorder or cancer, are associated with
acute oxidant states in humans [1, 2]. It is thought that some
nutrients can modify the conditions that lead to oxidative
stress in the human body by increasing antioxidant capacity
and improving the cellular defences against reactive species.
The role of vitamin C, one of the most common antioxidants
in the human diet, as a therapeutic agent has been an issue of
controversy in last decades [2-10].

Vitamin C has two main chemical physiological forms:
the reduced form (AA) and the oxidized form (DHA) [3, 11,
12]. The reduced form is the predominant chemical form of
vitamin C in human body and is an essential micronutrient
involved in many biochemical and biological functions. AA
is a specific electron donor for eight enzymes, but also has
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non-enzymatic actions in chemical reactions. This form of
vitamin C is a weak acid constituted by six carbons and two
ionizable groups, with an enodiol structure that facilitates the
oxidation-reduction by donating or accepting an electron pair
(Fig. 1). Under physiological conditions, AA is a potent
reducing agent (antioxidant) that efficiently quenches poten-
tially damaging free radicals produced through biological
processes in many extracellular and intracellular reactions.
Vitamin C also acts as a pro-oxidant, promoting the forma-
tion of reactive oxygen species (ROS) that impair cell
viability [13-15].

In the last decade, the scientific community showed a
growing interest in the application of vitamins as potential
agents with preventive and therapeutic action in cancer. With
regards to vitamin C, there are no conclusive results up to
date. The possible role of vitamin C in cancer therapy is
based on the fact that tumor cells do not directly carry the
AA to their interior, but get the vitamin C in its oxidized
form. Moreover, tumor cells showed a decrease of several
antioxidant enzymes compared to normal ones, resulting in
an increased production of reactive species inside them.
These factors, coupled with the presence of transition metals,
can result in selective cytotoxicity of vitamin C and the
subsequent revelation of its therapeutic potential [16-18].

© 2012 Bentham Science Publishers



Radiolabelling of Ascorbic Acid

Fig. (1). Chemical structure of AA.

In order to clarify the potential role of vitamin C in
cancer, and taking into account the existing practices,
developing new techniques to provide information about the
metabolism and mechanism of action of vitamin C may be
crucial to the understanding of the processes through which
it acts. Thus, nuclear medicine can provide a solution to this
approach, since by radiolabelling vitamin C we can infer
through in vitro and in vivo studies how it gives the uptake
by tumor cells and its biodistribution.

The purpose of this study was to radioactively label the
reduced form of vitamin C with technetium-99m (**™Tc) in
order to obtain the radioactive complex **"Tc-AA. Several
studies have been carried out in order to study the meta-
bolism of AA by labelling this compound to different
radionuclides (H, '°F, '*C) [19-26]. However, there is prac-
tically no information documenting the labelling of AA with
9™Tc. The labelling of AA with a radionuclide and its
application in cancer therapy makes this work innovative
because it provides us an imagiologic control of vitamin C
effect in tumour cells. After quality control of the obtained
radiotracer formulation by high performance liquid chro-
matography (HPLC), *™Tc-AA was used in uptake studies
in colorectal cancer cells. Subsequently, in vivo studies were
performed in Balb/c and Balb/c nu/nu mices in order to
confirm the results obtained in quality control of *"Tc-AA
and get information about the biodistribution and excretion
pathways of the radiotracer developed.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Radiolabelling of Ascorbic Acid

To a 222MBq of sodium pertechnetate on a volume of
1,5mL was added 0,2mL of 0,IN iron III chloride (Sigma,
157740) in hydrochloric acid 0,1N. Subsequently, this solu-
tion was added to 200mg of AA (Sigma, A5960) in a vial
previously argoned and protected from light. After brief
stirring, the pH was brought to 6,5 — 7,0 by adding 1,2 mL of
a solution of sodium hydroxide 1M. The pH value was
confirmed with pH indicator strips (pH-Fix 4,5-10,
Machenerey-Nagel).

2.2. Quality Control of ™ Tc-AA

To perform quality control, the HPLC that was used
contained a Gilson UV/VIS-151 Detector, 321-PUMP and
506-C System Interface. The definition of the methods and
results processing was done using software Gina-Star. The
HPLC method for quality control of *™Tc-AA was deve-
loped using as stationary reverse phase a Nucleosil column
with a guard column (Hichrom, NC100-5C18), a mobile
phase with a gradient of potassium hydrogenophosphate
(0,025M, pH 3) and methanol at a ratio of 96/4 (v/v) and the
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constant flow of ImL/min. The UV detection was performed
with a wavelength of 210nm. The system was washed for 30
minutes with a mobile phase of methanol and water at a ratio
of 90/10 (v/v) at a constant flow of 1 mL/min and a
wavelength of 254nm. After stabilization of HPLC system,
the quality control was performed at 0, 30, 60, 180, 240 and
360 minutes after the radiolabelling procedure. The evalua-
tion of the performance characteristics of the HPLC system
were realized in order to assure the feasibility of our results
(data not shown).

2.3. Cell Culture

Adenocarcinoma colorectal human cells (WiDr),
obtained from American Type Culture Collection (Rockville
MD, USA), was cultured in Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (Sigma D-5648) supplemented with 100uM sodium
pyruvate (Gibc, 11360), 10% fetal calf serum (Gibco 10270)
and 1% antibiotic/antimycotic (100U/mL penicillin and
10pg/mL streptomycin, Sigma P0781). Cells were main-
tained in 5% CO, atmosphere at 37°C and the medium was
changed at 48 to 72 hours intervals.

2.4. Uptake Studies

Cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS),
then harvested with a solution of 0.25% trypsin/EDTA
(Gibco 25200) and finally resuspended in medium at 2x10°
cells/mL in 25cm? flasks. After 1 hour, ®™Tc-AA was intro-
duced in the medium (0.925MBg/mL). Triplicate samples of
200ul were collected to eppendorf tubes containing chilled
PBS to determination of tracer uptake at 5, 15, 30, 45, 60, 90
and 120 minutes. During tracer uptake studies, for every
sample taken, the cells were resuspended in order to ensure
uniformity. Cell suspensions were then centrifuged at
10000rpm for 1 minute, followed by aspiration of the super-
natant. Radioactivity of cell pellets and supernatants was
measured separately with a well-type gamma counter (DPC
Gamma C12) to determine tracer's uptake percentage in the
cells. Cell viability was assessed by trypan blue exclusion
test at the end of the experiment.

2.5. Biodistribution Studies in Normal Mice

For biodistribution studies in normal models, we used 6-8
weeks old Balb/c mice with a weight in the range of 21-29g.
The mices were subcutaneously anesthetized with a solution
of ketamine 77% (KetalarR, Parke-Davis) and chlorpro-
mazine 23% (Largactil, Victoria Laboratories) and subse-
quently the *™Tc-AA was injected intravenously into the
dorsal vein of the tail. After radiotracer administration, the
mice were sacrificed by cervical dislocation at different
times (30, 60, 120, 180 and 360 minutes) in accordance with
existing ethical legislation in Faculty of Medicine,
University of Coimbra. At these times, several organs, tis-
sues and excretion fluids were harvested. Every organ, tissue
or fluid, after being weighed, was placed in a radioimmuno-
assay (RIA) tube and counted on well-type gamma counter
(DPC Gamma Cl12), thus obtaining the percentage of
radiotracer administered for each gram of organ/ tissue/ fluid
collected (% injected dose/gram). The same procedure was
followed in two Balb/c nu/nu mice to check if the values
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Retention Times of Standard Samples and the **™Tc-AA. The Values for Standard Samples Represent the Average of

Three Injections into the HPLC, While the Value for #mTe-AA Results from the Average of four Randomly Selected

Pharmaceutical Formulations

Compound Retention Time (Minutes) Type of Detection
Iron (I1I) chloride 2.75+0.01 Ultraviolet
Ascorbic acid 3.85+0.03 Ultraviolet
Sodium pertechnetate 4.36+0.03 Radioactivity
mTe-AA 3.05+0.12 Radioactivity

differ or not between animals with and without immune
system.

2.6. Biodistribution Studies in Xenotransplanted Mice

To perform the biodistribution studies in athymic Balb/c
nu/nu mice, 8x10® WiDr cells were previously inoculated in
the dug right axillary of mice. We adopted the same protocol
as the studies with normal mice. However, apart from the
organs/ tissues/ fluids harvested, each tumor was excised,
weighed, counted in well counter and calculated its volume
through the equation V = (LxS?)/2 [27]. In this equation, L
corresponds to the greater diameter of the tumor and S to the
smallest diameter.

2.7. Statistical Analysis

Results were analyzed using the SPSS (Statistical
Package for Social Sciences), version 16, at a significance
level of 5%. In all studies, we used nonparametric tests
because the data samples are small and do not follow a
normal distribution. In cases in which it was intended to
make the comparison of paired values we used the Wilcoxon
test. The Mann-Whitney test was used to compare two
independent samples within the same variable and, to
compare the results of three or more related samples, it was
used the bivariate variance test of Friedman.

=
F

3. RESULTS

3.1. Radiolabelling of Ascorbic Acid and Quality Control
of ”"Te-AA

After the radiolabelling procedure of AA, the radioche-
mical purity of the complex was analyzed by HPLC. We
proceeded to a detection of non-radioactive (AA and
iron III chloride) and radioactive components (sodium
pertechnetate). The chromatograms of standard samples
allow us, through comparison with the radiotracer chromato-
gram, to identify all the components present in the radio-
tracer formulation. Through these chromatograms it was
obtained the retention times of each of the standard samples,
as well as the retention time of 99'“Tc-AA, as can be observed
in Table 1.

By graphical integration and normalization of peak areas
of ™Tc-AA and sodium pertechnetate, we can directly
obtain the value of labeling efficiency. Fig. (2) represents the
chromatograms of the non radioactive and radioactive com-
pounds of a pharmaceutical formulation with high labeling
efficiency (99.03%). By analyzing the formulation over time,
we can verify that the labelling efficiency remained high
(always above 95%) and approximately constant over time
(6 hours of the time course), revealing the high stability of
the formulation.
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Fig. (2). Chromatograms of a formulation with a high labeling efficiency of 99,03%. Chromatogram of non-radioactive (top) and radioactive

compounds (below).
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Fig. (3). Uptake of ™Tc-AA and sodium pertechnetate by WiDr cells over time. WiDr cells were incubated with 0.925MBg/mL, hereafter
the percentage of uptake of the radiotracer formulation by influx studies was determined. The results express the mean of six independent

experiments + standard deviation.

3.2. Uptake Studies

From the results shown in Fig. (3), the percentage of
uptake of *”"Tc-AA in WiDr cells is lower than the uptake of
sodium pertechnetate over time. *"Tc-AA has the same
profile curve of sodium pertechnetate and the uptake peak
occurs up to 120 minutes with a highest value of 0,45%,
while 0,64% of sodium pertechnetate is taken up at 60
minutes. As shown in the Fig. (3), the values of uptake of
#me-AA did not differ significantly from the values
obtained for sodium pertechnetate, and the uptake of **™Tc-
AA by WiDr cells always presents itself with very low
values in the range of 0.36% to 0.45%. Through statistical
analysis it was found that there are no significant differences
over time in WiDr. The trypan blue exclusion assay revealed
that more than 95% of the cells were alive at the conclusion
of all experiments (data not shown).

3.3. Biodistribution Studies in Normal Mice

In order to study the excretion pathways of the radio-
tracer developed and confirm the results obtained in quality
control studies, biodistribution in Balb/c and Balb/c nu/nu

mice were performed. The biodistribution in normal mice
(Balb/c) is essential for estimating any differences in the
mice with xenoé%rafts (Balb/c nu/nu). Table 2 shows the bio-
distribution of “""Tc-AA in Balb/c mice and the quantifica-
tion of administered dose per gram of organ. The results
show that *™Tc-AA is excreted by urinary and hepatic tract.
There was no uptake of *"Tc-AA by any specific organ.

We conducted a biodistribution study in two Balb/c
nu/nu normal mice (with a mass equal to 16 and 21) sacri-
ficed after 30 minutes after tracer administration. The results
of this study show that hepatic tract excretion is in the same
order of magnitude recorded for hepatic excretion in Balb/c
mice at the same time. However, excretion by urinary tract is
about 3 to 5 times greater than that recorded for Balb/c mice.
An increased uptake of *’"Tc-AA in most organs in athymic
mice was registered (data not shown).

3.4. Biodistribution Studies in Xenotransplanted Mice

For biodistribution studies in xenotransplanted animals,
we used Balb/c nu/nu mice, since these animals are athymic
and therefore they have no immune system. For this reason,

Table 2. Biodistribution in Balb/c Mice After 30, 60, 120, 180 and 360 Minutes of Tracer Administration Expressed as the
Percentage of Injected Dose Per Gram of Tissue/ Fluid. The Urine is Expressed as a Percentage of Total Injected Dose.
The Results Represent the Average of Four Mice Per Time. SD = Standard Deviation
30 Minutes 60 Minutes 120 Minutes 180 Minutes 360 Minutes
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Urine 27,5201 7,27 31,1812 4,11 39,0412 9,32 24,8213 7,75 20,1150 5,69
Blood 3,3046 3,39 2,1804 1,68 1,0643 0,32 2,0184 1,82 1,3795 1,26
Liver 1,8336 1,17 2,1149 0,89 2,7071 0,68 1,7452 1,28 1,3612 0,75
Spleen 0,4859 0,28 0,4714 0,41 0,3420 0,07 0,4837 0,49 0,7467 0,25
Heart 0,6140 0,28 0,5875 0,36 0,3209 0,09 0,3898 0,29 0,1777 0,11
Genital 0,8081 0,66 1,3285 1,47 1,0549 0,45 0,9612 1,29 0,4853 0,35
Thyroid 0,5844 0,15 0,7180 0,30 0,5057 0,10 0,8649 0,74 0,5185 0,15
Stomach 1,1783 0,64 1,0073 0,61 0,7412 0,14 0,9960 0,74 0,6582 0,31
Kidney 4,1172 2,17 4,9472 2,42 5,4208 1,32 8,2803 4,33 4,0748 2,17
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Table 3. Biodistribution of Radiotracer in Balb/c nu/nu Mice with Xenografts. After 30, 60, 120, 180 and 360 Minutes of Tracer
Administration, the Mice were Sacrificed, the Organs Harvested and the Percentage of Injected Dose Per Gram of Tissue
was Evaluated. The Urine is Expressed as a Percentage of Total Injected Dose. The Results Represent the Average of
Four Mice Per Time. SD - Standard Deviation

30 Minutes 60 Minutes 120 Minutes 180 Minutes 360 Minutes

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Urine 14,4799 0,44 8,8535 1,77 10,4886 5,07 11,5213 4,80 18,02 3,10

Blood 4,2491 2,30 3,1594 1,83 1,5795 1,17 2,2162 1,62 0,4582 0,12

Liver 1,6253 1,25 2,1634 1,48 1,7226 1,16 1,7327 0,68 0,7782 0,27

Spleen 1,0211 0,85 1,1903 0,77 0,9459 1,24 0,4134 0,28 0,1761 0,10

Heart 1,2956 0,98 1,1343 0,65 0,5725 0,42 0,4908 0,45 0,1626 0,06

Genital 1,7179 0,68 2,0233 0,76 1,2956 1,93 1,4630 3,25 1,0410 0,16
Thyroid 1,1547 1,29 1,2149 1,21 2,4269 0,61 3,2253 0,42 0,2760 0,55
Stomach 1,1700 0,74 1,1944 0,71 0,9205 0,65 0,8772 0,47 0,4272 0,16
Kidney 13,1201 13,43 10,7047 6,92 7,2494 4,81 8,0937 4,47 4,0803 1,30
Tumor 0,8970 0,86 1,0624 0,72 0,6931 0,75 0,8626 0,52 0,1238 0,06

they become ideal models for studying the uptake in vivo of
9mTe-AA by tumor cells. The result of the biodistribution
study in Balb/c nu/nu xenografts reveals excretion by urine
and hepatic tract, with no preferential uptake by any other
organ (Table 3). The percentage of injected dose per gram of
tumor tissue was always less than approximately 1% over
time. In Table 2 and 3 we can see that thyroid, stomach, liver
and spleen have a lower uptake.

4. DISCUSSION/CONCLUSION

Vitamin C is a nutrient whose benefits are long-known
and widely disseminated, being the majority due to the anti-
oxidant action of this vitamin. However, some studies sug-
gest that this nutrient may have a preventive and therapeutic
role in cancer disease due to its potential pro-oxidant acti-
vity, promoting the formation of ROS that induce selectively
cell death in cancer cells [28]. Due to debate that continues
in the scientific community about benefits/harms of large
doses of vitamin C in preventing and treating cancer, it
becomes imperative to undertake more studies to infer about
the true function of this antioxidant/ pro-oxidant in health
and human disease. Therefore, this study intends to obtain
the radiotracer **"Tc-AA and to evaluate the biodistribution
and excretion pathways of vitamin C by nuclear medicine
techniques, seeking to achieve results that represent an asset
for the evaluation of the applicability of vitamin C on cancer.

In order to explore the possibilities presented by nuclear
medicine and applying them to the study of functional and
metabolic processes of vitamin C, this nutrient was labelled
with a single photon emitting radionuclide (**"Tc). Radio-
labelling of AA was already done with other radionuclides
(3H, 14C, 18F) but, in respect to technetium, there are few
studies described [29]. After several attempts to optimize the
process of radiolabelling of the reduced form of vitamin C,

the labelling efficiency reached its maximum using 200mg
of AA with 222MBq pertechnetate in 1,5mL of sodium
chloride 0,9%, 0,2mL of iron chloride III 0,IN (in 0,IN of
hydrochloric acid) and pH 6,5-7,0. When the radiolabelling
process was performed at room temperature in argon atmos-
phere and protected from light, the labelling efficiency was
considerably higher, as shown in Fig. (2). This can be
explained because AA is highly unstable and degrades in the
presence of oxygen and light. Moreover, it is known that as
the temperature increases, the degradation of AA tends to
increase [30]. After several enhancements, we concluded that
the pharmaceutical formulation developed at room tempera-
ture (21-23°C) was quite stable over time.

The HPLC was used to determine the radiochemical
purity of the complex and determine the optimal conditions
for obtaining a high labelling efficiency. The reverse phase
HPLC allows to separate the compounds present in a sample
according to their interaction with a non-polar stationary
phase. This type of chromatography was chosen because
vitamin C is a polar molecule that interacts with the station-
ary phase and that will have more affinity for the mobile
phase.

The retention times of the individual constituents gave
the possibility, by comparison, to know what is the retention
time of *™Tc-AA and also to infer the polarity of molecules
that constitute the formulation developed. Thus, the sodium
pertechnetate is less polar because it has the highest retention
time, while the iron (III) chloride is the most polar because it
is quickly dragged by mobile phase system. The labelling
efficiency obtained over 6 hours at 0, 30, 60, 180, 240 and
360 minutes remained consistently above 95% and relatively
constant over time, revealing the high stability of the formu-
lation developed. On the other hand, since accumulation of
sodium pertechnetate occurs at the level of thyroid and
stomach and the accumulation of reduced and hydrolyzed
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technetium occurs in the liver and spleen, it confirms
through in vivo studies that radiochemical impurities in the
formulation developed are residual in the formulation deve-
loped. Note that is not possible to observe the peak of the
reduced and hydrolyzed technetium because it is retained in
the pre-column.

After obtaining a stable pharmaceutical formulation with
high radiochemical purity, we proceeded with in vitro
studies to assess the kinetics of intake of vitamin C in
colorectal adenocarcinoma cells (WiDr). From the results,
we conclude that there are no significant uptake of the tracer
by the cells. Indeed, uptake by WiDr cells did not exceed
0.45%, being the uptake of **"Tc-AA similar to the uptake of
sodium pertechnetate. Once the cell viability was determined
after the end of the study using the technique of trypan blue,
ensures that the results are not due to cell death.

In order to investigate the routes of excretion and
metabolization of the labeled compound, as well as to con-
firm the results of the quality control, we performed biodis-
tribution studies in Balb/c and Balb/c nu/nu mices. The bio-
distribution in Balb/c mices verified that the excretion of the
complex was realized by urine and liver. These results are in
agreement with those reported by Yigit [29], who performed
biodistribution studies in male albino Wistar rats after
radiolabel AA with *"Tc through a different protocol. The
same results were obtained in Balb/c nu/nu xenografts.
Interestingly, the uptake of *™Tc-AA in almost all organs in
Balb/c nu/nu was higher than for Balb/c, which immediately
raised suspicions if the biodistribution in athymic and normal
mice were different. To prove this, we performed biodistri-
bution studies in two Balb/c nu/nu healthy mice and found
that the uptake in some organs was 3 to 5 times higher than
that obtained in Balb/c mices. Animals containing the
enzyme Gulo, and therefore produce vitamin C, have less
need for vitamin C as nutrient while are not as "efficient" in
the production of this nutrient and, therefore, captures more
vitamin C to suit their needs. Moreover, athymic mice do not
have an active immune system and vitamin C fulfils several
functions at this level. So, the capture of the complex may be
greater in these mice due to the attempt to incorporate the
vitamin C in some metabolic processes related to immunity.
Lastly, a low tumor uptake of the radioactive complex was
recorded.

We believe that our results are consistent with data
obtained by other authors, who claim that tumor cells are not
capable of carrying the AA directly because they have no
sodium-dependent vitamin C transporters (SVCT), the
proteins that directly transport AA into the cell [31]. In the
transport mediated by SVCT, occurs the temporary com-
bination of substances to be transported (AA and sodium
ions) and enzyme systems, called by ATPases, with the
transport being done with energy expenditure derived from
the metabolism. Thus, SVCT carry the AA at the expense of
an electrochemical gradient of sodium across the cell mem-
brane and, therefore, this transport is classified as a second-
ary active transport. Tumor cells have a high expression of
glucose transporters (GLUT), also responsible for trans-
porting the oxidized form of vitamin C inside the cell. DHA
passes through the cell membrane by a transport mechanism
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in the same direction of the gradient, taking the assistance of
specific transporters that appear to have no affinity for the
biologically active and reduced form of vitamin C, the
GLUT’s. This mechanism is used indirectly by the cell to
carry the AA for its interior through three steps: 1) oxidation
of extracellular AA transforming it into DHA; 2) transport of
DHA by the transporter GLUT; 3) intracellular reduction of
DHA to AA, thus preventing the efflux of oxidized form [32,
33]. Taking into account our results, we believe that tumor
cells (in vitro and in vivo) are not capable of capturing the
9mTe-AA because AA is chemically bound to technetium,
preventing the subsequent uptake by tumor cells. Thus, the
analysis of the developed formulation from the standpoint of
molecular structure can be crucial to confirm and better
understand our results.
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