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RESUMO

Objetivo

Investigar os efeitos da vitamina C sobre niveis de peroxidacao lipidica e glutationa reduzida em tecido hepatico
de camundongos imunossuprimidos por ciclofosfamida.

Métodos

O estudo foi realizado em camundongos Swiss, fémeas, com 45 dias de idade, separados em quatro grupos
com oito animais cada. Grupos: controle (dgua destilada), vitamina C (50 mg/kg), ciclofosfamida (100 + 150 mg/kg)
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e tratamento (vitamina C 50 mg/kg + ciclofosfamida 100 +150 mg/kg). Todas as aplicacbes foram via
intraperitoneal. O ensaio biolégico teve duracdo de seis dias, sendo o sétimo a eutanasia dos animais. As ana-
lises bioquimicas de peroxidacao lipidica (quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico) e glutationa
reduzida (estimativa de tiois nao proteicos) foram realizadas em tecido hepatico.

Resultados

A ciclofosfamida causou aumento significativo (p<0,0001) nos niveis de peroxidacédo lipidica. Nao foram
observadas alteracoes significativas nos grupos tratados com vitamina C. A ciclofosfamida por si s6, ndo alterou
niveis de glutationa reduzida. A vitamina C causou a reducdo do nivel de glutationa reduzida em relacao ao
controle tanto nos animais que receberam ciclofosfamida quanto nos que nao receberam. No entanto, nos
grupos tratados com o quimioterdpico houve uma interacdo entre a droga e a vitamina, ou seja, o0 quimioterapico
intensificou a diminuicdo da glutationa reduzida provocada pela vitamina C.

Conclusao

A ciclofosfamida, na dose e periodo utilizados, foi capaz de induzir o dano oxidativo verificado pelo aumento
da peroxidacao lipidica. A vitamina C, na dose de 50 mg/kg de peso, nao apresentou potencial para proteger
contra o dano oxidativo provocado pelo quimioterdpico.

Palavras-chave: Acido ascérbico. Ciclofosfamida. Estresse oxidativo. Glutationa. Peroxidacao de lipideos.

ABSTRACT

Objective

To investigate the effects of vitamin C supplementation on the levels of lipid peroxidation and reduced glutathione
in the liver tissue of mice immunosuppressed with cyclophosphamide.

Methods

Thirty-two 45-day-old female Swiss mice were divided into four groups of eight animals each as follows:
control (distilled water); vitamin C (50 mg/kg), cyclophosphamide (100 + 150 mg/kg); and treatment (vitamin
C 50 mg/kg + cyclophosphamide 100 +150 mg/kg). The substances were provided intraperitoneally for six
days, and on the seventh day, the mice were euthanized. The biochemical analyses of lipid peroxidation
(quantification of thiobarbituric acid-reactive substances) and reduced glutathione (estimate of non-protein
thiols) were performed on liver tissue.

Results

Cyclophosphamide increased the levels of lipid peroxidation (p<0.0001). Significant changes were not found
in the groups treated with vitamin C. Cyclophosphamide alone did not affect the levels of reduced glutathione.
Compared with the control group, vitamin C reduced the levels of reduced glutathione in animals that received
or not cyclophosphamide. Vitamin C interacted with cyclophosphamide, that is, the chemotherapeutic agent
further decreased the lower levels of reduced glutathione secondary to vitamin C intake.

Conclusion

Cyclophosphamide, in the study dosage and duration, was capable of inducing oxidative damage, verified by
increased lipid peroxidation. A vitamin C dosage of 50mg/kg of body weight did not protect against the
oxidative damage caused by the chemotherapeutic agent.

Keywords: Ascorbic acid. Cyclophosphamide. Oxidative stress. Glutathione. Lipidperoxidation.
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A ciclofosfamida é um quimioterapico utili-
zado no tratamento do cancer e como agente
imunossupressor em transplantes'. Possui amplo
espectro de efeitos adversos, incluindo hepatoto-
xicidade em seres humanos e animais experimen-

tais*3. O mecanismo pelo qual a ciclofosfamida
causa lesdo hepatica nado estd totalmente elu-
cidado. Sabe-se que sua ativacdo e metabolizacao
ocorrem através de microssomas hepaticos for-
mando dois metabolitos ativos, a fosforamida
mostarda e a acroleina. O primeiro estaria envol-
vido na sua atividade antineoplasica, enquanto a
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acroleina, um metabdlito altamente reativo, seria
o responsavel pela inducao de lesdo hepatica, uma
vez que induz a formacao de espécies reativas de
oxigénio. Sendo assim, o figado, por estar direta-
mente envolvido na metabolizacdo da ciclofos-
famida, torna-se particularmente suscetivel ao
estresse oxidativo*®. Estudos sugerem que, du-
rante a metabolizacao da ciclofosfamida no figa-
do, além de gerar espécies reativas de oxigénio
ocorreria, também, a diminuicdo das defesas
antioxidantes®”.

Uma das consequéncias do estresse oxida-
tivo é a peroxidacao lipidica, que constitui uma
reacao em cadeia nos acidos graxos poli-insatu-
rados das membranas celulares, alterando sua
permeabilidade, fluidez e integridade. Conse-
guentemente, ha perda da seletividade na troca
ionica e liberacdo do contetdo de organelas,
como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e
formacao de produtos citotéxicos, como o malon-
dialdeido, culminando na morte celular®. O orga-
nismo possui defesas para combater as espécies
reativas de oxigénio, como a glutationa, principal
antioxidante endégeno nao enzimatico. Trata-se
de um tripeptidio contendo cisteina, o tiol ndo-
-proteico mais abundante nas células. Esse antioxi-
dante é sintetizado no figado e transportado
posteriormente para os tecidos®.

El-Sheikh& Rifaai'®, em estudo realizado
em ratos albinos machos sobre a hepatotoxi-
cidade induzida pela ciclofosfamida (150mg/
kgintraperitoneal) e seus mecanismos fisioldgicos,
verificaram aumento das Thiobarbituric Acid
Reactive Substances (TBARS, Substancias Reativas
ao Acido Tiobarbiturico) com diminuicio da gluta-
tiona reduzida e aumento do nivel de citocinas
pré-inflamatorias apds quatro semanas, indican-
do, de maneira geral, um estado pré-oxidante
apoés o tratamento com ciclofosfamida. Como o
tecido hepatico é responsavel por metabolizar a
ciclofosfamida e também é alvo da sua toxici-
dade, a busca por substancias que minimizem esse
efeito colateral torna-se importante?.

O tratamento quimioterapico com ciclo-
fosfamida induz a imunossupressao deixando o
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paciente exposto as mais diversas formas de
contaminacdo, entre elas as de origem alimentar.
Por causa disso, sao orientados a ndo consumirem
alimentos in natura, por serem considerados pos-
siveis veiculos de patégenos quando néo reali-
zados procedimentos de higienizacdo os quais
garantam a seguranca alimentar''. Esse tipo de
dieta compromete a ingestao de vitaminas hidros-
sollveis, como, por exemplo, a vitamina C. Essa
vitamina é de fundamental importancia para o
organismo, pois participa de uma variedade de
reacdes enzimaticas e atua como potente antioxi-
dante no fluido extracelular, protegendo o orga-
nismo de espécies reativas de oxigénio e também
os lipideos plasmaticos dos danos causados pelos
radicais perdéxidos na peroxidacdo lipidica'™. A
maioria dos animais é capaz de sintetizar a vita-
mina C, no entanto, os seres humanos nao pos-
suem essa capacidade, precisando ingeri-la atra-
vés da dieta’.

A suplementacdo de vitamina C pode
propiciar um estado redox favoravel, minimizando
os efeitos danosos causados pelo excesso de es-
pécies reativas de oxigénio induzidos pela ciclo-
fosfamida em tecidos saudaveis™. Estudos em
animais tém demonstrado que o tratamento com
vitamina C na dose de 50 mg/kg de peso tem si-
do capaz de suprimir o estresse oxidativo'®"”. Des-
sa maneira, na presente pesquisa, foram investi-
gados os efeitos da administragao intraperitoneal
de vitamina C sobre a peroxidacao lipidica e nivel
de glutationa reduzida em tecido hepatico de
camundongos imunossuprimidos por ciclofos-
famida.

METODOS

Foi realizado estudo experimental com 32
camundongos fémea Swiss albino, com 45 dias
de idade, peso médio inicial de 28,65g+2,99,
obtidas no Biotério Central da Universidade Fe-
deral de Pelotas. Os animais foram alocados em
caixas de polipropileno com grades especificas
para criacdo, medindo 27x19x20 cm, comedouro
tipo tunel e bebedouro de polipropileno com
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capacidade para 300 mL. As caixas foram trans-
feridas para gabinete ventilado com controle de
temperatura e umidade relativa de 22-24°C e
65-75%, respectivamente, e luz artificial ciclo cla-
ro/escuro de 12 horas.

Os animais permaneceram em aclimatacao
por cinco dias, mais sete de ensaio bioldgico, tota-
lizando um periodo experimental de 12 dias. Foi
fornecida racao especifica para roedores da marca
Nuvilab® (Curitiba, Parana) e agua ad libitum. As
caixas foram higienizadas diariamente com troca
da cama para evitar uma possivel contaminagao,
tendo em vista que alguns animais encontravam-
-se imunossuprimidos pelo tratamento qui-
mioterapico.

Os animais foram separados em quatro
grupos constituidos por oitos camundongos cada,
sendo os grupos: controle, ciclofosfamida, vita-
mina C e tratamento. O primeiro recebeu,
diariamente, injecao intraperitoneal de agua
destilada como veiculo; o segundo, injecao intra-
peritoneal de ciclofosfamida (150 mg/kg no
primeiro dia e 100 mg/kg no quarto) e agua
destilada intraperitoneal, também diariamente;
ja o grupo vitamina C recebeu, todos os dias do
experimento, injecao intraperitoneal de vitami-
na C (50 mg/kg) e 4gua destilada intraperitoneal;
e, finalmente, o grupo tratamento recebeu,
diariamente, injecdo intraperitoneal de ciclofos-
famida (150 mg/kg no primeiro dia e 100 mg/kg
no quarto) e injecao intraperitoneal de vitamina
C (50 mg/kg). Esse modelo de imunossupressao
induzida por ciclofosfamida foi realizado confor-
me descrito na literatura’®.

A ciclofosfamida (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, Missouri, Estados Unidos da América) foi
diluida em &gua destilada, conforme orientacao
do produto (20mg/mL), em local apropriado e no
dia de sua administracdo. A ciclofosfamida foi
aplicada por injecao intraperitoneal no primeiro
e no quarto dia do tratamento. Cada animal rece-
beu volume de ciclofosfamida proporcional ao seu
peso.

O tratamento foi realizado com a adminis-
tracdo de 50 mg/kg/dia de vitamina C intrape-
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ritoneal do primeiro ao sexto dia. O calculo do
volume a ser administrado foi realizado apés o
peso diario obtido de cada animal.

Os camundongos foram eutanasiados no
sétimo dia do ensaio biolégico. Previamente, os
camundongos foram anestesiados com queta-
mina 10% e xilazina 2% e, apos verificacdo de
completa sedacao, submetidos ao procedimento
de exsanguinacdo por puncao cardiaca, conforme
Resolucdo do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria n° 714 de junho de 2002, seguindo
os Principios Eticos da Experimentacdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimen-
tacdo Animal. Depois disso, os animais foram la-
paratomizados para a retirada do figado, que foi
congelado a -80°C.

A formacéo de malonaldeido, um indice
de peroxidacao lipidica, foi medida no tecido he-
patico por meio da quantificacdo das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico, conforme Ohkawa
et al.’®. As amostras foram incubadas a 95°C du-
rante 60 minutos em meio 4cido contendo dode-
cil sulfato de sédio a 8,1%, acido acético 20,0%,
pH3,5 e &cido tiobarbiturico 0,67 %. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm du-
rante 10 minutos. O produto da reacdo foi deter-
minado a 535nm por espectrofotometria. Os resul-
tados foram expressos em nmols de TBARS/mg
de proteina.

O conteldo de glutationa reduzida foi de-
terminado em tecido hepatico indiretamente
através da estimativa de tiois ndo proteicos, con-
forme o método descrito por Ellman?. Foi adi-
cionado as amostras acido tricloroacético 10%,
o qual foi centrifugado a 15.000 rpm por 10 mi-
nutos a 4°C. Os grupamentos tiois nao proteicos
foram quantificados pela adicdo de tampao
fosfato de potassio 1M, ph 7,0 e 5,5-ditiobis
2-nitrobenzoato 10mM. A leitura do espectro do
produto da reacéo foi realizada a 405nm. Os resul-
tados foram expressos em nmol/mg de proteina.
A dosagem de proteina nos tecidos foi realizada
pelo método de Lowry et al.?'. Todas as amostras
foram analisadas em duplicata.
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Apds anestesia e verificagdo de completa
sedacao, as amostras de sangue foram coletadas
e acondicionadas em tubos com EDTA, homoge-
neizados e mantidos sob refrigeracao. Para analise
da concentracéo de células brancas, foi utilizado
o contador de células semi-automatico Celm
CC-530 (Celm, Sao Caetano do Sul, Sado Paulo).
Para o diferencial de leucdcitos foram feitos
esfregacos e as laminas coradas com Panétipo
(Laborclin, Pinhais, Parana). A leitura foi realizada
em microscopio Nikon Eclipse E200 (Nikon,
Téquio, Japdo) com um aumento de 100x.

Os resultados foram expressos em mé-
dia + desvio-padrdo e a normalidade de todas
varidveis foi testada para selecionar o teste esta-
tistico mais apropriado. A Analise de Variancia
(Anova) de duas vias foi usada para verificar dife-
renca estatistica e interacdes entre os grupos,
tendo sido estabelecido um nivel de significancia
de 5%. O teste t de amostras independentes foi
utilizado quando houve interacdo entre os grupos.
Foi usado software GraphPad Prism 5®(GraphPad
software, Inc., La Jolla, Califérnia, Estados Unidos
da América) para as analises. Além disso, o projeto
de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Pelotas (n°® 2415/2015).

RESULTADOS

Ao final do periodo experimental, os ani-
mais tratados com ciclofosfamida apresentaram
imunossupressao verificada pela diminuicdo de
60% nos niveis de leucdcitos e 97 % nos de neutro-
filos, quando comparados ao grupo controle. A
Figura 1 apresenta os efeitos da vitamina C e da
ciclofosfamida nos niveis de peroxidacao lipidica
no tecido hepatico nos animais estudados. A
ciclofosfamida causou aumento significativo
(p<0,0001; fator ciclofosfamida) nos niveis de
TBARS, sendo que, no grupo controle, a média
de lipoperoxidacao foi 0,047+0,007 nmol/mg de
proteina e, no grupo ciclofosfamida, a média foi
de 0,065+0,009 nmol/mg de proteina. Nao foram
observadas alteracées significativas nos grupos
tratados com vitamina C em relacdo aos que nao
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a receberam (p=0,5548). Ndo houve interacao
entre a vitamina C e a ciclofosfamida (p=0,3909),
ou seja, a vitamina C ndo ofereceu protecao em
relacdo aperoxidacdo lipidica promovida pelo
quimioterapico.

Fator Valor p
Interacao 0,3909
Vitamina C 0,5548
Ciclofosfamida <0,0001
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Figura 1. Lipoperoxidacdo hepatica em camundongos Swiss.
Resultados expressos em média e desvio-padrao (n=8).
Pelotas (RS), 2015.

Nota: *Diferenca significativa (p<0,05). Teste Analise de Variancia de

duas vias.
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Figura 2. Niveis de Glutationa reduzida em tecido hepéatico de
camundongos Swiss. Resultados expressos em média
e desvio-padrao (n=8). Pelotas (RS), 2015.

Nota: "Diferenca em relacdo ao controle (teste t); *Diferenca do Gru-

po Tratamento em relacdo aos grupos ciclofosfamida e vitamina C (tes-

te t). Teste Andlise de Variancia de duas vias.
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Como pode ser verificado na Figura 2, a
ciclofosfamida nao alterou os niveis de glutationa
reduzida (p=0,2276) e o grupo vitamina C apre-
sentou niveis significativamente menores de
glutationa reduzida em relacdo ao grupo controle
(p=0,003). Observou-se, ainda, interacao entre a
vitamina C e a ciclofosfamida (p=0,0366), isto é,
a ciclofosfamida intensificou a diminuicdo da
glutationa reduzida provocada pela vitamina C,
como observado no grupo tratamento.

DISCUSSAO

Revista de Nutricdo

Neste estudo, a imunossupressao foi indu-
zida conforme Zuluaga et al.’®, que utilizaram
camundongos Swiss fémeas com 180 dias de
idade e o tratamento com ciclofosfamida (na dose
de 150 mg/kg no primeiro dia de tratamento e
100 mg/kg no quarto). Esse modelo de imunos-
supressdo também induziu o dano oxidativo
verificado pelo aumento dos niveis de TBARS em,
aproximadamente, 40%da amostra. El-Sheikh &
Rifaai'®, em estudo realizado com ratos albinos,
machos e adultos, utilizaram a ciclofosfamida em
dose Unica de 150 mg/kg de peso, cinco dias antes
do término do experimento. O grupo que recebeu
somente a ciclofosfamida apresentou niveis signi-
ficativamente superiores de lipoperoxidacdo em
tecido hepatico (aproximadamente 230%). Wei
et al.?2, em estudo com camundongos fémeas
com 35 dias de idade, utilizaram a ciclofosfamida
como indutor de imunossupressdo na dose Unica
de 100 mg/kg de peso administrados via intrape-
ritoneal. Apds analises em tecidos de timo e baco,
foi verificado aumento significativo dos niveis de
TBARS.

Contudo, o tratamento com vitamina C
na quantidade de 50 mg/kg durante seis dias ndo
foi capaz de atenuar a peroxidacao lipidica indu-
zida pelo tratamento com o quimioterapico. Ergul
et al.Z, em estudo sobre o efeito de diferentes
doses de vitamina C frente ao estresse oxidativo
provocado pelo antimicrobiano isoniazida (50 mg/
kg) em ratos, verificaram que essa vitamina, na
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dose de 100 mg/kg durante 21 dias, reduziu o
estresse oxidativo provocado pela droga; entre-
tanto, a do-se de 1000 mg/kg néo evidenciou esse
efeito. Assim, o efeito da vitamina C per se nao
foi apresentado. O fato da dose e do tempo de
tratamento terem sido maiores que os testados
neste trabalho pode justificar os diferentes
achados.

A glutationa reduzida é o mais abundante
tiol intracelular e existe no organismo em suas
formas reduzida e oxidada, atuando direta ou indi-
retamente em muitos processos bioldgicos im-
portantes, como a sintese de proteinas, o meta-
bolismo e a protecao celular?*. Os niveis intrace-
lulares de tiol sdo importantes na determinacao
da extensao da lesdo celular induzida por agentes
guimioterapicos e possui, ainda, papel central na
defesa das células contra o estresse oxidativo®.

Em particular, problemas na sintese e me-
tabolismo da glutationa reduzida estao associados
a algumas doencas, nas quais os niveis de gluta-
tiona reduzida e das enzimas que atuam em seu
metabolismo podem ser bastante significativos no
diagnostico de alguns tipos de cancer, bem como
em outras doencas relacionadas ao estresse oxida-
tivo®. Alteracdes na concentracdo desse tripepti-
dio podem ser um indicador Util em certas desor-
dens fisiolégicas, como anemias causadas por in-
feccoes ou seguidas pela administracdo de algu-
mas drogas oxidantes®?°,

Foi verificado, através dos presentes resul-
tados, que a glutationa reduzida teve sua ativi-
dade diminuida pela vitamina C. Diferentemente
dos humanos, os camundongos sdo capazes de
sintetizar essa vitamina, sendo que o seu meta-
bolismo est4 ligado diretamente com a producdo
de glutationa reduzida. Ambas, vitamina C e glu-
tationa reduzida, atuam como defesa antioxi-
dante. Assim, pode ter ocorrido um feedback
negativo, ou seja, com o maior aporte de vitamina
C, a producao endodgena de glutationa reduzida
foi parcialmente suprimida?. Houve, também, a
interacdo da ciclofosfamida com a vitamina C, o
gue corrobora o estudo anterior de Prasad et al.?,
indicando que quando coadministradas, podem
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causar uma maior deplecdo de glutationa redu-
zida, como observado no grupo tratamento. Esse
mecanismo nao foi elucidado até o momento,
necessitando, assim, de maiores investigacdes. O
fato da ciclofosfamida nao ter alterado o nivel de
glutationa reduzida pode ser explicado por sua
Ultima dose ter sido administrada trés dias antes
da andlise. Esse tempo pode ter sido suficiente
para o reestabelecimento dos niveis de glutationa
reduzida?®.

A glutationa reduzida tem sido foco de
interesse no tratamento quimioterapico do cancer.
Uma elevacao intracelular em seus niveis tem sido
atribuida a resisténcia das células cancerosas ao
estresse oxidativo, radioterapia e quimioterapia,
enquanto gue uma deplecdo dos mesmos poderia
aumentar a citotoxicidade de uma variedade de
agentes antitumorais?®2°,

A diminuicao da glutationa reduzida pode
ter efeito positivo no caso de células tumorais.
Como pode ser verificado no estudo realizado por
Prasad et al.?’, no qual foi induzido tumor em
camundongos Swiss machos e albinos, observou-
-se que, apos o tratamento com ciclofosfamida e
vitamina C, a interacdo destas promoveu dimi-
nuicdo nos niveis de glutationa reduzida em célu-
las tumorais, aumentando, assim, a suscetibilidade
a apoptose. Verificaram, ainda, que a diminuicao
da defesa antioxidante glutationa reduzida da
célula tumoral foi benéfica para o hospedeiro.

No estudo de Giirgen et al.° sobre o efeito
protetor de diferentes antioxidantes, entre eles o
acido ascorbico, realizado em ratos fémeas da
linhagem Wistar tratados com ciclofosfamida
(75 mg/kg de peso uma vez por semana, durante
trés semanas), foi verificado que, apds tratamento
com vitamina C (200 mg/kg de peso e doses
didrias por gavagem durante trés semanas), o
valor de glutationa reduzida no plasma no grupo
contendo a ciclofosfamida e a vitamina C foi
maior do que naquele tratado apenas com ciclo-
fosfamida, sendo o resultado semelhante ao do
grupo controle. Isso sugere que a interacdo entre
os dois foi capaz de reestabelecer ou manter os
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niveis de glutationa reduzida. Foi observado, tam-
bém, que tanto a dose de vitamina C quanto a
droga ciclofosfamida, aliadas ao maior tempo de
tratamento, possibilitaram um aumento de gluta-
tiona reduzida mediado pela vitamina C, diferen-
temente do encontrado no presente estudo.

Como se pode verificar, dependendo do
tipo celular a diminuicdo da defesa antioxidante
glutationa reduzida pode ser benéfica ou néao.
Neste caso, a interacdo entre a vitamina e o qui-
mioterapico promoveu a deplecdo desse sistema
de defesa, expondo o hospedeiro ao dano oxi-
dativo. Caso esse efeito fosse encontrado em cé-
lulas tumorais, essa susceptibilidade poderia
auxiliar na apoptose e, com isso, intensificar o
efeito do quimioterapico. Antioxidantes podem
se tornar mais efetivos e menos prejudiciais quan-
do administrados em concentracdes e por pe-
riodos apropriados®'-33.

Algumas limitagdes do estudo podem es-
tar relacionadas ao fato da dose de 50 mg/kg de
vitamina C ser considerada pequena para que um
possivel efeito protetor contra o dano oxidativo
possa ser observado. Além disso, o tempo de
tratamento de sete dias, associado ao fato da
suplementacéo ter iniciado junto com o trata-
mento quimioterapico e ndo antes, pode ter sido
outro fator limitante para da incapacidade da vita-
mina C exercer efeito sobre o dano oxidativo.

CONCLUSAO

A ciclofosfamida, na dose e periodo utili-
zados, foi capaz de induzir o dano oxidativo veri-
ficado pelo aumento da peroxidacado lipidica. A
vitamina C, na dose de 50 mg/kg de peso, nao
apresentou potencial de protecdo contra o dano
oxidativo provocado pelo quimioterdpico nessas
condicdes, o que foi evidenciado pela supressao
dos niveis de glutationa reduzida e pelo efeito
nulo sobre a lipoperoxidacdo. Entretanto, mais
estudos com diferentes concentracdes e tempos
de administracdo dessa vitamina sdo necessarios.
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