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“Para ser grande, sé inteiro: nada
Teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa. PGe quanto és
No minimo que fazes.

Assim em cada lago a lua toda

’

Brilha, porque alta vive.’

Ricardo Reis
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Resumo

A Vitamina C, também conhecida como acido ascorbico, & uma vitamina essencial
que atua como antioxidante e cofator de varias enzimas. Em concentracdes
farmacoldgicas, o acido ascorbico (AA) exerce efeitos citotdxicos seletivamente em
células tumorais devido a citotoxicidade induzida pelo perdxido de hidrogénio (H,O,)
formado por reacdes mediadas pelo AA, o que pode levar a morte celular. Tem vindo a
ser demonstrado que o AA ndo protege as células tumorais dos efeitos da quimioterapia
mas consegue exercer esse efeito em células normais. Ao mesmo tempo, 0 AA em
combinacdo com terapias convencionais induz o aumento do efeito inibitorio do
crescimento tumoral conferido pelas mesmas, independentemente do tipo de tumor. O 5-
Fluorouracilo (5FU) é um dos compostos mais usados no tratamento de primeira linha do
cancro colo-retal. Atendendo aos resultados positivos relativos a utilizacdo de AA com a
quimioterapia, o objetivo deste trabalho é avaliar especificamente a existéncia de efeito
sinérgico e potencial terapéutico da combinacdo de AA e 5FU em trés linhas celulares
humanas de cancro do célon.

Numa primeira fase avaliou-se o efeito citotoxico do AA através do ensaio
colorimétrico do SRB, ensaios clonogénicos, citometria de fluxo, sendo também
analisada a ocorréncia de danos ao nivel do DNA através do ensaio cometa. O efeito do
5FU na proliferacao celular foi avaliado através do ensaio SRB. Depois de confirmada a
citotoxicidade induzida pelo AA e 5FU quando administrados isoladamente, foi avaliada
a citotoxicidade induzida pela combinacdo de ambos os compostos através do ensaio
SRB, ensaios clonogénicos e citometria de fluxo. O desenho experimental utilizado
permitiu avaliar a presenca de efeito sinérgico entre os dois compostos atraves do calculo
do indice de combinacéo.

Os resultados demonstram que o AA isoladamente inibe a proliferacdo e induz
morte celular nas linhas de cancro do colon. Este facto foi associado com alteracfes ao
nivel das espécies reativas de oxigénio nas células C2BBel e WiDr. A terapia combinada
resultou num efeito sinérgico em algumas condi¢cdes e permitiu a diminuicdo da
concentracdo de 5FU necessaria para reduzir a proliferacdo celular em 50% (1C50).
Apesar de ndo terem sido observadas diferencas significativas ao nivel da viabilidade e

morte celular com as combinagfes de doses estudadas, verificou-se que a terapia



combinada induz um atraso do ciclo celular diferente do atraso que se observa com a

administracdo de cada composto individualmente.



Abstract

Vitamin C, also known as ascorbic acid, is an essential vitamin acting as
antioxidant and cofactor for various enzymes. At pharmacological concentrations,
ascorbic acid (AA) exerts cytotoxic effects selectively on tumor cells due to hydrogen
peroxide (H,O,) production mediated by AA, which can induce cancer cell death. It has
been proved that AA doesn’t protect cancer cells from chemotherapy but plays a
protective role in normal cells. At the same time AA can enhance tumor growth inhibitory
effect conferred by usual therapies regardless tumor type. 5-Fluorouracil (5FU) is one of
the most widely used agents in the first-line therapy of colorectal cancer. Giving the
positive feedback in turn of the use of AA with chemotherapy, the aim of this study is to
specifically evaluate the existence of synergistic effect and therapeutic potential in the
combination of AA and 5FU in three human colon cancer cell lines.

First of all the cytotoxicity effect of AA was evaluated by the SRB colorimetric
and clonogenic assays, flow cytometry, as well as the occurrence of DNA damage in
WiDr cell line through comet assay. It was also analysed the effect of 5FU on cell
proliferation by SRB assay. After confirming AA and 5FU induced cytotoxicity when
administered alone, it was evaluated the cytotoxicity induced by the combination of both
compounds by the SRB assay, clonogenic assays and flow cytometry. The experimental
design allowed to evaluate the presence of synergistic effect between both compounds by
combination index determination.

The results demonstrate that AA as a single agent inhibits cell proliferation and
induces cell death in the colon cancer cell lines. This fact was associated with changes in
reactive oxygen species in C2BBel and WiDr cells. The combination therapy resulted in
a synergistic effect in some conditions and allowed the reduction of the 5FU half maximal
inhibitory concentration (IC50). Although no significant were observed in cell viability
and death for the studied conditions, the combination therapy led to cell cycle arrest

different from that observed with both compounds alone.
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1.1. CANCRO COLO-RETAL

O cancro é a maior causa de morte mundialmente a seguir as doencas
cardiovasculares. Em 2005 morreram cerca de 7,6 milhGes de pessoas vitimas de cancro.
Estima-se que em 2015 o nimero de mortes suba para 9 milhdes e que aumente para 11,5
milhdes em 2030 [1].

A palavra “cancro” € um termo genérico para um grande grupo de doengas que
podem afetar qualquer parte do organismo. O cancro surge quando uma célula, por varias
razdes, escapa aos mecanismos normais de paragem do seu desenvolvimento e comega a
dividir-se de uma forma descontrolada, fazendo com que as células invadam tecidos
adjacentes e se disseminem para outros érgaos [2].

Vérias mutacGes genéticas estdo associadas com o aparecimento de diferentes
tipos de cancro. Estas mutagcfes levam ao desenvolvimento do cancro, por um processo
conhecido como carcinogénese. Carcinogénese € uma sequéncia de processos que levam
a célula de um estado saudavel para um estado pré-cancerigeno até ao desenvolvimento
de cancro [2, 3].

De entre as caracteristicas das células tumorais, duas delas tém particular
interesse: a sua capacidade glicolitica (comum a quase todos os tipos de cancro) e a sua
sensibilidade ao stresse oxidativo [2].

Os carcinomas colo-retais, tumores epiteliais malignos do célon ou do reto, sdo a
terceira causa de morte relacionada com cancro no mundo [4]. A incidéncia desta doenca
aumenta com a idade, sendo que o seu aparecimento antes dos 40 anos é pouco comum,
exceto em pessoas com doengas que possam evoluir para carcinoma ou com
predisposicdo genética [5]. O risco de desenvolver este tipo de cancro varia entre paises e
também com a dieta, estilo de vida e fatores genéticos de cada individuo. De facto, a dieta
e o estilo de vida sdo varidveis importantes, ja que a incidéncia de carcinoma colo-retal é
maior em regifes com dieta ocidental (alimentos caldricos ricos em gorduras animais) e
com um estilo de vida sedentario. Por outro lado, a suscetibilidade genética esta
relacionada com sindromas hereditarias tais como a polipose adenomatosa familiar. Os
mecanismos genéticos na origem do carcinoma colo-retal séo diversos, sendo que um dos
principais se relaciona com a existéncia de mutacdes envolvendo genes supressores

tumorais tais como o APC (do inglés, adenomatous polyposis coli) [5].



Existem diversos tipos de carcinoma nomeadamente, adenocarcinoma,
adenocarcinoma mucinoso, carcinoma de células escamosas, entre outros [5]. No entanto,
cerca de 90% dos carcinomas colo-retais s&o adenocarcinomas [6].

A transicdo de um epitélio intestinal normal para cancro colo-retal (CCR) que
culmina na formacdo de um adenocarcinoma compreende duas fases principais, a
formacgédo do micro-adenoma e a progressédo de adenoma para carcinoma, o que envolve,
por um lado a ativacdo de oncogenes e por outro a inativacdo de genes supressores
tumorais (Figura 1.1) [7]. O acontecimento mais importante que vai desencadear esta via
é a mutacdo do gene APC [8]. A maioria dos CCR no Homem tem inicio na inativacéo
deste gene, localizado no cromossoma 5g21. A proteina APC é muito importante pois
liga-se a PB-catenina promovendo a sua degradacdo. Por sua vez, a B-catenina tem a
capacidade de se ligar a fatores transcripcionais, tais como o Tcf (do inglés, T-cell factor),
levando a transcricdo de genes. Deste modo, os tumores colo-retais com mutagdes no
gene APC ou gene que codifica a B-catenina, exibem elevados niveis de transcri¢ao
mediada pelo complexo B-catenina/Tcf. Assim, em células colo-retais normais, o APC
ndo mutado impede a B-catenina de formar um complexo com o Tcf e a consequente
ativacdo do c-MYC (do inglés, Myelocytomatosis cell oncogene), um oncogene. Pelo
contrario, nos tumores colo-retais, mutagdes no APC ou no gene que codifica a B-catenina
originam o aumento da atividade do complexo P-catenina/Tcf, o que leva a uma
sobrexpressdo do c-MYC que, por sua vez, promove o crescimento de células neoplasicas
[9]. Para além destes passos, existem outros que envolvem um conjunto de alteragdes
genéticas que acompanham a transi¢do da mucosa intestinal normal para carcinoma. Entre
estas alteragdes estd a mutacdo do proto-oncogene K-ras (do inglés, v-Ki-ras2 Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog), metilagbes e também a auséncia ou mutacdo do TP53

(do inglés, tumor protein p53), um gene supressor tumoral [8, 10].
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Figura 1.1. Transicdo de epitélio normal a carcinoma colo-retal. A progressao de epitélio normal
a carcinoma colo-retal é caracterizada por vérias alteracBes genéticas envolvendo genes
particulares [10].

De forma a ser realizado um diagnéstico adequado a cada situacdo clinica, é
necessario classificar o tumor de acordo com determinadas caracteristicas que lhe sédo
inerentes. A classificacdo proposta por C. Dukes serve como modelo para muitos sistemas
de classificacdo atualmente em utilizacdo. Esta classificacdo considera duas
caracteristicas histopatoldgicas do tumor, o grau de penetracdo do tumor na parede do
intestino e a presenca ou auséncia de metastases ao nivel dos ganglios linfaticos
circundantes [5]. Esta classificacdo que incluia trés estadios (A a C) foi posteriormente
modificada, passando a abranger mais um estadio, o estadio D. Assim, um tumor no
estadio A esta confinado a parede do intestino, ndo havendo metéstases ao nivel dos
ganglios linfaticos loco-regionais; no estadio B, o tumor alastrou mas ndo desenvolveu
metastases ao nivel dos ganglios linfaticos loco-regionais; no estadio C ja existem
metastases nos ganglios linfaticos loco-regionais; por ultimo, um tumor no estadio D

possui metastases a distancia [10].

1.1.1. TERAPEUTICA DO CANCRO COLO-RETAL

Estudos efetuados em linhas celulares de carcinoma do célon e outros tipos de
carcinoma, demonstraram que in vitro o estado do gene TP53, gene que codifica a p53
(proteina tumoral 53) é muito importante na resposta desta doenca a terapia, uma vez que
a p53 € uma proteina supressora tumoral, envolvida na regulagdo do ciclo celular e na
apoptose. A presenca de p53 wild-type nas linhas celulares esta associada a inibi¢do do



crescimento celular como resposta a quimioterapia [5]. Por outro lado, determinadas
mutacBes podem influenciar a escolha da terapia, como € o caso de mutacdes ao nivel do
gene K-ras que levam a que o tumor adquira resisténcia a terapia monoclonal contra o
recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR, do inglés epidermal growth factor
receptor) através dos farmacos Cetuximab ou Panitumumab [11]. De facto, este recetor
tem um papel muito importante no desenvolvimento e na proliferagéo celular, pelo que
alteracdes resultantes de mutacfes ou a sua sobrexpressdo poderdo conduzir a ativacao
oncogénica [12].

Atualmente hd a necessidade da escolha de um tratamento individualizado
baseado em variados testes de diagndstico que permitam tracar o perfil molecular de cada
tumor, de modo a que se possa ajustar o tratamento a condicdo de cada paciente, evitando
situacdes de toxicidade e custos desnecessarios [11, 13].

Existem vérios tipos de tratamento para o CCR, nomeadamente a cirurgia,
quimioterapia e radioterapia, sendo que o tratamento a adotar varia de acordo com Varios
fatores, entre os quais, 0 estadio do tumor [11, 14].

Ha ja algumas décadas que o 5-Fluorouracilo (5FU) tem vindo a ser utilizado
como um dos tratamentos de primeira linha para o cancro colo-retal. Atualmente existem
inimeros farmacos quimioterapéuticos estabelecidos para 0 mesmo fim, como por

exemplo, a Oxaliplatina [15].

1.1.1.1. 5-Fluorouracilo
O 5FU (Figura 1.2) é um antimetabolito anti-tumoral pirimidico, andlogo do

uracilo. Entra nas células através de transporte facilitado, tal como o uracilo e é

metabolizado da mesma forma que este [16, 17].

Figura 1.2. Estrutura do 5-Fluorouracilo [15].



Para exercer o seu efeito, 0 5FU comeca por sofrer anabolismo, podendo formar-
se 0s metabolitos 5-fluorouridina 5'-trifosfato (FUTP), 5-fluoro-2'-desoxiuridina 5'-
trifosfato (FAUTP) e 5-fluoro-2'-desoxiuridina 5'-monofosfato (FAUMP) (Figura 1.3). O
primeiro pode ser incorporado no &cido ribonucleico (RNA do inglés, ribonucleic acid),
tendo consequéncias ao nivel da sua sintese, estabilidade, processamento e metilacéo
[15]. O metabolito FAUTP pode incorporar-se no acido desoxirribonucleico (DNA, do
inglés deoxyribonucleic acid) levando a inibicdo da elongacdo do DNA e a sua
fragmentacdo. Além da incorporacdo dos metabolitos de 5FU no DNA e no RNA, estes
também afetam a membrana celular. No entanto, o principal efeito anti-tumoral do 5FU é
provocado pelo metabolito FAUMP que tem a capacidade de inibir a atividade da
timidilato sintetase (TS). A enzima referida € muito importante na sintese de DNA, uma
vez que catalisa a metilagdo de 2’-desoxiuridina 5’-monofosfato (dAUMP) em timidina 5°-
monofosfato (dTMP). Assim, se a TS estiver inibida, as concentragbes de dUMP irdo

aumentar, o que pode levar a uma incorporacao significativa de uracilo no DNA [15, 17].

(esssssssevesess)

Figura 1.3. Metabolismo do 5-Fluorouracilo. O 5FU é convertido em trés metabolitos principais:
5-fluorouridina 5'-trifosfato (FUTP), 5-fluoro-2'-desoxiuridina 5'-trifosfato (FAUTP) e 5-fluoro-2'-
desoxiuridina 5'-monofosfato (FAUMP). A converséo de 5FU a dihidrofluorouracilo (DHFU) pela
dihidropirimidina desidrogenase (DPD) é o passo limitante do catabolismo de 5FU nas células
normais e tumorais [16].



Os efeitos citotoxicos de 5FU sdo devidos a vias anabolicas pelas quais o
composto passa, no entanto, a via catabdlica tem um papel importante na medida em que
cerca de 80% de 5FU administrado € catabolizado a dihidrofluorouracilo (DHFU) por
acdo da dihidropirimidina desidrogenase (DPD) [14, 15].

Existem varias formas de administracdo de 5FU, a duracdo da terapia também €
variavel podendo durar algumas horas ou varios dias e as doses administradas dependem
de inimeros fatores. No entanto, a dose de 20 a 25 mg.hr/L demonstrou resultados
positivos a nivel da eficacia clinica e da seguranca [18]. Por outro lado, varios estudos
suportam a teoria de que a administragdo de 5FU baseada na &rea da superficie corporal
ndo permite a obtencdo de concentragdes Otimas deste farmaco no plasma de grande parte
dos doentes, sendo necessario um manuseamento das doses de acordo com parametros
farmacocinéticos individuais, o que permite ndo s6 a reducdo da toxicidade do farmaco
mas também um aumento da sua eficacia [18].

As reacdes adversas ao 5FU representam um problema muito importante, sendo a
causa de morte de muitos pacientes [15]. O tratamento com 5FU pode provocar Varios
efeitos secundarios a nivel hematologico, das mucosas e do tubo digestivo, existindo uma
relacdo entre os efeitos toxicos secundarios e os pardmetros farmacocinéticos de cada
individuo. E entfo necessério diminuir a incidéncia dos efeitos secundarios provocados
pelo 5FU através do ajuste das doses administradas [19]. No entanto, é de realcar a
existéncia de caracteristicas que aumentam a toxicidade do 5FU, tais como a deficiéncia
da enzima DPD. Como referido anteriormente, esta enzima é responsavel pelo
catabolismo da maior parte de 5FU administrado pelo que, uma deficiéncia nesta enzima
leva a situacdes de toxicidade severa, havendo a associacdo entre baixa atividade de DPD
e altos niveis de 5FU no plasma em pessoas que possuem deficiéncia elevada de DPD. O
problema é que, fazer o controlo desta situacao através da identificacdo de pacientes com
mutacOes no gene que codifica a DPD, apenas permite a detecdo de cerca de 40% a 50%
de pessoas em risco de sofrer de toxicidade grave [18].

Atualmente é necessaria a investigacdo de novas terapias para o tratamento do
cancro, pois a eficacia dos tratamentos habitualmente utilizados atingiu um nivel que se
tem mantido estavel. Para além disto, é também necessario ter em conta os efeitos
secundarios das terapias convencionais, cuja toxicidade podera levar a suspensdo dos
tratamentos. Uma nova terapia podera estar relacionada com a utilizacdo de vitaminas
(retinoides, vitamina E, vitamina C e carotenoides), ja& que varios estudos tém

demonstrado que a presenca destes antioxidantes em doses elevadas inibe o crescimento
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de células tumorais de roedores e de humanos e aumenta os efeitos dos agentes anti-

tumorais ja utilizados in vitro e in vivo [20].

1.2. VITAMINAC

As vitaminas sdo essenciais ao metabolismo humano, desempenhando varias
fungdes em muitos processos vitais para o0 normal funcionamento do organismo. Desde ha
longos anos que se sabe que estes nutrientes sdo indispensaveis para a saude humana,
dados que foram confirmados por estudos mais recentes [21].

Existem duas classes de vitaminas, aquelas que sdo lipossollveis, tais como as
vitaminas A, D, E e K e as vitaminas hidrossoluveis onde se incluem a vitamina C e as
vitaminas do complexo B [22].

A vitamina C (acido ascorbico, AA) foi isolada pela primeira vez em 1928 pelo
bioquimico Albert Szent-Gyorgyi, que recebeu um prémio Nobel pela sua descoberta
nove anos mais tarde [2, 23].

1.2.1. QUIMICA E BIOQUIMICA

A vitamina C é uma lactona hidrossoltvel, molécula composta por seis atomos de
carbono, dois grupos hidroxilo ionizaveis (Figura 1.4) e apresenta dois valores de pK,
(pK1=4,2 e pKy=11,6), sendo o ascorbato (AscH) a espécie presente em maior
abundancia a pH fisioldgico [24].

HO O

HO OH

Figura 1.4. Estrutura do &cido ascérbico [2].



Esta vitamina é um dador de eletrdes, ou seja, € um agente redutor e todas as suas
acbes a nivel fisiologico e bioquimico se devem a essa caracteristica. E também um
antioxidante pois, ao doar eletrdes, previne a oxidacdo de outros compostos no seu lugar
[25].

Os organismos aerdbios desenvolveram, ao longo do tempo, sistemas de protecao
contra os radicais livres e seus derivados. Estes sistemas sdo bastante complexos e
envolvem defesas a nivel enzimatico e ndo enzimatico. Os mecanismos enzimaticos, onde
se incluem as enzimas superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e ascorbato
peroxidase (nas plantas), estdo intrinsecamente relacionados, existindo uma total
cooperacdo entre as enzimas referidas, o que permite a presenca de baixos niveis de
radicais livres. Para além dos mecanismos enzimaticos, existem simultaneamente
antioxidantes nas celulas, que tém a capacidade de entrar em reacOes de oxidacdo-
reducdo, levando a neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
reactive oxygen species) e dos radicais livres [23].

O ascorbato podera ser um antioxidante preferencial, uma vez que a espécie que se
forma depois da perda de um eletrdo e de um atomo de hidrogénio é o radical ascorbil
(Asc™), um radical livre relativamente estavel quando comparado com outros radicais
livres, com um tempo de meia-vida de 10> segundos e pouco reativo. Quando por sua
vez perde um eletrdo, o composto que se forma é o &cido dehidroascorbico (DHA, do
inglés dehydroascorbic acid), cuja estabilidade depende de varios fatores como
temperatura e pH (Figura 1.5) [25].

Por outro lado, o ascorbato é facilmente regenerado pois o radical ascorbil pode
converter-se em &cido ascorbico e &cido dehidroascérbico, de acordo com a equagéo 1:
2Asc” + 2H" — AA + DHA (eq. 1)

No entanto, no ser humano, a regeneracao do &cido ascorbico € apenas parcial [25, 26].
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Figura 1.5. Os diferentes estados da vitamina C [26].

1.2.2. SINTESE E METABOLISMO

O 4cido ascérbico pode ser sintetizado de novo através da via do acido
hexuronico, nas plantas e no figado ou rins de quase todos os animais, com a exce¢ao dos
humanos, alguns primatas, porquinhos-da-india, algumas aves e peixes teledsteos [2, 23].
A incapacidade de sintese de AA deve-se a auséncia da enzima que catalisa o ultimo
passo biossintético de AA, a L-gulonolactona oxidase, pois o0 gene que a codifica ndo esta
funcional [24]. Deste modo, é de extrema importancia o consumo de alimentos que
contenham vitamina C, tais como fruta e vegetais [26]. A manifestacdo da caréncia de
vitamina C denomina-se escorbuto, doenca letal quando ndo é tratada apropriadamente
[25].

1.2.2.1. Absorcdo, armazenamento e excrecao

A dieta humana inclui AA e DHA, cuja absorcdo ocorre ao nivel dos enterdcitos
no trato intestinal. O AA é entdo distribuido por todo o organismo, sendo que as
glandulas suprarrenais e pituitaria sdo os locais onde estdo presentes 0s niveis mais altos
de AA, seguidas do figado, baco, cristalino, pancreas, rim e o cérebro [26, 27]. Como nao

se liga a proteinas e atendendo a que é hidrossoltvel, o AA e filtrado e reabsorvido pelos
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rins [28]. Assim o AA é filtrado no glomérulo e reabsorvido ao nivel dos tubulos
proximais através de um processo de transporte ativo. Pensa-se que a reabsorcdo de AA
nos tubulos esté relacionada com a sua concentracdo neste local, e ainda nao é sabido se
esta reabsorcdo pode ser regulada por outros mecanismos [27]. A absor¢do intestinal e
excrecdo renal determinam os niveis plasmaticos de AA e, consequentemente, a sua
biodisponibilidade [29].

Quando a vitamina C esta presente em concentracdes baixas, a grande maioria €
absorvida no intestino e reabsorvida nos rins. Pelo contrario, quando a sua concentracao é
alta, atinge-se a saturacdo dos seus transportadores cuja expressdo diminui também,
fazendo com que a sua absorcdo diminua e a excre¢do através da urina aumente. Deste
modo, determinou-se um valor que corresponde a maxima concentracdo de vitamina C
que se consegue obter no plasma através de consumo oral. Este valor corresponde a
aproximadamente 200 UM, apesar de a concentragdo normal de ascorbato no plasma de
individuos saudaveis se situar entre 60 a 100 uM [9, 29, 30].

1.2.3. TRANSPORTE

Por ser um composto polar com um elevado peso molecular, ndo pode atravessar a
membrana através de difusdo simples. Deste modo, o transporte de AA para 0 meio
intracelular e extracelular é controlado por um conjunto de mecanismos (Figura 1.6) que
incluem a difusdo facilitada, mediada pelos transportadores de glicose (GLUTS, do inglés
glucose transporters) e o transporte ativo, mediado pelos transportadores dependentes de
sodio (SVCT, do inglés sodium vitamin C cotransporters) 1 e 2 [29].

Em determinadas situacdes, em que a capacidade redutora da célula esta
sobrecarregada, o0 DHA pode sair das células através dos GLUT. O AA também sai da
célula, por mecanismos ainda ndo conhecidos, mas poderd haver o envolvimento neste
processo de canais anidénicos nomeadamente 0s canais anionicos sensiveis a variacdo de
volume (VSOAC, do inglés volume-sensitive annion channels) e a ides célcio presentes
no meio intracelular. A existéncia dos hemicanais das jungbes gap e a exocitose de
vesiculas contendo ascorbato sdo dois mecanismos propostos de modo a justificar a troca

de AA entre grupos de células que se encontram juntas. No cérebro foram propostos 0s
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mecanismos de troca entre o glutamato e o ascorbato, como mecanismo adicional, e em

varios outros tipos de células a troca apenas de ascorbato [31].

+=DHA

oxidation

DHA

Figura 1.6. Transporte e efluxo de vitamina C através da membrana plasmatica. A vitamina
C pode ser transportada para o meio intracelular sob a forma de &cido ascérbico através de
transporte ativo pelos transportadores dependentes de s6dio ou &cido dehidroascérbico
transportado por difusdo facilitada através dos transportadores de glicose. Na figura esta
também representado o efluxo de DHA pelos GLUT e 0s mecanismos propostos para o
efluxo de AA através de exocitose de vesiculas, canais anionicos sensiveis a variagdo de
volume e de Ca”" intracelular e por Gltimo os canais de troca de glutamato e ascorbato e de
troca apenas de ascorbato [31].

1.2.3.1. Difusdo Facilitada

A difuséo facilitada de DHA a favor do gradiente de concentracdo (Figura 1.7) é
realizada pelos transportadores de glicose, os quais ndo tém afinidade pelo &cido
ascorbico e ascorbato. Assim, inicialmente ocorre a oxidacdo do ascorbato no lado
extracelular, formando-se DHA, o qual é transportado para o meio intracelular pelo
transportador GLUT. Finalmente ocorre a reducdo de DHA a AA no meio intracelular, o
que faz com que néo volte para o lado extracelular, permitindo a acumulacéo intracelular

de &cido ascorbico, de uma forma que néo envolve dispéndio de energia [29].
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Figura 1.7. Mecanismo de transporte de DHA pelos GLUT. O ascorbato é oxidado a
DHA no meio extracelular e no interior da célula o DHA é reduzido a ascorbato [29].

Por entre todos os transportadores de glicose, 0 GLUT1 e GLUT3 s&o 0s maiores
responsaveis pelo transporte de DHA para o interior celular, estando maioritariamente
presentes nos osteoblastos, masculos e células da retina. O GLUT1 também se encontra
nas celulas endoteliais da barreira hematoencefalica. No entanto, a acumulacdo de
vitamina C no cérebro devido a acdo destes transportadores ndo € de importancia
fisiologica pois existe uma inibicdo competitiva do transporte de DHA por parte da
glicose. Portanto, como o DHA e a glicose possuem 0s mesmos transportadores, o0
transporte de DHA via GLUTSs € competitivamente inibido pela glicose [29].

Para além da inibicdo do transporte de DHA devido a presenca de glicose, 0s
transportadores de glicose também s&o controlados a nivel hormonal. Assim em tecidos
sensiveis a insulina, o DHA também pode ser transportado para o meio intracelular
através do GLUT4, uma vez que a expressdo deste tipo de transportador de glicose é
estimulada pela presenca de insulina [28, 29].

Os transportadores de glicose levam a entrada de DHA na célula em condicGes
especificas, tais como as encontradas ao redor de um neutrdfilo ativado. Deste modo,
atendendo a que se considera que o desenvolvimento do cancro envolve processos
inflamatorios, é de facto possivel que o ascorbato seja oxidado a DHA no meio
extracelular e depois incorporado pelo tumor, onde é reduzido a ascorbato [24].
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1.2.3.2. Transporte Ativo

A presenca de vitamina C no meio intracelular deve-se ndo s6 a agéo dos
transportadores de glicose, mas também aos transportadores de vitamina C dependentes
de sddio (SVCT) que transportam o ascorbato diretamente para o interior da célula devido
ao gradiente eletroquimico de sodio através da membrana celular. Deste modo o AA entra
na célula acoplado ao Na* que, por sua vez, quando esti em excesso é transportado para o

meio extracelular através da Na'/K" - ATPase (Figura 1.8).

Figura 1.8. Mecanismo de transporte da vitamina C via SVCTs acoplado ao ido sédio. Os
i0es sodio em excesso sdo transportados para o exterior ao mesmo tempo que entram para o
meio intracelular iGes potassio, através de uma Na'/K*-ATPase [29].

Os SVCTs tém mais afinidade pelo ascorbato do que os transportadores de glicose
pelo DHA. Foi confirmado que, em condi¢es fisioldgicas, as concentragdes de DHA no
plasma sdo muito baixas (cerca de 2 M), ao invés das concentragdes de glucose que séo
mais elevadas, o que indica que, a presenca de concentracOes elevadas de ascorbato no
meio intracelular se deve, principalmente, ao transporte de ascorbato via SVCTSs. Por este
motivo, os SVCTs sdo considerados transportadores de vitamina C de elevada afinidade
[24, 29].

Existem duas isoformas do transportador SVCT, o SVCT1 e o SVCT2, cuja
distribuicdo e funcdo sdo distintas. O transportador SVCT1 é maioritariamente expresso
em células epiteliais, tais como as do intestino, rim e figado, estando portanto envolvido
na absor¢do do ascorbato ingerido e na reabsorcédo renal, de forma a manter a homeostase.
Por outro lado, o transportador SVCT2 localiza-se em células especializadas e

metabolicamente ativas, tais como as células do cerebro, olho e placenta, atuando de
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modo a manter os niveis intracelulares de vitamina C vitais a manutencao do estado redox
dessas células. Este transportador possui maior afinidade para o ascorbato que o primeiro,
mas possui menor capacidade para o seu transporte [29, 32].

Tanto a expressdo de SVCT1 como de SVCT2 ¢ influenciada pela concentracdo
de ascorbato. Efetivamente, em condicGes in vitro, a presenca de SVCT1 diminui perante
altas concentragdes de vitamina C, tendo sido verificado que niveis intracelulares de
ascorbato elevados levaram a diminuicdo da expressdao de SVCTSs, em plaquetas humanas
e numa linha de epitélio intestinal, enquanto que niveis baixos originaram o aumento de
expressao destes transportadores [5]. Este facto é desvantajoso quando se pretende atingir
concentracOes elevadas de acido ascorbico através de administragdo oral. Assim, a
administracdo intravenosa surge como uma alternativa a administracdo oral. Por outro
lado, como referido, os SVCT2 também sdo sensiveis as alteracdes dos niveis
intracelulares de &cido ascérbico, o que pode funcionar como um sistema de regulacdo da

concentracdo ideal de vitamina C no interior da célula [10].

1.2.4. FUNCOES BIOLOGICAS

A vitamina C atua principalmente como antioxidante, neutralizando os radicais
livres. Como é hidrossollvel, pode desempenhar essa funcdo tanto no interior como no
exterior da célula. Assim, protege 0 DNA das células da acdo dos radicais livres,
prevenindo alteragdes genéticas prejudiciais [22].

Para além de participar em reacGes de oxidacdo-reducdo, a vitamina C possuli
varias atividades bioldgicas. Esta envolvida em reacdes enziméticas catalisadas por um
grupo de dioxigenases [24]. Estas enzimas levam a incorporacdo de oxigénio molecular
em substratos organicos. Um subgrupo de dioxigenases (dioxigenases dependentes de 2-
oxoglutarato) necessita de oxoglutarato para a sua atividade, pois utilizam-no como co-
substrato e como fonte de dois eletrdes necessarios a reducdo do oxigénio. Algumas
destas enzimas necessitam também de ascorbato ja que este mantém o ferro no estado de
oxidacao +2, necessario a sua atividade [23, 24].

O ascorbato funciona como dador de eletrdes para trés enzimas envolvidas na
hidroxilacdo do colagenio [25, 33]. O colagénio é uma proteina estrutural fundamental e

um dos maiores constituintes da matriz extracelular. Aquando da sua sintese, o colagénio
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pode sofrer varias modifica¢bes pos-traducionais, sendo uma das mais importantes aquela
que permite a formacdo da tripla hélice de colagénio, ou seja, a hidroxilacdo de residuos
de prolina e lisina, reacdo catalisada por prolil-hidroxilases. Estas necessitam para a sua
atividade de Fe*", 2-oxoglutarato, oxigénio molecular e ascorbato, sendo este Gltimo
capaz de reativar a enzima quando necessario [33, 34]. A hidroxilagdo incorreta dos
residuos de prolina leva a que as proteinas percam a funcdo e sejam degradadas sendo
que, quando ocorre ao nivel do colagénio, constitui a causa de escorbuto, entre outras
doencas [23].

Para além das prolil-hidroxilases, 0 ascorbato também atua ao nivel das histonas,
sendo necessario a sua atividade catalitica [24]. As enzimas envolvidas na sintese de
carnitina sdo igualmente dependentes de vitamina C, sendo a carnitina importante no
transporte de acidos gordos para o interior da mitocondria, de modo a haver formacao de
ATP (adenosina trifosfato). Também a biossintese de norepinefrina a partir de dopamina
envolve uma enzima dependente de vitamina C, bem como a adi¢do de grupos amida a
hormonas peptidicas (o0 que aumenta a sua estabilidade) e a regulacdo do metabolismo da
tirosina [25].

O acido ascorbico estd também envolvido na absorcdo de ferro, sendo que é
considerado um bom potenciador da absorcdo deste metal, pois tem a capacidade de
contrabalancar a acdo de agentes quelantes fortes que reduzem a biodisponibilidade do
ferro [26].

A realizac&o de varios estudos no campo da vitamina C tém vindo a destacar o seu
papel em vérias doengas. A vitamina C tem entdo a capacidade de baixar a tensdo arterial
e 0s niveis de colesterol. Ao inibir a oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL,
do inglés low-density lipoprotein), previne a formacao de placas de ateroma, responsaveis
pela aterosclerose. A realizacdo de um estudo em que se avaliou a diminuicao do risco de
ataque cardiaco, permitiu concluir que com uma toma de 700 mg/dia de vitamina C, o
risco de sofrer ataque cardiaco diminui em 62% quando comparado a uma toma de 60
mg/dia ou inferior [35]. A vitamina C também possui um efeito anti-histaminico, aumenta
a excrecdo por via urinaria de &cido Urico e diminui o risco de desenvolvimento de
cataratas e de glaucomas [22].

Vérios estudos apontam que uma dieta rica em vitamina C proporciona protecao
contra o cancro, sendo que o consumo adequado desta vitamina diminui o risco de
desenvolvimento de varios tipos de cancro. Atendendo a que a vitamina C é importante

na manutencdo da atividade de uma vasta gama de enzimas € de prever que o aumento do
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Seu consumo va ter um impacto positivo no metabolismo e na prevencdo de cancro, bem
como outros tipos de doenca [22, 24].

Para além das funcdes bioldgicas da vitamina C, outros estudos tém vindo a
enaltecer o papel desta vitamina ndo s6 na prevencdo de doengas como 0 cancro, mas
também na sua terapia [36, 37]. Estes estudos concluiram que a administracdo intravenosa
de acido ascérbico conduz a niveis elevados de vitamina C no plasma que funcionam
como um pré-farmaco para a entrega de peroxido de hidrogénio (H20,) aos tecidos, sendo
que este, uma vez no meio intracelular, desencadeia o inicio de processos oxidativos. A
presenca de H,O, parece ndo ter qualquer efeito nas células normais mas, nas células
tumorais, torna-se bastante prejudicial. Dado que o acido ascorbico tem a capacidade de
libertar H,O, nos tecidos, a sua utilizacdo podera ter varias aplicacdes, nomeadamente em
situacdes em que a presenca de H,O, € benefica para além do cancro, tais como doencas

infeciosas causadas por bactérias, virus ou outros microrganismos patogénicos [24, 38].

1.3. AVITAMINA C E 0 CANCRO

A eficécia das terapias atualmente utilizadas no tratamento do cancro atingiu um
patamar, pelo que é urgente a investigacdo de novas abordagens terapéuticas, com maior
eficdcia e menor toxicidade. A utilizacdo de vitaminas antioxidantes parece ser uma
terapia promissora pois estudos demonstram que, quando administradas em concentragfes
elevadas, tém a capacidade de inibir o crescimento de células tumorais e melhorar o efeito
dos terapéuticos habitualmente utilizados [20].

As terapias atuais, para além dos efeitos adversos que provocam, também
produzem toxicidade, o que pode limitar a continuacdo dos tratamentos. Por outro lado, a
sensibilidade a esses tratamentos € muito heterogénea, dependendo do tipo de tumor.
Deste modo, compostos capazes de, por um lado reduzir a toxicidade provocada pela
quimioterapia apenas nas células normais e, por outro lado, aumentar o efeito inibitério
do crescimento provocado pela quimioterapia apenas em células tumorais,
independentemente do tipo de tumor, conseguirdo melhorar a eficacia das terapias

habituais. As vitaminas antioxidantes encontram-se entre esses compostos [20].
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A vitamina C continua a ser utilizada como terapia alternativa e estudos recentes
indicam que o papel do acido ascorbico na terapia anti-tumoral deve ser reavaliado, uma
vez que a contrariar os resultados positivos obtidos em varios trabalhos, existem estudos
que afirmam que a utilizagdo de acido ascorbico podera acarretar desvantagens, assunto
que sera abordado mais a frente neste capitulo [20, 37, 39]. A vitamina C é apenas usada
como terapia alternativa pois os resultados positivos obtidos em estudos originais néo
foram confirmados em ensaios clinicos e porque a possibilidade de esta afetar
seletivamente células tumorais néo era biologicamente aceite [37].

Por outro lado, existe nova informagdo no que diz respeito a plausibilidade da
terapia com &cido ascorbico e, consequentemente, o interesse cientifico na interacdo entre
0 acido ascorbico e o cancro tem vindo a aumentar nos Ultimos anos. Atualmente, 0s
estudos realizados nesta area procuram avaliar o efeito de doses elevadas de vitamina C
no crescimento e progressdo do cancro e desvendar os mecanismos de acdo desta
vitamina responsaveis pelos efeitos anti-tumorais [29].

Atendendo ao grande potencial da vitamina C, ao nivel da seguranca e dos
beneficios, é plausivel a investigacdo em torno da sua utilizagdo como um novo

tratamento para 0 cancro.

1.3.1. ADMINISTRAGAO INTRAVENOSA VS. ORAL

Em 1954, W. J. McCormick, fisico canadiano, observou que as alteracGes no
estroma das células de pessoas portadoras de escorbuto eram idénticas as alteracfes no
estroma observadas na vizinhanca de células neoplésicas. Seguindo esta observacdo, ele
prop6s que o cancro seria uma doenca relacionada com o colagénio e a caréncia de
vitamina C [2]. Cerca de 20 anos depois, os investigadores L. Pauling e E. Cameron,
descobriram que concentracdes altas de vitamina C tinham efeitos benéficos em doentes
com cancro em fase terminal e propuseram o uso de vitamina C em concentra¢des
elevadas para a prevencdo e tratamento deste. Posteriormente, outros estudos que
utilizaram a mesma concentracdo de vitamina C, ndo tiveram nenhum efeito no bem-estar
e sobrevivéncia dos doentes e o papel da vitamina C no tratamento do cancro foi posto em
causa e descartado por médicos oncologistas. Na altura em que os estudos supracitados

foram realizados, ndo houve o reconhecimento de que a via pela qual o acido ascoérbico
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foi administrado poderia produzir grandes diferencas na sua concentracdo plasmaética
pois, apesar de terem sido utilizadas doses de vitamina C semelhantes, os estudos de
Pauling e Cameron combinaram administragdes orais e intravenosas enquanto que, no
estudo posterior, foi apenas utilizada a administracdo oral. Estudos farmacocinéticos
recentes indicam que estas duas vias de administracdo possuem resultados muito
desiguais, ao nivel da concentracdo plasmética de vitamina C, tal como foi referido
anteriormente. Enquanto que com a administracdo de doses elevadas de vitamina C por
via oral se consegue apenas atingir uma concentracdo plasmatica maxima de 70 a 220
MM, com administragdes intravenosas € possivel atingir concentragfes de 14000 pM.
Existem estudos que comprovam que concentragcbes entre 1000 e 5000 pM séo
seletivamente citotoxicas para células tumorais in vitro. Esta evidéncia de citotoxicidade
in vitro e estudos clinicos farmacocinéticos fornecem plausibilidade a “teoria” de que a
terapia com vitamina C pode ter efeitos anti-tumorais em alguns tipos de cancro e pode
explicar, em parte, os resultados negativos dos segundos estudos acima referidos [37].
Novas abordagens in vitro em que o ascorbato estd presente em concentracdes apenas
atingiveis através de administracdo intravenosa, demonstraram que 0 ascorbato é
seletivamente toxico, matando as células cancerigenas e ndo as células normais, que
reforca a acdo de agentes citotoxicos e que tem atividade anti-tumoral quando
administrado em concentracfes na ordem dos milimolar isoladamente ou em terapia

combinada (em roedores) [39, 40].

1.3.2. STRESSE OXIDATIVO

O stresse oxidativo € uma condic¢do bioquimica caracterizada pelo desequilibrio
entre niveis relativamente elevados de espécies toxicas reativas, essencialmente espécies
reativas de oxigénio e espécies reativas de azoto (RNS, do inglés reactive nitrogen
species), e mecanismos de defesa antioxidantes [41]. A formacdo de ROS € um processo
inevitavel, pois 0 nosso metabolismo é fundamentalmente aerdbio. As ROS e as RNS
estdo constantemente a interferir com o nosso material genético, sendo que as suas
agressdes poderdo ser aumentadas ou diminuidas através de mecanismos nutricionais,
ambientais e hormonais. Estas espécies sdo produzidas de varias formas: podem provir da

radiacdo ultravioleta, raios-X e raios-gama, podem surgir como produtos de reacdes
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catalisadas por metais, também se apresentam como poluentes na natureza, sdo
produzidas por neutrdfilos e macrofagos em situacdo de inflamacdo e sdo também
produtos das reacdes da cadeia de transporte de eletrdes na mitocondria, entre outros
mecanismos [3].

As ROS e/ou RNS tanto podem ser nocivas para as células como podem ter
efeitos benéficos. Em baixas concentracdes desempenham variadas func@es, tais como a
inducdo de uma resposta mitogénica, possuindo um papel fisiolégico ao nivel da
sinalizacdo intracelular e da regulacdo. Por outro lado, quando presentes em
concentracOes elevadas, as ROS podem ser mediadores importantes de danos nas células,
por exemplo, ao nivel das membranas celulares, proteinas e acidos nucleicos, ou seja,
levam a um aumento do stresse oxidativo. Estes efeitos sdao balanceados pelas defesas
enzimaticas antioxidantes em conjunto com as ndo enzimaticas. Apesar da existéncia de
defesas antioxidantes intrinsecas as células, os danos provocados pelos radicais livres no
DNA, proteinas e lipidos membranares acumulam-se ao longo de cada ciclo celular e esta
situacdo tem vindo a ser correlacionada com o desenvolvimento de doencas que surgem
com o avancar da idade do individuo tais como cancro, artrite, aterosclerose, distdrbios
neurodegenerativos e outras condi¢des. Atendendo a que as ROS sdo espécies oxidantes,
elas podem influenciar o estado redox da célula causando, de acordo com a sua
concentracdo, uma resposta positiva que se traduz na proliferacdo celular ou uma resposta
negativa que se traduz na paragem do crescimento celular ou mesmo morte celular [3].

Os radicais livres sdo definidos como moléculas ou fragmentos moleculares que
contém um ou mais eletrfes desemparelhados. A existéncia de eletrées desemparelhados
confere um nivel consideravel de reatividade. Os radicais que derivam do oxigénio
representam a classe mais importante que se origina nos seres vivos (Figura 1.9). Entre
essa classe de radicais encontra-se o anido superéxido (O, ), considerado uma ROS

“primaria” capaz de reagir com outras moléculas de modo a gerar ROS “secundarias”.
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Figura 1.9. Formagdo de ROS a partir de oxigénio levando a formagdo de radical
hidroxilo. Estdo também representadas as defesas enzimaticas antioxidantes,
nomeadamente a superdxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) responsaveis pela
destoxificacdo do radical superdxido e do peroxido de hidrogénio, respetivamente.

A formacdo de radicais livres esta igualmente relacionada com a existéncia de
metais no meio. Em condicdes de stresse, in vivo, a presenca de radical superéxido leva a
que o ferro contido em moléculas seja libertado. Este ferro livre, nomeadamente o Fe*

pode participar na reacdo de Fenton dada pela equacao 2:
Fe?* + H,0, — Fe* + OH + OH" (eq. 2)

com formacdo do radical hidroxilo (OH"). O radical hidroxilo é altamente reativo, com
um tempo de meia-vida em solucdo aquosa inferior a 1 ns. Deste modo, quando €
produzido in vivo, reage proximo do local de formacéo [3].

Em conjunto com estudos que pretendem verificar os efeitos de concentragdes
altas de &cido ascérbico, estdo também a ser desenvolvidos estudos para determinar o
mecanismo de acdo desta vitamina. Entre estes estdo a avaliagdo das suas funcOes
antioxidante e pré-oxidante, a sua capacidade na modulacdo da transcricdo e expressdo

genética e o seu potencial papel na metastase tumoral [29].

1.3.2.1. Efeito Antioxidante

Quando presente no plasma em concentragdes fisioldgicas, o ascorbato funciona

como antioxidante protegendo as células do dano causado pelas ROS, funcionando como
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defesa primaria contra espécies radicalares. A prevencao de muta¢fes no DNA devido ao
stresse oxidativo representa um potencial mecanismo contra o cancro, dado que estas
mutacOes sdo um grande contributo para o desenvolvimento desta doenca. O ascorbato
protege também os lipidos do plasma, bem como os lipidos membranares dos danos
peroxidativos induzidos pelos radicais peroxilo (LOO") [29, 42].

Existem muitos compostos capazes de funcionar como antioxidantes, no entanto
apenas aqueles que, como a vitamina C, estdo presentes em quantidades razoaveis no
meio intracelular, reagem com varios radicais livres e sdo passiveis de regeneracao, é que
sdo considerados antioxidantes bioldgicos eficientes [23]. De facto, o ascorbato e o
radical ascorbil apresentam valores baixos de potencial de redugdo (282 e —174 mV
respetivamente), o que lhes permite a reducdo da maioria dos radicais livres e oxidantes
[26].

O ascorbato doa um eletrdo a radicais como os radicais hidroxilo, alcoxilo (RO’),
peroxilo, tiol (GS") e tocoferol (TO’), havendo a formagdo do Asc™ . Este, como referido
anteriormente, é pouco reativo e pode ser reduzido a ascorbato novamente pela acdo das
redutases dependentes de NADH e NADPH. Por outro lado, também pode sofrer uma
reacdo de desproporcionacdo dependendo do pH resultando na formacdo de ascorbato e
DHA [24].

1.3.2.2. Efeito Pro-oxidante

A vitamina C também pode funcionar como pro-oxidante quando presente em
maiores concentrac@es, provocando danos oxidativos nas células, por exemplo ao nivel
do DNA. O efeito pré-oxidante é maior na presenca de metais de transicéo livres, onde se
inclui o ferro ou o cobre. Estes sdo reduzidos pelo ascorbato e reagem com o perdxido de
hidrogeénio, levando a formacéo de radicais hidroxilo. No caso do ferro, este é reduzido a
id0 Fe®* que reage com oxigénio formando o radical superéxido que por sua vez leva &
formacdo de peréxido de hidrogénio. Como referido anteriormente o ido Fe?* pode entrar
na reacéo de Fenton, dando origem a Fe** e ao radical hidroxilo. A presenca de ascorbato
permite a continua formacdo de Fe?* e, consequentemente, a continua formacéo de
espécies muito reativas a partir do peroxido de hidrogénio. Atendendo a que a maioria
dos metais de transicdo existem numa forma inativa ligados a proteinas, a relevancia deste

processo in vivo foi posta em causa. No entanto, a vitamina C em concentracdes
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farmacolodgicas (3000 a 20000 pM), tem a capacidade de despoletar uma acdo pro-
oxidante independente da presenca ou ndo de metais de transicdo, sendo que esta acao €
mais intensa em células tumorais e conduz a morte celular. A acéo referida €, por outro
lado, dependente do tempo de incubagdo com acido ascorbico e da concentracdo deste
[24, 29].

Atualmente ainda esta por determinar a razdo da seletividade, mas é sugerido que
0 ascorbato ndo devera afetar as células normais devido a diversos fatores. Por um lado,
estudos comprovam que as células tumorais possuem no seu interior menores
concentragBes de enzimas antioxidantes como a catalase e a superoxido dismutase o que
permite a acumulacdo de H,0, nestas células conduzindo a dano celular [29, 36, 42]. Por
outro lado, a maioria das células tumorais tem o metabolismo glicolitico aumentado, o
que faz com que expressem uma maior quantidade de GLUTs (em comparagdo com as
celulas normais), favorecendo a entrada de DHA nas células tumorais [42]. Estes dois
fatores séo, pois, responsaveis pelo aumento da concentracdo intracelular de H,O,. Outro
estudo indica também que as mitocondrias das células normais poderdo nao ser tao
sensiveis ao H,O, como as das células tumorais [38]. Por Gltimo, a presenca de maiores
quantidades de metais de transi¢do nas células tumorais também contribui para um efeito
pré-oxidante mais intenso nestas células. De facto, nas células normais a maioria dos
metais de transicdo estdo ligados a proteinas o que os impede de participar em varias
reacbes de oxidacdo. No entanto, nas células tumorais as forcas coesivas que
impossibilitam a libertacdo desses metais das proteinas estdo fortemente reduzidas. Por
sua vez, a presenca de maiores quantidades de metais de transigéo livres pode favorecer a
formacdo de peroxido de hidrogenio e de ROS [42].

Existem algumas variaveis que determinam se a vitamina C atua como
antioxidante ou pré-oxidante, nomeadamente, a influéncia do potencial oxidacao/reducéo
no meio envolvente a célula, a auséncia ou presenca de metais de transicdo, e a
concentracdo de ascorbato. O ultimo fator referido é muito importante em terapia, quando
se pretende influenciar a acdo da vitamina C, pois pode ser facilmente manipulado e

controlado para se obter o objetivo pretendido [29].
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1.3.3. MECANISMO DE ACAO DA VITAMINA C

Numa primeira fase € essencial perceber se in vitro o ascorbato atua como agente
anti-tumoral e, nesse caso, através de que mecanismos. Num estudo realizado in vitro por
Chen et al. (2005), referiram que o ascorbato em concentra¢es farmacoldgicas tem um
efeito seletivamente téxico em células tumorais devido a formacao de Asc™ e de H,O, no
meio de cultura. No sangue houve formagdo minima de Asc™ e ndo houve formacédo de
H,0O,. Também concluiram que concentracbes de H,O, superiores ou equivalentes a 25
MM induziram um efeito toxico para células tumorais. De acordo com 0 mecanismo
apresentado, a perda de um eletrdo por parte do ascorbato origina a reducao de um iéo
metalico que constitui o centro metalico de uma proteina, originando a formacéao de H,0,
na zona extracelular. Pelo contrario, no sangue vai haver menor producdo de Asc™ e
qualquer H,O, formado vai ser logo destoxificado pela agdo de enzimas antioxidantes
originando espécies nao reativas (Figura 1.10) [38, 39].

Noutro estudo realizado posteriormente, 0s mesmos investigadores testaram in
vivo a hipétese de o ascorbato atuar como um pré-farmaco na distribuicdo de Asc™ e
H.0, no meio extracelular. Segundo o mecanismo proposto, depois da administracdo de
acido ascorbico, este atinge concentragdes semelhantes no sangue e no meio extracelular.
O é&cido ascorbico presente no meio extracelular é oxidado formando-se Asc™ de modo
que o eletrdo libertado vai reduzir o ido metalico de uma metaloproteina, sendo que ainda
ndo é conhecida a identidade das proteinas que intervém neste passo. Na Figura 1.10, é
dado o exemplo da reducéo de Fe** a Fe?* com a posterior doacéo de um eletréo pelo Fe*
ao oxigénio, originando O, que, por sua vez vai dar origem a H,O,. No sangue é
possivel que estas reacOes estejam inibidas, pelo que a obtencdo de Asc™ é minimizada
pela acdo de proteinas redutoras presentes na membrana das hemacias ou através de
proteinas presentes no plasma que néo se distribuem para o espac¢o extracelular. Qualquer
formagéo de H,0O, no sangue sofre imediatamente acdo da catalase presente no plasma e
da glutationa (GSH) peroxidase dos glébulos vermelhos, levando a que ndo seja detetada

qualquer concentragédo de H,O, [38].
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Figura 1.10. Mecanismo proposto para a formacao preferencial de radical ascorbil e perdxido
de hidrogénio no meio extracelular do que no sangue. No meio extracelular, depois da
formacdo de Asc™ o produto final é H,O, que vai atuar no tumor. No sangue as reagdes que
levam & formacdo deste ultimo composto poderdo estar inibidas (representado por setas a
tracejado) e qualquer formacéo de H,O, € logo destruida, néo se detetando este composto [38].

No segundo estudo referido, os investigadores perceberam que as concentragfes
de H,O, que se atingiram in vivo foram as mesmas que causaram a morte de células
cancerigenas in vitro. No meio extracelular, concentracdes de Asc™ superiores a 100 nM,
foram as responsaveis pelo aparecimento de H,O,. No sangue, estas concentracdes de
Asc™ nunca foram atingidas, sendo sempre inferiores a 50 nM. Os autores referem que
todos os dados obtidos sdo consistentes com a hipGtese de que concentracdes
farmacoldgicas de ascorbato in vivo funcionam como um pro-farmaco para a libertacdo de
H.0, no espaco extracelular [38].

A morte de células cancerigenas in vitro € mediada principalmente pela acdo de
H,0,, sendo um dos mecanismos propostos, a diminui¢do da producdo de ATP (Figura
1.11) das seguintes formas: i) o H,O, podera causar danos no DNA que sdo reparados
pela polimerase poliADP-ribose. O aumento da atividade desta polimerase podera
diminuir a disponibilidade de NAD", resultando na deplecdo de ATP; ii) a remogdo de
H,O, do interior das células podera ser mediada pela GSH peroxidase. Esta enzima tem
necessidade de obter GSH que, através de atividade enzimatica é oxidada a glutationa
dissulfeto (GSSG). A GSSG é regenerada a GSH devido a existéncia de NADPH, que por
sua vez e regenerado atraves da glicose pela via das pentoses fosfato. No entanto, a
glicose utilizada para reduzir NADP*™ a NADPH ndo pode ser utilizada para gerar ATP.
Nas células tumorais que dependem da via anaerobia para a formagdo de ATP, a perda de

glicose para a via das pentoses fosfato, leva a diminuicdo da formacdo de ATP e,
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consequentemente, a morte celular; iii) por outro lado, as mitocdndrias presentes nas
células tumorais poderdo ter uma sensibilidade acrescida ao H,O,, 0 que pode resultar
numa diminuicdo da formagéo de ATP.

Estes trés mecanismos séo independentes, de modo que poderdo ocorrer mais do

gue um ao mesmo tempo [38].
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Figura 1.11. Representacdo esquematica dos trés mecanismos que poderdo estar na base da
toxicidade celular em células tumorais mediada por peroxido de hidrogénio, através da
diminuicdo da sintese de ATP. Ao cimo, o efeito de H,O, no DNA, levando & necessidade de
reparacdo. No centro esta representado o mecanismo em que ha interferéncia na via das pentoses
fosfato, sendo que a glicose utilizada para a formagdo de NADPH ja ndo podera originar ATP.
Por altimo, representa-se a sensibilidade das mitocondrias presentes em células tumorais ao
H,0,, afetando a sintese de ATP [38].

1.4. TERAPIA COMBINADA

As combinacdes entre farmacos sdo desde sempre utilizadas no tratamento de
doencas numa procura de efeitos sinérgicos ou potenciadores ao mesmo tempo que
pretende diminuir os efeitos secundarios. Ao longo do ultimo século tem existido uma
tentativa de quantificar a relacdo entre a dose e o efeito de um farmaco quando
administrado isoladamente e em combinagdo. Por outro lado também se tem tentado

avaliar se determinada combinacdo de farmacos podera ter ou ndo efeito sinérgico.
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Assim, ao longo deste tempo varios modelos e teorias foram equacionados, 0 que tem
originado alguma controvérsia [43].

O raciocinio que estd por detras da terapia combinada tem como base a
possibilidade de se atingir ao mesmo tempo varios alvos da doenca. Se os farmacos
tiverem modos de acdo diferentes, serdo dois mecanismos diferentes a combater a mesma
doenca. Deste modo, através da juncdo de dois ou mais farmacos podera haver aumento
da eficacia da terapia, comparativamente a eficAcia obtida com cada farmaco
isoladamente. Por outro lado, podera ser possivel diminuir a concentracdo dos farmacos,
mantendo ou melhorando a eficécia, de forma a reduzir a toxicidade. Outro aspeto em que
também se podem sentir as vantagens desta terapia € na resisténcia aos farmacos que
podera ser minimizada ou desenvolver-se de forma mais lenta do que o habitual. Todos
estes beneficios levam a que este seja o tipo de terapia utilizada no tratamento de doencas
agressivas como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), de doengas infeciosas
e do cancro [43].

Quando o farmaco A que provoca determinado efeito € administrado em conjunto
com o farmaco B que ndo possui qualquer efeito e o que se obtém é um efeito superior ao
do farmaco A, considera-se que houve potenciagdo. Pelo contrario, se ambos os farmacos
tém algum efeito isoladamente, quando administrados conjuntamente poderdo dar origem
a um efeito sinérgico, antagonista ou aditivo. Por definicdo, um efeito sinérgico € aquele
que € mais do que aditivo, enquanto que um efeito antagonista é inferior a um efeito
aditivo [43].

A falta de entusiasmo por parte de médicos oncologistas, relativamente a
utilizacdo de doses elevadas de vitaminas antioxidantes em combinagdo com radioterapia
e quimioterapia tem como base 0 receio de que as vitaminas antioxidantes possam
proteger as células cancerigenas dos radicais livres gerados pela radiacdo e por alguns
agentes quimioterapéuticos, do mesmo modo que protege as células normais. No entanto,
alguns estudos in vitro e in vivo demonstraram que estas preocupacdes ndo sdo validas
[20]. De qualquer forma, este receio ndo se pGe em causa neste trabalho pois, de acordo
com o que foi referido anteriormente, o mecanismo de acdo do 5FU ndo envolve a
producédo de ROS tal como reportado num estudo por Kim et al. (2012), pelo que néo
existiria um conflito entre o uso de AA e 5FU em combinacéo [44].

De forma a ser posta de parte a incerteza em torno da utilizacdo de doses elevadas
de AA, existem resultados que demonstram que a vitamina C (bem como outras vitaminas

antioxidantes) aumenta o efeito inibitorio do crescimento tumoral conferido pelas terapias
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habituais independentemente do tipo de tumor (sem afetar as células normais), o que é
muito vantajoso, tendo em conta que os tumores tém sensibilidades diferentes aos
tratamentos. Este aumento depende da dose e forma da vitamina C, da dose e do tipo de
farmaco quimioterapéutico e do tipo de tumor [20].

Apesar de todos os resultados positivos e encorajadores em torno da utilizagdo da
vitamina C como terapia anti-tumoral, 0 uso desta vitamina como terapia isolada ainda
ndo provou ter um efeito curativo. O metabolismo das células tumorais, a quimioterapia e
a radioterapia levam ao aumento de espécies reativas de oxigénio, cuja presenga conduz
ao aumento do stresse oxidativo [45]. Como referido anteriormente, a utilizacdo de
vitamina C em concentracdes farmacologicas leva também & formagdo de ROS. Este
efeito é seletivo na medida em que sé as células tumorais sdo afetadas. Deste modo, a
combinacéo de vitamina C com quimioterapia (ou radioterapia) devera ser muito positiva,
induzindo um aumento de ROS no microambiente tumoral e consequentemente stresse
oxidativo neste local, levando & morte das células tumorais.

Com este trabalho, pretende-se demonstrar que a utilizacdo de vitamina C em
combinacdo com o 5FU, aliando os efeitos do AA que conduzem, entre outros, ao
aumento do stresse oxidativo e inibicdo da producdo de ATP, com protecdo de células
normais, aos efeitos nocivos do 5FU no DNA, RNA e membrana plasmatica, podera ser a

chave para uma futura terapia.

1.5. OBJETIVOS DO PRESENTE TRABALHO

Apesar das vantagens em torno do uso de AA na terapia é do conhecimento geral
que a vitamina C ndo tem um efeito curativo [24, 29, 46]. Contudo, é de suma
importancia averiguar até que ponto o pré-tratamento das células tumorais com AA
podera aumentar a sensibilidade das mesmas a determinados citostaticos ou citotoxicos. A
relevancia deste trabalho reside na necessidade que existe de reduzir o IC50 de um
farmaco antineoplasico devido a sua elevada toxicidade, a qual é muitas vezes limitante

da dose, ou a razdo para a interrup¢do da quimioterapia.
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Tendo o cancro colo-retal uma elevada taxa de mortalidade [7] e atendendo a que
estudos recentes reforcam que o papel do AA na terapia anti-tumoral deve ser reavaliado
[39], pretende-se com a realizagédo deste trabalho:

1. Avaliar o efeito que o AA exerce sobre trés linhas celulares humanas de cancro do

célon (C2BBel, LS1034 e WiDr) recorrendo a estudos in vitro;

1.1. Avaliacdo da proliferacdo celular por espetrofotometria recorrendo ao ensaio
sulforrodamina B (SRB);

1.2. Avaliacdo da sobrevivéncia celular através da realizacdo de ensaios clonogénicos;

1.3. Determinacdo da viabilidade celular e caracterizagdo dos tipos de morte por
citometria de fluxo, recorrendo a dupla marcagdo com anexina V e iodeto de
propideo (AV/IP);

1.4. Determinacdo da presenca intracelular de espécies reativas de oxigénio e enzimas
antioxidantes por citometria de fluxo com o uso das sondas DCFH2-DA, DHE e
alaranjado de mercdrio;

1.5. Determinacdo da existéncia de danos ao nivel do DNA atraves do ensaio cometa.

2. Auvaliar o efeito do 5FU ao nivel da proliferacdo celular das trés linhas celulares acima
referidas (C2BBel, LS1034 e WiDr), recorrendo ao ensaio SRB.

3. Avaliar o efeito da combinacdo de AA com 5FU através da realizacdo de estudos in

vitro, utilizando as mesmas trés linhas celulares (C2BBe1, LS1034 e WiDr);

3.1. Avaliacdo da proliferagdo celular por espetrofotometria recorrendo ao ensaio
SRB;

3.2. Avaliacdo da sobrevivéncia celular através da realiza¢do de ensaios clonogénicos;

3.3. Determinacdo da viabilidade celular e caracterizacdo dos tipos de morte por
citometria de fluxo, recorrendo a dupla marcacdo com AV/IP;

3.4. Avaliacdo do ciclo celular por citometria de fluxo utilizando uma solucdo de
iodeto de propideo (IP) e RNAse;
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Capitulo 2

MATERIAIS E METODOS






2.1. ESTUDOS IN VITRO

Os estudos in vitro constituem uma primeira abordagem na avaliacdo da eficacia
terapéutica de um composto, sendo realizados fora de um organismo vivo, em ambiente
controlado. Pretende-se com a sua realizacdo, averiguar os efeitos de determinada
variavel experimental, num pequeno grupo de constituintes de um organismo. Assim,
procura-se determinar mecanismos de acdo bioldgica, sem que haja a interferéncia de
outras variaveis a influenciar os resultados, sendo o motivo pelo qual os estudos in vitro
tém um carater fundamental em praticamente todos os trabalhos.

De modo a avaliar o efeito que advém da combinacdo de vitamina C com o
farmaco 5FU, foram realizados numa primeira fase estudos in vitro, utilizando para tal
trés linhas celulares humanas de cancro do colon, duas do célon esquerdo, a C2BBel e a
WiDr, e uma linha celular humana de cancro do cego, denominada LS1034.

Todo o material utilizado na manipulagcdo das culturas celulares foi devida e

previamente esterilizado.

2.1.1. CULTURAS CELULARES

As culturas celulares visam o cultivo e propagacdo de células dispersas sendo
necessario, aquando da sua manipulacdo, o estabelecimento de condic¢des rigorosas de
assepsia e esterilidade.

As células C2BBel formam uma monocamada polarizada em forma de escova na
zona apical, comparavel morfologicamente ao célon humano. Sdo um clone das células
CaCo-2 [47].

A linha LS1034 originou-se num doente portador de um cancro do cego que na
classificacdo de Dukes, se encontrava no estadio C. Estas células possuem o gene que
codifica a proteina p53 mutado, o que origina a troca de glicina por serina na posicao 245
e a proteina APC alterada devido a uma delecdo no coddo 1309 (GAAAAGATT ficou
GATT). E de salientar o facto de esta linha celular ser quimiorresistente, pois expressa a
glicoproteina P (Gp-P) [48].
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A linha celular WiDr tem a particularidade de também expressar uma forma
mutada da p53 (mutacdo na posi¢do 273, onde houve a troca de arginina por histidina).
Para além disto, a semelhanca da linha LS1034, também as outras duas linhas celulares
possuem mutacdo no gene APC [49].

As linhas celulares utilizadas foram propagadas em cultura aderente e de acordo
com as instrucbes do seu fornecedor, a American Type Culture Collection (ATCC),
mantidas a 37°C em atmosfera humificada com 95% de ar e 5% de CO, em incubadora
Binder.

A linha celular LS1034 foi propagada em meio de cultura Roswell Park Memorial
Institute Medium, RPMI-1640 (Sigma, R4130), e para as linhas celulares C2BBel e WiDr
utilizou-se 0 meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM (Sigma,
D5648). Ambos foram suplementados com 5% de soro bovino fetal (FBS, do inglés Fetal
Bovine Serum, Sigma, F7524), 1% de antibidtico (Sigma, A5955), 1 mM de piruvato de
sodio (Gibco, 11360) para 0 RPMI e 0,25 mM no caso do DMEM.

Para a realizacdo de estudos in vitro, e atendendo a que estas células sdo mantidas
em cultura aderente, foi necessario destacar as células dos frascos e preparar suspensdes
celulares. Assim, inicialmente procedeu-se a lavagem das culturas celulares com uma
solucdo salina de tampéo 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) [pH 7,4]), e incubaram-se em
seguida com 2 mL de uma solucéo de tripsina-EDTA a 0,25% (Sigma, T4049) ou tryple
(Gibco, 12605-028) a 37°C durante o tempo necessario para que as células se soltem do
frasco, tendo sido este tempo otimizado para cada linha. De seguida adicionaram-se pelo
menos 4 mL de meio de cultura a fim de inativar a tripsina, homogeneizou-se a suspensao
celular e procedeu-se a determinacdo da concentracdo de células. Para tal diluiu-se um
volume conhecido de suspensdo celular em igual volume de azul tripano e fez-se a
contagem num microscopio invertido (Motic, AE31) com ampliagdo de 10 vezes
utilizando para tal uma cadmara de neubauer. Por Gltimo adicionou-se meio de cultura a
suspensdo celular de forma a obter a concentracdo celular pretendida, a qual foi

distribuida pelos pogos das placas, de acordo com o estudo a realizar.

34



2.2. ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE

Para todos os estudos de citotoxicidade foram preparadas solugdes de AA (Sigma,
A5960) e de 5FU (Sigma, F6627) de concentracdo apropriada de modo a que a sua adigéo
apenas alterasse no maximo em 1% o volume do meio de cultura dos compartimentos
celulares. Para os ensaios com AA foi utilizado um controlo em que ndo houve
administracdo de qualquer composto e para os ensaios com 5FU ou com a combinacgéo de
AA com 5FU, foram realizados dois controlos: culturas celulares em que ndo houve
administracdo de nenhum composto e culturas celulares tratadas com o solvente do 5FU,
ou seja, com dimetilsulféxido (DMSO, Sigma, D4540). Todas as solugbes utilizadas
foram previamente filtradas utilizando filtros de acetato celulose de 0,22 um (Syringe
Filter; Frilabo, 1520012).

2.2.1. VITAMINAC

Numa primeira fase, apesar de 0 objetivo deste trabalho ter sido a avaliagédo do
efeito do AA em combinacdo com o 5FU, foi necessario conhecer o efeito de cada um
dos compostos individualmente. Deste modo, para avaliar a acdo citotoxica do AA as
culturas celulares foram incubadas com diferentes concentragcbes de AA que variaram
entre 0,25 mM e 20 mM.

2.2.2. 5-FLUOROURACILO
De modo a avaliar o efeito do 5FU individualmente nas trés linhas celulares,

procedeu-se a incubacdo das mesmas com concentragcdes de 5FU que variaram entre 0,5
MM e 480 puM.
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2.2.3. VITAMINA C E 5-FLUOROURACILO

Na avaliacdo do efeito da combinagdo de AA com 5FU baseamo-nos no desenho
experimental proposto por Straetemans et al. (2005) [50]. Assim, fixdmos uma rela¢do Z
entre os compostos e ambos foram combinados de modo a que a proporgao entre eles seja
constante. No calculo das concentracdes de cada composto necessarias para a terapia

combinada consideramos a equacéo 3:

Z=7FA +('l—f]5 (eq 3)

em que A e B correspondem a concentracdo de AA e 5FU, respetivamente, que inibe a
proliferacdo das culturas em 50% (IC50) para cada linha celular, proliferacdo essa
determinada para um tempo de incubacdo de 96 horas; f é considerado o fator de mistura
que pode assumir valores de 0 a 1 e corresponde a proporcdo de cada composto que é
utilizada. Para o calculo dos valores de Z, estabelecemos o valor de f como sendo numa
primeira fase 0,5 ou seja, ambos 0s compostos estio na mesma proporcao e,
seguidamente estabelecemos o valor de 0,75 fazendo com que o AA esteja presente em
maior propor¢do do que o 5FU comparativamente ao grupo anterior. Deste modo
poderemos obter curvas dose-resposta diferentes. As concentrac@es obtidas para cada f
podem ser vistas como um raio num sistema cartesiano ortogonal, de acordo com o
representado na Figura 2.12, em que as linhas correspondem a raios diferentes, cada um
para um valor de f especifico e os pontos correspondem as diferentes misturas de

concentragdes obtidas.
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Figura 2.12. Representacdo do esquema de raios. O eixo das abcissas corresponde a concentragdo
do composto B (5FU) e o eixo das ordenadas corresponde & concentracdo do composto A (AA).
Cada linha corresponde a um raio diferente para um valor especifico de f e 0s pontos representam
as diferentes concentragdes para cada raio [50].

Apobs o célculo dos valores de Z definimos seis variacdes deste valor, o que
corresponde a seis combinag@es diferentes de cada farmaco em cada linha celular: para a
linha celular C2BBel (Tabela 2.1-A) consideramos 0,25Z; 0,5Z; Z, 2Z, 4Z e 8Z e para as
outras duas linhas celulares, LS1034 e WiDr (Tabela 2.1-B e C) estabelecemos 0,25Z;
0,5Z; Z; 1,5Z, 2Z e 3Z. Para podermos tracar curvas dose-resposta designamos a constante
que multiplicamos ao Z por a, de modo gque no eixo das abcissas esteja representado o
logaritmo deste valor. A escolha de valores de a superiores a um implica 0 uso de
concentracOes superiores as do IC50 que, apesar de ndo se enquadrar no objetivo do
trabalho, se torna imprescindivel para a obtencdo das curvas dose-resposta. Por outro
lado, o facto dos valores de a variarem de linha celular para linha celular deve-se apenas
ao facto de o IC50 do AA nas células LS1034 e WiDr ser muito superior ao IC50 do
mesmo composto na linha celular C2BBel. Deste modo, se optadssemos por usar as
mesmas diluicbes para as trés linhas celulares teriamos de usar solugGes com
concentracdo de AA muito superior a 2000 mM para as linhas LS1034 e WiDr, o que
implica exceder a solubilidade méxima do AA em &gua [51]. Em suma, os valores de a
foram escolhidos tendo em conta trés fatores: o IC50 de AA obtido para cada linha
celular, a solubilidade do AA em &gua e a obtencdo de curvas dose-resposta que nos
permitissem determinar a existéncia ou ndo de sinergia inerente a combinacdo dos

compostos.
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Tabela 2.1. Concentragdo de acido ascorbico (AA) e 5-Fluorouracilo (5FU) presentes em cada
mistura para f=0,5 e f=0,75 nas linhas celulares C2BBel (A), LS1034 (B) e WiDr (C).

A
¢ | [AA] [BFUT| [AA] | [5FU] | [AA] | [5FUT | [AA] | [BFU] | [AA] | [5FUT | [AA] | [5FU]
M) | (M) | (M) | (BM) | (M) | (BM) | (UM) | (M) | (WM) | (UM) | (BM) | (BM)
o5 | 0252 0,52 z 2z 4z 8z
" | 1023 | 2,51 | 2045 | 508 | 409 | 10,05 | 818 | 20,10 | 1636 | 40,20 | 3272 | 80,40
075l 0257 0,52 z 2z 4z 8z
7] 1534 | 1,26 | 3068 | 251 | 6135 | 508 | 1227 | 10,05 | 2454 | 20,10 | 4908 | 40,20
B
¢ | [AAT |BFUI| [AA] [[5FUT| [AA] [[5FUT| [AA] [ [5FUT| [AA] | [5FUT| [AA] |[5FU]
(M) | (uM) | (UM) | (M) | (M) | (UM) | (UM) | (M) | (M) | (V) | (uM) | (uM)
os | 0257 0,52 z 152 2z 3z
" | 6709 | 0,84 [1341,8] 167 |2683,5] 3,35 |40253] 5,02 | 5367 | 6,69 | 8050,6 | 10,04
075 0252 0,52 z 152 2z 3z
"7 11006,3| 0,42 |2012,6] 0,84 |40253| 1,67 |6037,9| 2,51 [8050,6| 3,35 |12075.8] 5,02
C
¢ | IAAT[[5FUT| [AA] [[BFUT| [AA] |[BFUT| [AA] [[5FUT| [AA] [[5FUT| [AA] | [5FU]
M) | (M) | (uM) | (M) | (M) | (M) | (BM) | (uM) | (M) | (BM) | (M) | (M)
o5 | 0257 0,52 z 1,52 2z 3z
"~ | 738 | 0,35 | 1476 | 0,71 [2051,9 1,41 |4427,8| 2,12 |59038| 2,82 | 88557 | 4,23
0g5l 0252 0,52 z 1,52 2z 3z
711107 | 0,18 [22139| 0,35 [4427,8| 0,71 |6641,8] 1,06 |8855,7| 1,41 |132845| 2,12

Toda esta metodologia permitiu determinar a existéncia de efeito sinérgico,
aditivo ou antagonista através do calculo do indice de combinacao (1). Para o calculo de I,

basedmo-nos igualmente no desenho experimental de Straetemans et al. (2005). Assim, se

o indice de combinagdo for inferior a 1, existe efeito sinérgico. Se o valor obtido for igual

ou superior a 1, estamos na presenca de efeito aditivo ou antagonista, respetivamente

[50].

SFU.

Depois da otimizacdo do protocolo, as células foram incubadas com as diferentes

misturas para cada f, sendo administrado o AA em primeiro lugar e logo de seguida o
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2.2.4. DETERMINACAO DA PROLIFERACAO E SOBREVIVENCIA CELULAR

2.2.4.1. Avaliagdo da sintese proteica pelo ensaio SRB

A avaliacdo da proliferacdo celular, como medida da sintese proteica total,
representa um marcador de citotoxicidade muito sensivel. De modo a avaliar os efeitos da
combinacdo dos compostos (AA e 5FU) na proliferacdo das trés linhas celulares,
recorreu-se a um ensaio colorimétrico denominado SRB que fornece uma medida da
sintese proteica total. O ensaio referido além de sensivel e simples € também reprodutivel
e de répida execucdo. O principio desta técnica baseia-se na ligacdo do corante
aminoxantina carregado negativamente, isto é, a sulforrodamina B, aos aminoacidos
presentes nas células. Assim, quanto maior for o nimero de células viaveis, maior sera a
quantidade de corante captado e mais intensa serd a cor obtida depois da fixacdo das
células e, consequentemente, maior serd a absorvancia medida no espetrofotémetro [52].

Para a realizacdo deste ensaio foi necessaria uma suspensdo celular com 50000
células/mL, a qual foi distribuida por placas de 48 po¢os. Apos os tratamentos referidos
anteriormente, os meios de cultura foram aspirados e fizeram-se duas lavagens com PBS
e uma com agua Mili-Q. Em seguida, para a fixacdo das células adicionaram-se a cada
poco 150 pL de uma solucdo gelada de &cido acético 1% (Panreac, 361008) em metanol
(Sigma, 32213), sendo mantidas a temperatura ambiente durante 30 minutos. Apds este
periodo a solucédo de fixacdo foi aspirada e depois de 0s pocos estarem secos adicionou-se
100 pL de SRB 0,4% (Sigma, S9012) e incubaram-se as células durante uma hora a
temperatura ambiente e protegidas da luz. As placas foram posteriormente lavadas com
agua de modo a remover completamente o corante em excesso. Finalizado este
procedimento adicionaram-se 200 a 300 pL de Tris.NaOH na concentracdo de 10 mM
(pH=10) (constituido por Trizma base [Sigma, T1503] e NaOH [Sigma, S5881]) a cada
poco e, apds homogeneizagdo, transferiu-se o contelldo de cada pogo para uma placa de
96 pocos para posterior quantificacdo da absorvancia a 540 nm, usando um filtro de
referéncia de 690 nm, com recurso a um espetrofotémetro ELISA (Biotek® Synergy HT).

A citotoxicidade foi expressa como a percentagem de inibicdo nas culturas
submetidas ao tratamento em relagdo a proliferacdo das culturas controlo. Este
procedimento permitiu estabelecer curvas de dose-resposta e determinar a concentracao
dos compostos utilizados que inibe a proliferacdo das culturas em 50% (IC50). Os

resultados obtidos foram analisados e processados no programa OriginPro v. 8.0.
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2.2.4.2.

O ensaio clonogénico € uma técnica utilizada para determinar a sobrevivéncia
celular, que se baseia na capacidade de uma célula crescer e formar uma colo6nia, apds
submissdo a um tratamento, sabendo-se que uma colénia é constituida por, pelo menos,
cinquenta células [53]. Para este estudo foram semeadas 500 células por pogo para as
linhas C2BBel e WiDr e 700 células por poco para a linha LS1034, numa placa de seis
pocos e foram colocados 3 mL de meio de cultura em cada pogo. As condi¢Oes estudadas

neste ensaio para cada linha celular, estdo enumeradas e descritas na Tabela 2.2-A, B e C.

Tabela 2.2. CondicBes testadas em cada pogo para 0 ensaio clonogénico nas linhas celulares

C2BBel (A), LS1034 (B) e WiDr (C).

Avaliacao da sobrevivéncia celular através de ensaios clonogénicos

A
Condicso Concentragdo AA Concentragdo 5FU

(UM) (M)

1 - =

2 500 -

3 2000 =

4 5000 -

5 306,75 -

6 613,5 -

7 - 2,51

8 - 5,03

9 306,75 2,51

10 613,5 5,03

B
Condicao Concentracdo AA Concentracdo 5FU

(UM) (UM)

1 - =

2 1000 -

3 5000 =

4 20000 -

5 2012,64 -

6 4025,28 -

7 - 0,84

8 - 1,67

9 2012,64 0,84

10 4025,28 1,67
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C

Condicao Concentracdo AA Concentracéo 5FU

(M) M)

1 - =

2 500 -

3 2000 -

4 5000 -

5 4427,84 -

6 6641,76 -

7 - 0,71

8 - 1,06

9 4427,84 0,71

10 6641,76 1,06

Assim, para a realizacdo desta técnica, as células foram incubadas com cada um
dos compostos isoladamente ou em combinacdo, de acordo com a condicdo pretendida.
No caso da terapia isolada com AA, foi administrada uma concentragdo inferior a do
IC50 as 24 horas de incubacdo, obtido através do ensaio SRB (condi¢do 2), outra
concentracdo proxima desse valor de IC50 (condicdo 3) e outra superior (condicao 4). Na
terapia combinada, foram utilizadas duas combinacGes de AA e de 5FU que, de acordo
com os resultados de proliferacéo celular obtidos, foram aquelas para as quais obtivemos
um melhor valor de proliferagdo celular, pelo que foi escolhida uma combinacdo de
ambos os compostos para f=0,75, ou seja, em que h& maior proporcdo de AA do que de
5FU. Assim, as duas concentragcOes de cada composto foram administradas isoladamente
e em combinacdo para efeitos de comparacdo. O controlo realizado corresponde a
condigio ntimero 1, com culturas ndo tratadas (Tabela 2.2-A, B e C). E também de referir
que, nas situagBes em que foi administrado o 5FU, fez-se outro controlo para além do
referido, em que as células foram apenas tratadas com 15 pL de DMSO, volume maximo
de 5FU dissolvido em DMSO administrado nas diferentes condi¢6es. Cinco dias apds o
tratamento das culturas, o0 meio foi aspirado e substituido por meio novo e doze dias apos
o tratamento, foi feita a contagem das colonias. Para tal, o meio foi aspirado e as células
lavadas com 2 mL de PBS. Seguidamente foram adicionados 2 mL de metanol a cada
poco durante 5 minutos para fixar as colonias, procedimento que foi repetido uma vez.
Apos secagem das placas adicionaram-se 2 mL de corante violeta de cristal (Sigma,
C3886) (0,5% diluido em metanol). Apds os 5 minutos necessarios a acdo do corante, este
foi aspirado e as placas foram lavadas em agua tépida e deixadas a secar. O nimero de
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coldnias foi posteriormente contado, permitindo o calculo da plate efficiency e do fator de

sobrevivéncia pelas equacdes 4 e 5.

Plat o Niumero de colonias contadas 100 4
ate ef ficiency = — — X .
ff ; Nimero de colonias semeadas (eq )

. Plate ef ficiency das amostras tratadas
Fator de sobrevivéncia = — x100 (eq 5)
Plate ef ficiency das amostras controlo

2.2.5. CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo é uma técnica que permite a contagem de células, bem como
examinar e medir as suas caracteristicas fisicas e quimicas e de outras particulas
bioldgicas em suspensdo, através da dispersdo de luz ou fluorescéncia usando uma
lampada de mercurio ou laser [54]. Particulas como cristais ou p6 também induzem
difusdo de luz, pelo que, para a detecdo especifica de determinados alvos estes necessitam
de ser marcados com moléculas fluorescentes. Os lasers sdo utilizados para excitar o
corante, de modo a medir a intensidade de fluorescéncia para cada particula [54]. Assim,
direciona-se um feixe de luz de determinado comprimento de onda para um meio liquido
em fluxo. Varios detetores sdo apontados ao local onde o fluxo passa atraves do feixe de
luz: um situa-se na linha do feixe de luz (FSC, do inglés forward scatter) e varios estdo
perpendiculares a este (SSC, do inglés side scatter), além de um ou mais detetores
fluorescentes. Cada particula suspensa que passa através do feixe dispersa a luz de uma
forma e os corantes quimicos fluorescentes encontrados na particula ou a ela ligados
podem ser excitados emitindo luz de menor frequéncia (ou maior comprimento de onda).
Esta combinacado de luz dispersa e fluorescente é melhorada pelos detetores e, por analise
das flutuacdes de brilho de cada detetor (uma para cada pico de emissdo fluorescente), é
possivel obter varios tipos de informacdo sobre a estrutura fisica e quimica de cada
particula individual. A FSC correlaciona-se com o volume celular e a SSC depende da
complexidade interna da particula, ou seja, a forma do nucleo, a quantidade e tipo dos

granulos citoplasmaticos e a rugosidade da membrana [55].
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Neste trabalho, nos estudos que envolvem a administragcéo de AA isoladamente, a
citometria de fluxo foi utilizada para: i) a determinacdo e caracterizacdo da
apoptose/necrose através da dupla marcacdo com a anexina V (AV) e iodeto de propideo
(IP); ii) a determinacdo da presenca intracelular de espécies reativas de oxigenio,
nomeadamente de peroxidos, radical superdxido e glutationa. Em relacdo aos estudos que
envolvem a combinacdo de AA e 5FU, recorreu-se & mesma técnica para: i) a
determinacéo e caracterizacdo da apoptose/necrose através da dupla com AV e IP; ii) a
analise do ciclo celular. Optamos pela escolha destas sondas pois, no caso da terapia
isolada, 0 objetivo é a caracterizagcdo dos tipos de morte celular e identificacdo das
principais espécies envolvidas neste processo. No caso da terapia combinada ha um maior
interesse em perceber primeiramente se ha morte celular, a caracterizacdo do tipo de
morte celular e relacionar os resultados de proliferacdo celular com as alteragdes do ciclo
celular.

Para este estudo o tratamento aplicado foi o que consta na Tabela 2.3. Ao
contrario dos ensaios clonogénicos em que foram escolhidas duas condi¢cbes para a
terapia combinada, para a citometria de fluxo apenas utilizamos uma condicdo que
corresponde ao numero 7 da Tabela 2.3-A, B e C. A avaliacdo foi realizada 24 horas ap6s
a incubacdo das culturas celulares com AA (condigdes 1 a 4, Tabela 2.3-A, B e C) e ap06s
96 horas do tratamento das culturas com AA e 5FU (condicdes 1 e 5a 7, Tabela 2.3-A, B
e C). De realcar que a escolha do periodo de incubacdo de 96 horas e da combinacdo de
concentracfes a testar para a terapia combinada teve por base o0s resultados de
proliferacdo celular obtidos previamente, pelo que foi escolhida uma combinagdo de
ambos os compostos para f=0,75, ou seja, em que ha maior proporcado de AA do que de
5FU.

Para todas as marcacdes foram necesséarias aproximadamente 10° células. Para
analise e quantificacdo da informacédo utilizou-se um software especifico que corre em

computador dedicado (Machintosh Software, Paint-a-Gate 3.02).
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Tabela 2.3. Concentracfes de AA e 5FU testadas nas experiéncias de citometria de fluxo em
monoterapia e em terapia combinada nas linhas celulares C2BBel (A), LS1034 (B) e WiDr (C).

A
Condico Concentragdo AA Concentragéo 5FU
(UM) (M)
1 - o
2 500 -
3 1000 -
4 10000 -
5 613,5 -
6 - 5,03
7 613,5 5,03
B
Condicao Concentracdo AA Concentracdo 5FU
(UM) (M)
1 - =
2 1000 -
3 5000 -
4 20000 -
5 4025,28 -
6 - 1,67
7 4025,28 1,67
C
Condicéio Concentragdo AA Concentragédo 5FU
(UM) (LUM)
1 - o
2 500 -
3 2000 -
4 10000 -
5 6641,76 -
6 - 1,06
7 6641,76 1,06

2.2.5.1. Avaliacao da viabilidade celular

A extensdo da apoptose/necrose (morte celular) foram avaliados por citometria de

fluxo, através da dupla marcacdo com Anexina V com o fluorocromo isotiocianato de
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fluoresceina (FITC, do inglés fluorescein isothiocyanate) (AV-FITC) e iodeto de
propideo (IP). Este procedimento permite distinguir entre células vidveis e mortas e ainda,
saber 0 mecanismo predominate que determinou a morte celular (apoptose ou necrose).
Quando uma célula morre por apoptose, ocorre uma alteracdo da distribuicdo dos
fosfolipidos da bicamada lipidica que constitui a membrana plasmatica. Deste modo, a
fosfatidilserina (fosfolipido de carga negativa) sofre translocacdo do folheto interno para
o folheto externo da membrana celular. A AV tem a capacidade de se ligar a
fosfatidilserina, pois tem elevada afinidade por fosfolipidos de carga negativa. Assim,
quando a AV estd conjugada com o FITC, origina a detecdo da localizacdo de
fosfatidilserina na membrana celular e, consequentemente é possivel inferir se as células
estdo em apoptose. Por sua vez, células em necrose perdem a integridade da membrana
plasmética, sendo que o mesmo tambeém pode suceder nas fases mais avancadas da
apoptose. Esta rutura da membrana permite a entrada de IP para o meio intracelular. O IP
tem a capacidade de se intercalar no DNA e emite fluorescéncia, 0 que permite a sua
detecio [56]. E possivel entdo concluir que as células vivas apresentam-se negativas tanto
para a marca¢do com AV-FITC como para a marcagdo com IP, enquanto as células em
apoptose inicial apresentam-se positivas para a marcagdo com AV-FITC e negativas para
a marcacdo com o IP. Por outro lado, as células positivas para as duas marcacdes
encontram-se em apoptose tardia/necrose e as células que estdo em necrose apresentam-se
negativas para a marcagdo com AV-FITC e positivas para a marcagdo com o IP [57, 58].

De modo a executar esta avaliacdo as células foram centrifugadas (1300 G,
durante 5 minutos) e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi ressuspenso em PBS
e lavado por centrifugacdo nas condigdes referidas anteriormente. Seguidamente o
sedimento foi ressuspenso em 100 pL de tampdo de ligagdo frio (1x) (constituido por 0,01
M de Hepes [Sigma, H7523], 0,14 M de NaCl [Sigma, S7653] e 0,25 mM de CaCl,
[Sigma, C4901]), 2,5 pL de AV-FITC (Immunostep, ANXVF) e 1 pL de IP (kit
Immunostep) durante 15 minutos na auséncia de luz e a temperatura ambiente. Por ultimo
adicionaram-se 400 pL de tamp&o de ligacdo frio (1x). Posteriormente foi efetuada a
detecdo por citometria de fluxo utilizando um citometro FACSCalibur (Becton
Dickinson) equipado com um laser de argon e os comprimentos de onda de excitacdo de
525 e 640 nm para AV-FITC e para o IP, respetivamente. Os resultados foram expressos
em percentagem de células identificadas em cada uma das subpopulagdes e baseiam-se na
positividade e/ou negatividade de marcagéo para AV-FITC/IP.
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2.2.5.2. Avaliacao da producao intracelular de peroxidos

O composto 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH,-DA) tem sido
muito utilizado como marcador de stresse oxidativo devido a sua grande capacidade de se
difundir passivamente pela membrana plasmatica. Apos entrar nas células o DCFH,-DA é
hidrolisado por acdo de esterases a 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH), composto
que emite fluorescéncia quando é oxidado a 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF), sendo essa
oxidacdo realizada pelo peréxido de hidrogénio (Figura 2.13). A fluorescéncia é
proporcional a concentracdo de perdxidos intracelulares, nomeadamente do peroxido de
hidrogénio [59, 60].
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Figura 2.13. Mecanismo de esterificagio de DCFH,-DA a DCFH, seguido de
oxidacdo a DCF [59].

Com o intuito de realizar esta avaliacdo centrifugou-se a suspenséo celular (1300
G, durante 5 minutos) e o sobrenadante foi decantado. Seguidamente o pellet foi
ressuspenso em 1 mL de PBS e incubado durante 45 minutos no escuro e a 37°C com 1
uL de DCFH,-DA (Sigma, 35848) dissolvido em DMSO, de modo a obter a concentragéo
final de 5 uM. A suspensédo foi posteriormente lavada com PBS por centrifugacdo (1300
G, durante 5 minutos) e ressuspensa em 400 pL do mesmo. Finalmente foi feita a detecdo
por citometria de fluxo com uma excitacdo e emissao nos comprimentos de onda de 504 e
529 nm, respetivamente. Os dados obtidos foram depois analisados em termos de media

das intensidades de fluorescéncia (MIF) com normalizacdo relativamente ao controlo.
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2.2.5.3. Avaliacao da producao intracelular de radical superoxido

A avaliagdo da produgdo do radical superoxido foi efetuada com recurso ao
composto dihidroetidio (DHE). Este tem sido utilizado como sonda fluorescente para
detetar o radical superdxido, devido a sua especificidade para esse radical [59]. O DHE
atravessa facilmente as membranas celulares e é convertido pelo radical superéxido a
etidio, composto fluorescente de cor vermelha que se intercala no DNA, permanecendo
no interior da célula (Figura 2.14). Esta reacdo é relativamente especifica para o radical
superoxido, com oxidacdo minima pelo peroxido de hidrogénio, perdxido de nitrito ou

acido hipocloroso [61].
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Figura 2.14. Mecanismo de conversdo de dihidroetidio (DHE) a etidio (E"). O DHE é
convertido por agéo do radical superdxido a etidio, um composto fluorescente que se intercala
no DNA [59].

Para realizar este ensaio centrifugou-se a suspensédo celular (1300 G, durante 5
minutos) e uma vez retirado o sobrenadante, fez-se uma lavagem com PBS. O pellet foi
ressuspenso em 1 mL de PBS e foram adicionados 5 pL de DHE na concentragédo de 1
mM (Sigma, D7008) dissolvido em DMSO, de modo a obter uma concentracao final de 5
MM. Apds 15 minutos de incubagdo no escuro a 37°C a suspensédo foi lavada com PBS
por centrifugacdo (1300 G, durante 5 minutos) e ressuspensa com 400 puL do mesmo
tampdo. A detecdo foi realizada utilizando o comprimento de onda de excitacdo de 620
nm. Os dados obtidos foram depois analisados em termos de média das intensidades de

fluorescéncia (MIF) com normalizacdo relativamente ao controlo.
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2.2.5.4. Avaliacao da producdao intracelular de glutationa

De forma a avaliar a expressao intracelular de glutationa (GSH), uma defesa
antioxidante ndo enzimatica, foi utilizada a citometria de fluxo com recurso a um
composto fluorescente, o alaranjado de mercairio. Este composto liga-se
estequiometricamente aos grupos sulfidril, reagindo mais rapidamente com o GSH do que
com os grupos sulfidril das proteinas, dando origem a um produto de reacdo que emite
uma intensa fluorescéncia vermelha quando excitado com um laser de &argon no
comprimento de onda de 488 nm [62].

Para este procedimento, as células foram centrifugadas a 1300 G durante 5
minutos e foi descartado o sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet em 1 mL de PBS e
foram adicionados 4 pL de alaranjado de mercurio na concentracdo de 10 mM (Sigma,
M7750) diluido em acetona (Sigma, 34850). Homogeneizou-se a suspensdo e incubou-se
durante 15 minutos no escuro a 37°C. Apoés a incubacdo, a suspensdo foi lavada com
PBS, centrifugada a 1300 G durante 5 minutos e ressuspensa em 400 uL do mesmo,
sendo posteriormente guardada a 4°C. A detecdo foi realizada no citometro de fluxo no
comprimento de onda de 620 nm e os resultados obtidos foram analisados como MIF com

posterior normalizacdo relativamente ao controlo.

2.2.5.5. Avaliacao do ciclo celular

De forma a avaliar o ciclo celular serd utilizado um método que utiliza uma
solucdo de iodeto de propideo (IP) e RNase. O IP tem sido o composto mais utilizado
nestes estudos. Este composto tem a capacidade de se intercalar no DNA e no RNA pelo
que, s6 é possivel conseguir uma especificidade para a marcacdo do DNA através da
remocao do RNA pelo uso de RNase [63]. A quantificacdo do conteido de DNA permite
ndo sé distribuir as células pelas diferentes fases do ciclo celular, mas também
monitorizar o estado e a resposta aos tratamentos em pessoas com doengas cancerigenas
[64]. As analises de ciclo celular por citometria de fluxo sdo representadas em
histogramas de intensidade de fluorescéncia. As células de mamiferos caracterizam-se por
possuir trés tipos de populagcbes de acordo com a fase no ciclo celular, células nas fases
G2 e M que possuem o dobro do conteudo de DNA das células que estdo nas fases GO e

G1 e, por ultimo, ainda existem as células na fase S [65].
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Para este ensaio as células foram centrifugadas (1300 G, durante 5 minutos) e
descartou-se o sobrenadante. Adicionaram-se 200 uL de etanol a 70% com o tubo em
agitacdo no vortex e incubaram-se durante 30 minutos no escuro, a 4°C. Lavaram-se as
células com 2 mL de PBS, depois foram centrifugadas (1300 G, durante 5 minutos) e o
sobrenadante foi decantado. De seguida adicionaram-se 500 pL de PI/RNase solution
(Immunostep, PI/RNase) e incubaram-se durante 15 minutos no escuro a temperatura

ambiente. A detecdo foi feita utilizando o comprimento de onda de excitacdo de 488 nm.

2.2.6. AVALIAGAO DA PRESENCA DE DANOS AO NiVEL DO DNA

A eletroforese em microgel de agarose, também conhecida como o ensaio cometa,
devido a aparéncia de células individuais, € uma técnica simples e sensivel para a
avaliacdo de danos nas cadeias de DNA em células eucaritticas. Esta técnica foi
primeiramente descrita por Ostling & Johanson (1984), sendo realizada em condicGes de
pH neutro mas permitindo apenas verificar danos no DNA ao nivel de cadeias de dupla
hélice. Mais tarde, Singh et al. (1988) introduziu uma modificacdo que permitiu obter
também a informacéo acerca de danos em cadeias simples de DNA, nomeadamente, a
realizacao do procedimento em condi¢des alcalinas [66, 67].

No ensaio cometa células saudaveis e sem danos no seu DNA formam uma esfera
densa e compacta sem arrastamento de fragmentos, enquanto que as células cujo DNA
esteja danificado com quebras ao longo das cadeias formam uma cauda menos intensa
gue o ndcleo (que se assemelha a um cometa, dai 0 nome do ensaio) ao ser aplicada uma
diferenca de potencial, onde os fragmentos negativamente carregados migram para o
anodo durante a eletroforese. Neste ensaio, o tamanho e forma da cauda formada refletem
a extensdo dos danos causados pelo que, constitui uma forma de avaliagdo quantitativa,
uma vez que se consegue calcular a extensdo dos danos celulares podendo ser realizada a
analise com um software dedicado ou por classificagdo visual.

Este ensaio foi realizado para analisar a extensdo dos danos no DNA provocada
pelo AA nas células WiDr e verificar se ha diferencas na resposta a diferentes
concentracfes deste composto. Em todos os ensaios foram preparadas culturas controlo
em simultaneo, um controlo em que as células ndo foram sujeitas a tratamento e outro em

que houve administracdo de H,O,, correspondendo ao controlo positivo e duas condigcdes
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que correspondem a presenca de 2 e 5 mM de AA. Prepararam-se suspensdes celulares de
50000 celulas/mL e as células correspondentes ao controlo positivo foram expostas a 20
nM de uma solucéo de peroxido de hidrogenio (Panreac, 121076), durante 15 minutos a
4°C. Apds esse periodo, as células foram centrifugadas a 1300 G por 5 minutos e
ressuspensas em PBS num volume igual ao inicial, para que as células se mantivessem na
concentracdo de 50000/mL.

Laminas de vidro StarFrost® (26x76 mm) foram previamente cobertas com uma
fina camada de agarose de ponto de fusdo normal (APFN) a 1% (Sigma, A2790) em
apenas um dos lados e esperou-se que a agarose solidificasse. Posteriormente preparou-se
uma solucdo de agarose de baixo ponto de fusdo (ABPF) a 1% (Sigma, A9414) e num
eppendorf® adicionaram-se iguais proporcdes da suspensdo celular previamente preparada
e da agarose ABPF, homogeneizou-se e espalhou-se 1 mL sobre as laminas pré-cobertas
com APFN. Seguidamente, cobriu-se a suspensdo celular ja nas laminas com uma lamela,
deixou-se arrefecer a 4°C e durante 30 minutos, sendo posteriormente retirada a lamela da
agarose.

As laminas previamente preparadas foram incubadas durante toda a noite com a
solucdo de lise alcalina a 4°C, preparada de fresco, que contém 2,5 M de NaCl, 100 mM
de EDTA, 10 mM de Trizma base, 10% de DMSO e 1% de Triton® X-100.
Posteriormente as laminas foram submersas em tampdo de eletroforese, preparado de
fresco, com 300 mM de NaOH e 1 mM de EDTA com o pH>13, e deixou-se durante pelo
menos uma hora em equilibrio.

A eletroforese foi realizada num Gnico passo de 15 minutos com a diferenca de
potencial de 25V e com a corrente de 1A. Terminada a eletroforese, as laminas foram
embebidas em solucdo de neutralizacdo de Tris.HCI na concentracdo de 0,4 M durante 5
minutos. Este Gltimo passo foi repetido 3 vezes, sendo a cada vez descartada a solucao de
neutralizacao.

Com o auxilio de uma pipeta, dispensaram-se algumas gotas de brometo de etidio
(Bio-Rad, 161-0433) na concentracdo de 25 pg/mL sobre as laminas neutralizadas que
ficaram protegidas da luz durante 20 minutos a temperatura ambiente. Ao fim dos 20
minutos as laminas foram lavadas em &gua Mili-Q para remover o excesso de brometo de
etidio.

A andlise e aquisicdo de imagens foram feitas num microscopio de fluorescéncia

invertido com uma ampliacdo de 250x e com o filtro de excitacdo a 546 nm com uma
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lampada de mercdrio com uma poténcia de 100 Watt, sendo que a emissdo de
fluorescéncia foi monitorizada a 580 nm no refletor com um filtro a 590 nm.

A obtengdo e tratamento das imagens dos cometas foi efetuada com o auxilio do
software Motic Images versdo 2.0 (Microscope World). A anélise dos cometas foi
efetuada com recurso ao software TriTek CometScore™ Freeware v. 1.5, que permite o
calculo de dezassete parametros que contribuem para a compreensdo do grau de lesdo no
DNA. Assim, consideramos trés parametros que sdo essenciais neste tipo de analise, em
especial, 0 momento da cauda do cometa que relaciona a quantidade de DNA e sua
distribuicdo na cauda do cometa, 0 comprimento da cauda do cometa e a percentagem de

DNA presente na cauda.

2.3. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM® SPSS® v. 20.0
(IBM Corporation, Armonk, New York, USA). A avaliacdo da normalidade de
distribuicdo das variaveis quantitativas foi feita de acordo com o teste de Shapiro-Wilk.
Foram utilizados testes paramétricos no caso de se verificar uma distribuicdo normal e
testes ndo parameétricos no caso contrario.

Na analise de proliferagdo celular segundo o método SRB, os valores
experimentais obtidos foram ajustados a um modelo sigmoidal de dose-resposta

utilizando o software OriginPro v. 8.0:

100
1 + 1ﬂp-|:l|:|g:rn—:r}

Proliferagio (%) = (eq. 6)

onde x, corresponde ao valor que inibe a proliferagéo a 50% (ICsp). A comparacdo dos

valores obtidos entre diferentes condicOes terapéuticas dentro da mesma linha celular e
entre linhas celulares para a mesma condicdo terapéutica foi realizada segundo o teste
ANOVA de um fator, com compara¢bes maultiplas de acordo com a corre¢do de

Bonferroni.
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Na avaliacdo de tipo de morte celular e ciclo celular a comparacéo entre diferentes
condicdes terapéuticas para cada linha celular foi efetuada realizando o teste ANOVA de
um fator, no caso de existir normalidade da distribuicdo e homogeneidade das variancias,
ou o teste de Kruskal-Wallis em caso contrério. As compara¢des multiplas seguiram a
correcdo de Bonferroni.

Na comparacao entre condicOes terapéuticas de producdo de ROS e capacidade
clonogénica, a comparacdao com o controlo foi realizada segundo o teste t de Student para
uma média, enquanto que nas comparacdes entre as restantes condi¢fes foi utilizado o
teste ANOVA de um fator ou o teste de Kruskal-Wallis (selecdo do teste segundo 0s
critérios anteriores). As compara¢Ges multiplas foram obtidas segundo a correcdo de
Bonferroni.

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

RESULTADOS!

! Os resultados apresentados ao longo deste capitulo foram obtidos em co-autoria com a Mestre
Salomé Pires.






3.1. ESTUDOS IN VITRO

3.1.1. MONOTERAPIA COM VITAMINA C E 5-FLUOROURACILO

Os procedimentos descritos anteriormente foram executados de forma a, numa
primeira fase, obtermos informacdo acerca do potencial terapéutico do AA, para
posteriormente podermos relacionar os seus efeitos com os efeitos citotoxicos do 5FU ao

nivel da terapia combinada.

3.1.1.1. Avaliacao da proliferacéo celular

O ensaio do SRB permitiu obter valores de proliferacéo celular em percentagem,
relativa a culturas celulares que ndo foram sujeitas a qualquer tratamento, as quais se
atribuiu um valor de proliferacdo de 100%. Estes valores permitiram tracar curvas de

dose-resposta, que estdo apresentadas ao longo da sec¢édo 3.1.1.

3.1.1.1.1. Efeito da vitamina C

Com o intuito de determinar o efeito citotoxico do AA nas culturas celulares das
linhas C2BBel, LS1034 e WiDr, as células foram incubadas com concentrag¢@es varidveis
entre 0,25 mM a 20 mM. A Figura 3.15-A, B e C mostra as curvas dose-resposta para
cada linha celular, apds 24, 48, 72 e 96 horas de exposicdo ao AA. Para tracar estas
curvas utilizou-se como termo de comparacao as culturas celulares controlo, ou seja, as
células que ndo foram sujeitas a qualquer tratamento, as quais se atribuiu o valor de
proliferacdo celular de 100%.

As curvas de dose-resposta foram calculadas pelo software OriginPro v. 8.0, o que
através do processamento dos resultados obtidos permitiu obter a curva sigmoidal que
melhor se ajusta aos resultados experimentais e forneceu a equagdo da mesma. Assim, foi
possivel calcular a concentracdo de AA gue inibe em 50% a proliferacdo celular para as

linhas celulares em estudo. Estes valores estdo apresentados na Tabela 3.4-A, Be C.
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Figura 3.15. Curvas de dose-resposta das células das linhas celulares C2BBel (A), LS1034 (B) e
WiDr (C) a incubacdo com AA. Apds 24, 48, 72 e 96 horas de incubagdo com AA, determinou-se
a proliferacdo celular em percentagem (%) em funcdo do logaritmo da concentracdo do AA,
tendo-se obtido as respetivas curvas de dose-resposta.

Como se pode observar nos graficos da Figura 3.15 o AA induz diminuicdo da
proliferacéo celular de um modo dependente da dose e da linha celular.

Na linha celular C2BBel verifica-se uma diminuicdo da proliferacdo com o
aumento do tempo de incubacdo, de modo que ha uma diminuicdo do IC50 as 72 (645,5
KMM) e 96 horas de incubacgdo (818,80 uM) relativamente ao IC50 obtido as 24 (950,61
HM) e 48 horas (950,18 uM), embora sem significado estatistico. Contrariamente ao que
acontece na linha celular C2BBel, nas linhas celulares LS1034 e WiDr verifica-se um
aumento do IC50 as 72 e 96 horas de incubacao, relativamente ao que se regista as 24 e
48 horas. Nas células LS1034 esse aumento € significativo tanto as 72 horas (p=0,001),
como as 96 horas (p<0,001). Nas células WiDr, esse aumento ¢ significativo as 72

(p=0,001) e 96 horas (p<0,001) relativamente as 48 horas de incubacdo, sendo que a
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diferenca entre o IC50 registado as 72 e 96 horas também é estatisticamente significativa
(p<0,001).

De um modo geral, obtivemos valores de IC50 inferiores na linha celular
C2BBel. De facto, estes foram, para todos os periodos de incubacdo, significativamente
inferiores (p<0,001) aos valores de 1C50 obtidos nas células LS1034. Adicionalmente, em
comparagao com as células WiDr os valores de 1C50 das células C2BBel foram também
significativamente inferiores para as 24 (p=0,006) horas e 48 horas (p=0,041) de
incubacéo, assim como, para 72 horas e 96 horas de incubacgéo (p<0,001). Por outro lado,
a linha celular que necessitou de maior concentracdo de AA para reduzir em 50% a
proliferacdo celular foi a LS1034, sendo os valores de 1C50 obtidos significativamente
superiores aos das células WiDr (p<0,001 as 24 e 72 horas de incubacdo e p=0,001 as 48

horas de incubacéo) e C2BBel como se depreende pelo que foi indicado anteriormente.

Tabela 3.4. Valores de IC50 obtidos na incubagdo das linhas celulares C2BBel (A), LS1034 (B)
e WiDr (C) com AA durante 24, 48, 72 e 96 horas. Estdo também representados os valores de r’e
intervalos de confianca obtidos.

A
Tempo de incubagfo (h) 1C50 (uM) r* Intervalo de confianca (UM)
24 94991 0,91 [643,19 ; 1404,95]
C2BBel 48 950,16 0,99 [824,48 ; 997,10]
72 64551 0,92 [483,10 ; 717,02]
96 818,80 0,96 [712,50 ; 864,57]
B
Tempo de incubacdo (h) IC50 (uM) r* Intervalo de confianca (UM)
151034 24 484587 0,98 [4305,84 ; 5453,59]
48 4330,75 0,99 [3938,41 ; 4494,58]
72 9112,74 0,98 [6896,12 ; 10162,32]
96 5367,04 0,96 [4324,63 ; 5839,95]
C
Tempo de incubagdo (h) IC50 (uM) r* Intervalo de confianca (LM)
WiDr 24 2285,72 0,98 [1574,28 ; 3318,61]
48 158791 0,94 [989,26 ; 1910,73]
72 2552,33 0,98 [2189,95 ; 2698,05]
96 5903,79 0,93 [4464,30 ; 6585,71]
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3.1.1.1.2. Efeito do 5-Fluorouracilo

De modo a avaliar a citotoxicidade provocada pelo 5FU nas trés linhas celulares,
este foi administrado em concentragfes entre 0,5 uM a 480 pM. O ensaio SRB foi
realizado ap6s 24, 48, 72 e 96 horas da administracdo do mesmo. A Figura 3.16-A, Be C
representa as curvas de dose-resposta de cada uma das linhas celulares ao tratamento com
5FU para os tempos de incubacéo referidos.

Para obter as curvas de dose-resposta do 5FU utilizaram-se como termos de
comparacdo as culturas celulares controlo, submetidas ao tratamento com o veiculo de
administracdo do mesmo (DMSO), as quais se atribuiu o valor de 100%.

As curvas de dose-resposta foram calculadas pelo software OriginPro v. 8.0, que
atraves do processamento dos resultados obtidos permitiu obter a curva de melhor ajuste
aos resultados experimentais e forneceu a equagdo da mesma. Calculou-se o IC50 para o
5FU nas quatro condi¢Ges sempre que o0 ajuste o permitiu, estando 0s respetivos valores
apresentados na Tabela 3.5-A, Be C.

404 404

A = 24h B
401 140 = 24h
140 ® 48h ® 48h
A 72h A 72
1204 v 9h 1204 v 9h
I -|IV ;’ E * E 100 i
- 1004 — 1004 I
g 100 1 1 - g t
T b 5
= — 1 =
E 80 o Sy { E 804
g =4 g
£ o =l I & 6o
S 604 . 7
g TN - 2
g ¥ I S T § 8
= Ly §. % =
= I £
£ E =

T % E
\Lfm;

204 204

T T 1 3 Y z ! c z cz !
25 30 35 40 45 50 55 60 25 30 35 40 45 30 5.5 6.0

Concentragiio (log([nM])) Concentracio (log([nM]))

C

140 4

1204 }

100

72h
96h

4 > en

80 <

60 <

40

Proliferagio celular (%)

204

Concentracio (log([nM]))
Figura 3.16. Curvas de dose-resposta das células das linhas celulares C2BBel (A), LS1034 (B) e
WiDr (C) a incubagdo com 5FU. Apos 24, 48, 72 e 96 horas de incubagdo com 5FU, determinou-

se a proliferacdo celular em percentagem (%) em funcdo do logaritmo da concentrac¢do do 5FU,
tendo-se obtido as respetivas curvas de dose-resposta.
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N&o foi possivel calcular a concentracdo de 5FU correspondente ao IC50 para 24 e
48 horas de incubacdo na linha C2BBel e para 24 horas de incubacdo na linha WiDr. De
facto, como se pode verificar na Figura 3.16-A, as curvas de melhor ajuste aos valores
experimentais referentes as 24 e 48 horas nao se aproximam de y=50, 0 mesmo verifica-
se na Figura 3.16-C na curva relativa as 24 horas.

Nas trés linhas celulares verifica-se uma diminui¢do do valor do IC50 ao longo do
tempo. Na linha celular C2BBel verificou-se através da andlise estatistica que esta
diminuicdo do valor de IC50 é significativa (p=0,025), no entanto, ndo foi possivel
determinar o intervalo de significado estatistico. Ao nivel da linha celular LS1034
podemos observar através da analise da Tabela 3.5-B que hd um aumento do IC50 das 24
para as 48 horas de incubacdo que, contudo, ndo é significativo. As 72 e 96 horas o 1C50
diminui significativamente (p<0,001) em relacdo aos valores obtidos as 24 e 48 horas.
Nas células WiDr, o IC50 diminui & medida que aumenta o tempo de incubacdo, havendo
sempre significado estatistico entre cada periodo de incubagdo (p<0,001 para diferenca
entre 0 IC50 as 48 e 72 horas e entre as 48 e 96 horas de incubacdo e p=0,004 para a
diferenca entre o IC50 as 72 e 96 horas de incubacéo).

De uma forma geral, as 72 e 96 horas de incubagdo, os valores de IC50 obtidos na
linha celular C2BBel s&o significativamente superiores aos das células LS1034 (p=0,013
para as 72 horas e p=0,016 para as 96 horas) e WiDr (p=0,001 para as 72 horas e p<0,001
para as 96 horas). Também o valor de 1C50 obtido nas células LS1034 as 96 horas é

significativamente superior (p=0,042) ao obtido nas células WiDr.

Tabela 3.5. Valores de IC50 obtidos para a incubacdo das linhas celulares C2BBel (A), LS1034
(B) e WiDr (C) com 5FU durante 24, 48, 72 e 96 horas. Estdo também representados os valores
de r* e intervalos de confianca obtidos.

A
Tempo de incubacdo (h)  IC50 (UM) r° Intervalo de confianca (UM)
24 * * -
C2BBel 18 - r -
72 58,05 0,80 [27,12 ; 124,23]
96 20,14 0,88 [10,24 ; 25,74]
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Tempo de incubagéo (h)  IC50 (uM) r° Intervalo de confianca (LM)

24 159,69 0,70 [64,16 ; 397,44]
151034 48 238,01 0,86 [104,79 ; 320,45]
72 15,39 0,93 [8,76 ; 18,89]
96 6,69 0,96 [4,28 ;7,87]
C
Tempo de incubacdo (h)  IC50 (UM) r° Intervalo de confianca (LM)
: 24 * * 3
WiD
o 48 44242 0,90 [235,09 ; 832,59]
72 10,53 0,94 [6,17 ; 12,78]
96 2,82 0,94 [1,55; 3,50]

* - Ndo foi possivel calcular.

3.1.1.2. Avaliagdo da sobrevivéncia celular

A partir do ensaio SRB é possivel determinar a citotoxicidade de um composto,
uma vez que este método se baseia na sintese proteica total das células apos a exposicao a
esse agente. No entanto, nesta técnica, o periodo de crescimento das células apos a
exposicao ao composto é reduzido. Deste modo, o0 ensaio clonogénico apresenta-se como
uma técnica que complementa o ensaio SRB na medida em que permite avaliar a
sobrevivéncia celular, isto é, a capacidade de células individuais formarem coldnias, apos
um periodo de tempo maior durante o qual as células podem crescer. Este ensaio foi
efetuado para verificar o efeito do AA em monoterapia ao fim de 12 dias.

O gréfico da Figura 3.17 expressa a percentagem de col6nias formadas na
presenca de AA em cada condigdo testada, calculada em rela¢do as culturas controlo. No
caso das linhas celulares C2BBel e WiDr as concentrac@es de AA testadas foram 0,5, 2 e
5 mM. Para a linha celular LS1034 utilizamos as concentracfes 1, 5 e 20 mM.

Com os resultados obtidos verifica-se que em todas as linhas celulares, a presenca
de AA interfere com a capacidade de crescimento e formacdo de coldnias. Na linha
celular C2BBel o fator de sobrevivéncia diminui com o aumento da concentracdo deste
composto, sendo esta diminuicdo significativa em relacdo ao controlo, para todas as

concentracOes de AA testadas (p=0,002 na situacdo em que esta presente 0,5 mM de AA
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e p<0,001 nas restantes condi¢des). O mesmo acontece no caso da linha celular LS1034
(p=0,004 na situacdo em que estd presente 1 mM de AA e p<0,001 nas restantes
condicOes). Relativamente as células WiDr, denota-se uma diminui¢do significativa do
fator de sobrevivéncia quando as células foram incubadas com 2 mM (p=0,006) e com 5
mM de AA (p<0,001). Quando as trés linhas celulares estdo na presenca de 5mM de AA
(condicdo comum as trés linhas celulares), o fator de sobrevivéncia € inferior nas células
LS1034 e WiDr. No entanto, ndo foi possivel comparar os valores obtidos entre linhas
celulares pois, para tal as concentragdes utilizadas teriam de ser todas iguais.

Registam-se também diferencas significativas na capacidade de formacdo de
colonias entre as condi¢des correspondentes a menor e @ maior concentracdo de AA nas
células C2BBel (p<0,001), LS1034 (p=0,036) e WiDr (p=0,042).
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Figura 3.17. Analise da viabilidade celular das linhas C2BBel, LS1034 e WiDr por
ensaio clonogénico. As linhas celulares C2BBel e WiDr foram expostas as
concentracBes 0,5, 2 e 5 mM de AA e a linha LS1034 foi sujeita as concentracdes 1,
5 e 20 mM de AA e a formagdo de colonias foi quantificada ao 12.° dia apés o
tratamento. O grafico expressa a média e o erro padrdo e percentagem de col6nias
formadas em relagdo ao controlo de pelo menos 3 experiéncias independentes. As
diferencas estatisticamente significativas estdo assinaladas com * p<0,05; ** p<0,01;
*** n<0,001. Foi considerado um nivel de significancia de 0,05.

61



3.1.1.3. Citometria de fluxo

3.1.1.3.1.  Avaliagédo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi analisada com recurso a dupla marcacdo com AV e IP
por citometria de fluxo. Como foi referido anteriormente, esta marcacdo permite a
distincdo entre diferentes populagdes celulares: células viaveis (V), células em apoptose
inicial (Al), células em apoptose tardia e necrose (AT/N) e células em necrose (N). Este
ensaio foi realizado para avaliar o tipo de morte celular quando as células estdo sob o
efeito de AA isoladamente. Os graficos da Figura 3.18 representam as diferentes
populacdes identificadas em cada uma das condicGes testadas para as linhas celulares
C2BBel (A), LS1034 (B) e WiDr (C).

Como é possivel verificar na Figura 3.18 os estudos da viabilidade celular/morte
celular realizados por citometria de fluxo, revelaram que o AA induz uma diminuicdo da
populacao de células viaveis e aumento do nimero de células em apoptose tardia/necrose
de um modo dependente da concentracdo de AA nas trés linhas celulares. Verifica-se na
linha celular C2BBel que a populagdo de células viaveis no controlo corresponde a 73%,
sendo que ap6s 24 horas de tratamento e com 10 mM de AA diminuiu para 12%
(p<0,001). Ao nivel da morte celular obtida, verifica-se que a populacdo de células em
apoptose inicial aumenta significativamente (p=0,022) a medida que a concentracdo de
AA sobe, no entanto, ndo foi possivel determinar o intervalo de concentragdes para o qual
este aumento ¢é significativo. Relativamente a morte celular por apoptose tardia/necrose, a
populacéo celular nesta condi¢do aumenta significativamente entre as condi¢des controlo
e 10 mM de AA (p=0,002), 0,5 mM e 10 mM de AA (p=0,001), e 1 mM e 10 mM de AA
(p=0,017). Apesar de, pela analise do grafico da Figura 3.18-A, podermos observar que a
morte por necrose aumenta quando as células estdo na presenca de 10 mM de AA, este
aumento nao é estatisticamente significativo.

Na linha celular LS1034, o controlo possui uma populacdo de células viaveis de
77%, diminuindo de forma estatisticamente significativa esta populagdo para 45% apos
tratamento com 20 mM de AA durante 24 horas (p<0,001). E possivel observar na Figura
3.18-B um aumento da populacdo celular em apoptose inicial na concentracdo 20 mM de
AA significativo (p=0,005) em comparagdo ao controlo. O mesmo se verifica para a

populacdo em apoptose tardia/necrose (p=0,002). E possivel verificar a existéncia de uma
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percentagem considerdvel de células em necrose no controlo o que, contudo, acontece
também nas trés condicdes testadas.

Nas células WiDr a populagdo celular viavel no controlo é 87% mas apo0s
tratamento com 10 mM de AA esta populacdo diminuiu para 35% (p=0,005). Tal como o
que aconteceu nas celulas C2BBel, o incremento da concentragdo de AA provocou uma
alteracéo significativa (p=0,033) ao nivel da populacao celular em apoptose inicial, apesar
de ndo ter sido possivel identificar o intervalo de concentracdes de AA para o qual o
aumento de células em apoptose inicial € significativo. A concentracdo de 10 mM de AA
provocou um aumento de células em apoptose tardia/necrose relativamente ao controlo
(p=0,038) e a concentracdo de 0,5 mM de AA (p=0,011). Pela analise do gréfico da
Figura 3.18-C, constatamos que na concentracao de 10 mM de AA ha um grande aumento

da populacéo celular em necrose face a que se observa no controlo (p=0,002).
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Figura 3.18. Avaliacdo da viabilidade celular por citometria de fluxo recorrendo a dupla
marcagdo com AV e IP. Os resultados estdo representados na forma de percentagem (%) de
células viaveis (V), em apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose
(N), 24 horas ap6és a incubacdo das C2BBel (A), LS1034 (B) e WiDr (C) com AA. Os

resultados exprimem a média e o desvio padrdo de pelo menos trés experiéncias
independentes.
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3.1.1.3.2.  Avaliagédo da producdo de ROS

Atendendo ao envolvimento das ROS nos efeitos citotoxicos do AA [24], [29],
procedeu-se a avaliagdo da producdo intracelular de radical superdxido e de peroxidos
utilizando para tal as sondas DHE e DCFH,-DA, respetivamente. Nestes ensaios testou-se
unicamente o efeito do AA isoladamente, pois pretende-se averiguar nesta fase quais as
espécies envolvidas nos efeitos citotoxicos provocados pela vitamina C.

No que diz respeito a producdo intracelular de radical superdxido, os resultados
obtidos nas trés linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr estdo representados no grafico
da Figura 3.19, estando expressos em relacéo ao controlo, ao qual se atribuiu o valor de 1.
E possivel verificar que na linha C2BBel se regista um aumento significativo (p<0,001)
da producéo de radical superoxido da concentracdo de 0,5 mM para 1 mM e de 0,5 mM
para 10 mM de AA, assim como de 1 mM para 10 mM (p=0,03).

Na linha celular LS1034 constata-se que nédo existem variagOes significativas na
producdo do radical a medida que aumenta a concentracdo de vitamina C.

Nas células WiDr ha uma tendéncia para o aumento da producdo da espécie
avaliada & medida que a concentracdo de AA aumenta, sendo este aumento significativo
relativamente a situagao controlo quando a concentracdo de AA ¢ 2 mM (p=0,018) e 10
mM (p=0,048). Adicionalmente verifica-se que a diferenca na producdo intracelular de

O, entre a concentracdo de 0,5 mM e 10 mM de AA é também significativa (p=0,01).
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Figura 3.19. Avaliacdo da producdo intracelular de radical superoxido por citometria de fluxo
recorrendo a marcacdo com DHE. O estudo foi efetuado nas células C2BBel, LS1034 e WiDr
tratadas com AA. Para cada condicdo, os resultados sdo expressos em relacdo ao controlo
(corresponde a 1) e exprimem a média e o desvio padrdo de pelo menos quatro experiéncias
independentes. As diferengas estatisticamente significativas estdo assinaladas com * p<0,05;
*** n<0,001. Foi considerado um nivel de significancia de 0,05.
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Os resultados obtidos relativamente a produgdo de perdxidos nas trés linhas
celulares C2BBel, LS1034 e WiDr estdo representados no grafico da Figura 3.20,

estando expressos em relagcdo ao controlo, ao qual se atribui o valor de 1.
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Figura 3.20. Avaliacdo da producéo intracelular de peréxidos por citometria de fluxo recorrendo
a marcagdo com DCFH,-DA. O estudo foi efetuado nas células C2BBel, LS1034 e WiDr tratadas
com AA. Para cada condicdo, os resultados sdo expressos em relagdo ao controlo (corresponde a
1) e exprimem a média e o desvio padrdo de pelo menos trés experiéncias independentes. As
diferencas estatisticamente significativas estdo assinaladas com * p<0,05; *** p<0,001. Foi
considerado um nivel de significancia de 0,05.

Podemos verificar que na linha celular C2BBel ha uma diminuic¢do da producao
de peroxidos a medida que a concentragdo de AA aumenta, sendo esta diminuicédo
significativa relativamente ao controlo quando as células estdo na presenca de 1 mM
(p=0,03) e de 10 mM (p<0,001) de AA. Também a diferenca obtida entre as
concentracdes 0,5 e 10 mM de AA é significativa (p=0,01).

As células LS1034 respondem a presenca de AA com uma ligeira diminuicdo da
producdo de perdxidos quando este é administrado nas concentragcdes de 1 mM e de 20
mM, registando-se um aumento, também sem significado estatistico, na concentracdo de
5 mM.

Na linha WiDr verifica-se uma tendéncia para o aumento da producdo de
perdxidos para as concentraces de AA mais baixas (0,5 mM e 2 mM), e diminui¢do na

concentracdo de 10 mM, embora ndo exista qualquer relevancia estatistica.
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3.1.1.3.3. Avaliacdo da expressdo de glutationa livre

Os resultados da avaliagdo da expressdo intracelular de glutationa nas linhas
celulares estdo representados no grafico da Figura 3.21, estando expressos em relacdo ao
controlo, ao qual se atribui o valor de 1. Pelo facto da variagéo da presenca de GSH livre
estar relacionada com a producdo de ROS, também nesta situacdo avaliou-se o efeito do

AA isoladamente.
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Figura 3.21. Avaliacdo da concentragéo intracelular de GSH livre por citometria de fluxo
recorrendo a marcacdo com o alaranjado de mercario. O estudo foi efetuado nas células
C2BBel, LS1034 e WiDr tratadas com AA. Para cada condicdo, os resultados sdo expressos
em relacdo ao controlo (corresponde a 1) e exprimem a média e o desvio padrdo de pelo
menos quatro experiéncias independentes. As diferencas estatisticamente significativas estdo
assinaladas com * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Foi considerado um nivel de significancia
de 0,05.

De uma forma geral, a expressdo de GSH tem tendéncia a aumentar ligeiramente
relativamente ao controlo quando o AA esta presente na concentracdo mais baixa e a
diminuir a medida que a concentracdo de AA aumenta.

A utilizagdo de 10 mM de AA na linha C2BBel e de 2 mM e 10 mM na linha
WiDr sdo suficientes para introduzir diferengas na concentracdo de GSH livre
relativamente ao controlo (p<0,001, p=0,006 e p=0,012 respetivamente). Também em
ambas as linhas celulares se verifica uma diminuicdo significativa da presenca de GSH
livre entre as concentragdes 0,5 mM e 10 mM de AA (p=0,012 para C2BBel e p=0,01
para WiDr). Na linha celular LS1034 n&o se verifica a existéncia de variagoes

significativas na expressao de GSH com o aumento da concentrac¢ao de vitamina C.
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3.1.1.4. Avaliacao de danos no DNA pelo ensaio cometa

De modo a avaliar se 0 AA tem efeitos nocivos ao nivel do DNA nas células
WiDr, efetuou-se o ensaio cometa. De referir que, por questdes experimentais, estes
resultados sdo preliminares e representam uma experiéncia independente. A analise das
imagens obtidas foi efetuada de forma qualitativa, pela analise visual dos graficos, e de
forma quantitativa através de trés parametros: 0 momento da cauda do cometa (MC), a
percentagem de DNA na cauda (% DNA) e o comprimento da cauda (CC) do cometa.
Tendo em conta que 0 momento da cauda representa o produto entre a % DNA e o CC,
dar-se-a4 maior énfase a este parametro, visto que permite analisar os resultados em termos
de extensdo de dano (pelo CC) e de quantidade de dano (pela % DNA) [68]. Na Figura
3.22 representam-se as imagens dos cometas obtidas para as quatro condi¢Bes a que as

celulas foram sujeitas.

Figura 3.22. Imagens dos cometas da linha celular WiDr as 24 horas de incubacéo,
obtidas para cada condicdo a que as células foram sujeitas: (A) controlo positivo,
células sujeitas a 20 nM de perdxido de hidrogénio, (B) controlo, células ndo
sujeitas a tratamento com AA, (C) células sujeitas a 2 mM de AA, (D) células
sujeitas a 5 mM de AA.
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Através de uma analise qualitativa da Figura 3.22 é possivel verificar que a linha
celular WiDr é suscetivel a danos ao nivel do DNA quando sujeita ao tratamento com
AA. Observa-se aumento do tamanho da cauda dos cometas com a presenca de maiores
concentracfes de AA, ou seja, 0 aumento da concentragdo deste composto parece
favorecer uma maior extensdo de danos no DNA.

Os gréficos da Figura 3.23, Figura 3.24 e Figura 3.25 representam as diferencas ao
nivel do momento da cauda, percentagem de DNA na cauda e tamanho da cauda dos
cometas, obtidas em cada uma das condi¢des. Podemos verificar que, de facto, o aumento
da concentracdo de AA provoca o aumento de cada um dos pardmetros, ou Seja, parece
haver uma tendéncia ao aumento dos danos no DNA desta linha celular com a presenca

de concentragdes crescentes de AA.
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Figura 3.23. Momento de cauda obtido para as populaces presentes em cada
condi¢do. No gréfico estdo representados os valores de momento de cauda
obtidos para as condic¢des controlo, em que ndo houve qualquer tratamento das
células e controlo positivo e as condigdes em que houve administragdo de 2 mM
e 5 mM de AA. Os valores discrepantes encontram-se assinalados com o e *.
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Figura 3.24. Percentagem de DNA presente nas caudas dos cometas presentes
em cada condicdo. No grafico estdo representadas as percentagens de DNA
presente na cauda dos cometas obtidos para as condigBes controlo, em que nédo
houve qualquer tratamento das células e controlo positivo e as condi¢cdes em que
houve administragdo de 2 mM e 5 mM de AA. Os valores discrepantes
encontram-se assinalados com o.
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Figura 3.25. Comprimento das caudas dos cometas obtidos para cada condicdo.
No gréfico estéo representados os valores de comprimento da cauda dos cometas
obtidos para as condic¢bes controlo, em que ndo houve gualquer tratamento das
células e controlo positivo e as condi¢cbes em que houve administragdo de 2 mM
e 5 mM de AA. Os valores discrepantes encontram-se assinalados com o e *.
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3.1.2. TERAPIA COMBINADA

Uma vez efetuada a avaliacdo do efeito anti-proliferativo/citotoxico do AA e do

5FU em monoterapia foi analisado o efeito da combinacéo deste par de compostos.

3.1.2.1. Avaliagéo da proliferacéo celular

Este estudo, que permite avaliar os efeitos da combinagdo dos dois compostos ao
nivel da capacidade de proliferar das células, foi também efetuado pelo ensaio
colorimétrico do SRB, ap0ds 48, 72 e 96 horas de incuba¢do com ambos os compostos, de
acordo com as duas metodologias de administracdo referidas no Capitulo Materiais e
Métodos.

Na Figura 3.26, Figura 3.27 e Figura 3.28 estdo apresentados os resultados obtidos
na proliferagdo das linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr tratadas com a combinagédo
de AA e 5FU para f = 0,5 (A) e f = 0,75 (B) durante 48, 72 e 96 horas. Para tragar as
curvas dose-resposta foi utilizado como termo de comparacdo as culturas celulares
controlo, ou seja, as células que ndo foram sujeitas a qualquer tratamento, as quais se

atribuiu o valor de proliferacdo celular de 100%. As curvas de dose-resposta foram
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calculadas pelo software OriginPro v. 8.0, que através do processamento dos resultados
obtidos permitiu obter a curva de melhor ajuste aos resultados experimentais e forneceu a
equacdo da mesma. Assim, foi possivel calcular as concentragdes de AA e 5FU em
combinagdo que inibe em 50% a proliferacdo celular para as linhas celulares em estudo.

Estes valores estdo apresentados na Tabela 3.6, Tabela 3.7 e Tabela 3.8.
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Figura 3.26. Curvas de dose-resposta das células da linha celular C2BBel a incubagédo

com AA e 5FU. Apos 48, 72 e 96 horas de incubagdo com AA e 5FU, determinou-se a

proliferacdo celular em percentagem (%) em funcdo do logaritmo da constante a para f =

0,5 (A) e f =0,75 (B), tendo-se obtido as respetivas curvas dose-resposta.
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Figura 3.27. Curvas de dose-resposta das células da linha celular LS1034 a incubacdo
com AA e 5FU. Apds 48, 72 e 96 horas de incubacdo com AA e 5FU, determinou-se a
proliferacdo celular em percentagem (%) em funcdo do logaritmo da constante a para f =
0,5 (A) e f=0,75 (B), tendo-se obtido as respetivas curvas dose-resposta.
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Figura 3.28. Curvas de dose-resposta das células da linha celular WiDr a incubagdo com
AA e 5FU. Apos 48, 72 e 96 horas de incubacdo com AA e 5FU, determinou-se a

T
0,0

log(a)

120 =

1004 h

Proliferacdio celular (%)

80+

60 o

404

= 48h
1 s 72h
4 96h

20 AN

-0.8

T T
-0.4 0.0

log(a)

proliferacdo celular em percentagem (%) em funcao do logaritmo da constante a para f =
0,5 (A) ef=0,75 (B), tendo-se obtido as respetivas curvas dose-resposta.

Verificamos com este ensaio que, ao contrario do que acontece na monoterapia

com AA, em todas as linhas celulares hd uma diminuicdo do valor do IC50 relativo ao

composto AA, a medida que aumenta o periodo de incubac&o.

Tabela 3.6. Valores de IC50 obtidos com a incubacdo da linha celular C2BBel com a

combinacdo de AA e 5FU para f=0,5 (A) e f=0,75 (B) durante 48, 72 e 96 horas. Estdo também
representados os valores de r? e intervalos de confianca obtidos.

A
f=05
Tempo de IC50 (uM) 2 Intervalo de confianca (UM)
incubacdo (h)  Ap  sFU AA 5FU
C2BBel
48 745,30 18,33 1,00 [105,10;5285,3] [1,44;232,91]
72 24523 6,03 0,97 [16,61;3620,14] [0,50;72,97]
96 12538 3,08 0,89 [7,5;2096,80] [0,21;44,56]
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f=0,75
Tempo de IC50 (uM) , Intervalo de confianca (UM)
incubacao (h) AA 5EU d AA 5EU
C2BBel
48 841,61 690 0,99 [154,97;4570,65] [0,07;642,08]
72 637,90 523 0,99 [228,17;1783,42] [0,09;323,36]
96 160,20 1,31 0,93 [5,35;4800,80] [0,003;683,50]

Tabela 3.7. Valores de IC50 obtidos com a incubacédo da linha celular LS1034 com a combinacao
de AA e 5FU para f=0,5 (A) e f=0,75 (B) durante 48, 72 e 96 horas. Estdo também representados
os valores de r’ e intervalos de confianca obtidos.

A
f=0,5
Tempo de IC50 (uM) ) Intervalo de confianca (LM)
. ~ r
incubagéo (h) AA 5FU AA 5FU
LS1034
48 5042,90 6,29 0,98 [655,05;38822,61] [0,71;55,82]
72 5057,32 6,31 0,95 [652,43;39201,85] [0,71;56,17]
96 1179,98 1,47 0,87 [63,98;21760,77] [0,1;22,01]
B
f=0,75
Tempo de IC50 (uM) , Intervalo de confianca (M)
incubacéo r
() AA 5FU AA 5FU
LS1034
48 6164,55 2,56 0,99 [2211,89;17180,61] [0,05;125,65]
72 3269,88 1,36 0,95 [662,06;16149,86] [0,01;136,74]
96 1834,73 0,76 0,94  [540,65;6226,22] [0,01;48,56]

72



Tabela 3.8. Valores de 1C50 obtidos com a incubagéo da linha celular WiDr com a combinagdo
de AA e 5FU para f=0,5 (A) e f=0,75 (B) durante 48, 72 e 96 horas. Estdo também representados
os valores de r° e intervalos de confianca obtidos.

A
f=05
Tempo de IC50 (M) , Intervalo de confianca (LM)
incubacéo .
(h) AA 5FU AA 5FU
WiDr
48 716556 3,42 0,98 [850,13;60397,11] [0,33;35,85]
72 4568,15 2,18 0,92 [528,69;39470,88] [0,21;23,14]
96 1792,34 0,86 0,99 [219,44;14639,32] [0,08;8,84]
B
f=0,75
Tempo de IC50 (M) , Intervalo de confianca (LM)
incubagio r
: (h) AA 5FU AA 5FU
WiDr
48 8797,95 1,40 0,98 [2862,14;27044,05] [0,02;81,35]
72 712560 1,13 0,92 [2265,31;2241380] [0,02;66,70]
96 3162,36 0,50 0,99 [1040,24;9613,67] [0,01;29,08]

A realizacdo deste ensaio permitiu determinar, através do célculo do indice de
combinacéo, a existéncia ou ndo de sinergia entre os dois compostos. Tal como referido
anteriormente, no célculo deste indice obtemos um valor que podera ser inferior, igual ou
superior a 1. Quando o resultado é igual a 1, considera-se que a mistura dos compostos
tem um efeito aditivo. Se o resultado for inferior a 1 e ambos os compostos tiverem acéo
guando administrados isoladamente, entéo existe sinergia entre ambos. Se, pelo contrario,
o resultado for superior a 1, entdo a combinacao € antagonista. Os valores de | obtidos em

cada linha celular para cada condicdo estdo representados na Tabela 3.9.
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Tabela 3.9. indice de combinacdo (I) obtido em cada linha celular para f=0,5 e f=0,75, a cada
periodo de incubacdo (48, 72 e 96 horas).

Linha celular f Tempo (h) I
48 *
0,5 72 0,6
96 0,31
C2BBel
48 *
0,75 72 1,62
96 0,57
48 1,88
0,5 72 1,88
96 0,44
LS1034
48 2,22
0,75 72 1,21
96 0,69
48 2,43
0,5 72 1,55
96 0,61
WiDr
48 2,55
0,75 72 2,41
96 1,07

* - Ndo foi possivel calcular

Podemos verificar, atendendo ao célculo do indice de combinagdo que a mistura
dos dois compostos ndo resultou num efeito aditivo em nenhuma linha celular. No
entanto, na linha celular C2BBel obtivemos efeito sinérgico quando f=0,5 as 72 horas
(1=0,6) e 96 horas (1=0,31) de incubacdo e quando f=0,75 as 96 horas de incubacéo
(1=0,57). Aléem disto, nesta linha celular conseguimos diminuir significativamente
(p=0,029) o IC50 do composto 5FU as 72 horas (f=0,5) relativamente ao IC50 deste
composto para 0 mesmo periodo de incuba¢do na monoterapia.

Relativamente a linha celular LS1034, conseguimos obter igualmente efeito

sinérgico para f=0,5 (1=0,44) e f=0,75 (1=0,69) as 96 horas de incubacdo. Também nesta
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linha celular conseguimos diminuir significativamente o IC50 do composto 5FU as 48
horas de incubacéo para f=0,5 (p<0,001) e f=0,75 (p=0,006) relativamente ao IC50 deste
composto na monoterapia para 0 mesmo periodo de incubacéo.

Na linha celular WiDr, obtivemos efeito sinérgico apenas para a situagdo em que
os farmacos sdo administrados com uma propor¢do de 0,5 e as células permanecem
expostas a esta mistura por 96 horas (1=0,61). No entanto, ndo foi para esta condigédo que
se revelou existir uma diminuicdo significativa do 1C50 do 5FU na situacdo de terapia
combinada relativamente a situacdo de monoterapia, mas sim as 48 horas de incubagédo
quando f=0,5 (p<0,001) e f=0,75 (p=0,014).

Ha que realcar que, para cada linha celular, todas as outras condi¢gdes em que ndo
foi referido haver ou nédo efeito sinérgico, significa que nessas situacdes obtivemos um
efeito antagonista (1>1).

Através da analise da Figura 3.29, conseguimos ter uma maior percecdo das
diferencas existentes entre os IC50 de cada composto obtidas em monoterapia e os IC50
dos mesmos obtidos na terapia combinada. Na Figura 3.29-A, B, C, D, E e F estdo
representados estes valores para as linhas celulares C2BBel (A e B), LS1034 (C e D) e
WiDr (E e F) tendo em conta os valores de IC50 obtidos na terapia combinada para =0,5
(A,CeE)ef=0,75(B,DeF).
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Figura 3.29. Diferencas entre os valores de I1C50. Os graficos representam os valores de 1C50
do AA e 5FU quando administrados isoladamente (I) e os IC50 dos dois compostos quando
administrados em combinacgdo (TC) nas linhas celulares C2BBel (A e B), LS1034 (C e D) e
WiDr (E e F) para f=0,5 (A, C e E) e para f=0,75 (B, D e F) e para os trés periodos de
incubacdo considerados na terapia combinada (48, 72 e 96 horas). As diferengas
estatisticamente significativas entre as concentraces de 5FU estdo assinaladas com * p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001. Foi considerado um nivel de significancia de 0,05.

3.1.2.2. Avaliacao da sobrevivéncia celular

Uma vez efetuada a avaliagdo do efeito do AA no crescimento e formacao de
colonias, foi analisado o efeito da combinacdo deste composto com 5FU. O gréfico da
Figura 3.30-A, B e C expressa a percentagem de colonias formadas na presenga de AA e
5FU isoladamente ou em combinacdo em que f=0,75 para cada condicdo, calculada em
relacdo as culturas controlo, para as linhas celulares C2BBel (A), LS1034 (B) e WiDr
(C). Para as culturas em que houve administracdo de AA isoladamente as culturas

controlo utilizadas para os calculos foram aquelas em que ndo houve administracdo de
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qualquer composto. Ja para as culturas em que houve administragdo de 5FU isoladamente
ou a juncdo dos dois compostos, atendendo a que o 5FU ¢é dissolvido em DMSO, as
culturas controlo consideradas para os célculos foram aquelas em que houve
administracdo de DMSO, tal como explicado anteriormente no capitulo Materiais e
Métodos.
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Figura 3.30. Anélise da viabilidade celular das linhas C2BBel (A), LS1034 (B) e WiDr (C) por
ensaio clonogénico. As linhas celulares foram expostas a diferentes concentracfes de AA e 5FU
isoladamente e em combinagdo, estando essas concentragfes expressas nos graficos e a formagéo
de colonias foi quantificada ao 12.° dia apds o tratamento. O grafico expressa a média e o erro
padrdo e percentagem de coldnias formadas em relagdo ao controlo de pelo menos 3 experiéncias
independentes. As diferencas estatisticamente significativas estdo assinaladas com * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001. Foi considerado um nivel de significancia de 0,05.

Nas células C2BBel as concentracfes mais altas de AA e 5FU originam sempre
uma diminuicdo significativa na capacidade de formacdo de colonias relativamente ao
controlo (p<0,001). Além disto, ha uma diminuicdo significativa do fator de

sobrevivéncia na concentragdo de AA (p=0,013) e 5FU (p=0,003) superiores,
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relativamente & concentracdo inferior. Verificam-se valores inferiores de fator de
sobrevivéncia no tratamento com AA no entanto, apenas € significativa a diferenca entre
estes valores e os valores de fator de sobrevivéncia obtidos para o tratamento com 5FU
(p=0,002 para menor concentragdo de AA e SFU e p<0,001 para as concentragdes de AA
e 5FU superiores).

Na linha celular LS1034 existe, tanto para o tratamento com AA como para o
tratamento com a combinacdo dos dois compostos, uma diminuicdo do fator de
sobrevivéncia relativamente ao controlo (p<0,001). Denota-se um aumento no fator de
sobrevivéncia na terapia combinada da condigdo em que as concentragdes de AA e 5FU
sd0 menores para a outra condi¢do, embora sem qualquer significado estatistico.
Verificam-se diferencas significativas entre o tratamento com 5FU de concentra¢do mais
baixa e de AA de concentracdo mais baixa concentracdo (p=0,003) e entre a mesma de
5FU e a terapia combinada (p=0,031).

Também na linha celular WiDr para os tratamentos com AA e terapia combinada,
verifica-se uma diminuicdo significativa (p<0,001) da capacidade de formacdo de
colonias relativamente ao controlo. Denota-se quando sdo utilizadas as concentracfes
mais baixas, uma diferenca significativa entre o tratamento com 5FU e a terapia
combinada (p=0,001). J& para as concentra¢cdes mais altas ha diferenca estatistica entre o
tratamento com 5FU e AA isoladamente (p=0,042) e entre 5FU e a terapia combinada
(p=0,002).

3.1.2.3. Citometria de fluxo

3.1.2.3.1.  Avaliacéo da viabilidade celular

Relativamente a aplicacdo deste ensaio na situacdo da terapia combinada,
apresentam-se os graficos da Figura 3.31-A, B e C, onde estdo representadas as diferentes
populagOes obtidas para 613,50 UM de AA e 5,03 UM de 5FU para a linha C2BBel (A),
4025,28 uM de AA e 1,67 UM de 5FU para LS1034 (B) e 6641,76 uM de AA e 1,06 uM
de 5FU para a linha celular WiDr (C), sendo que ambos 0s compostos estdo presentes

isoladamente e em combinagéo (TC), com uma maior proporcao de AA (f=0,75).
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Figura 3.31. Avaliacéo da viabilidade celular por citometria de fluxo recorrendo a dupla
marcacdo com AV e IP. Os resultados estdo representados na forma de percentagem (%) de
células viaveis (V), em apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose
(N), 96 horas ap0s a incubacgdo das linhas celulares C2BBel (A) com 613,50 uM de AA e
5,03 uM de 5FU, LS1034 (B) com 4025,28 uM de AA e 1,67 uM de 5FU e WiDr (C) com
6641,76 UM de AA e 1,06 UM de 5FU administrados isoladamente e em combinacgéo (TC).
Os resultados exprimem a média e o desvio padréo de trés experiéncias independentes.

E possivel verificar que na linha celular C2BBel a populagdo de células viaveis
diminui em relagcdo ao controlo, permanecendo muito idéntica quando as células estdo na
presenca de AA e 5FU isoladamente ou em combinagdo. Para a condigdo em que as
células foram sujeitas a terapia combinada, a diminuicdo da populacdo viavel é
significativa (p=0,03) em relacdo ao controlo, passando de 76% para 52%. Para além
disso, estdo muito presentes os tipos de morte celular por apoptose inicial e apoptose
tardia/necrose. A populacdo em apoptose inicial na terapia combinada é

significativamente superior (p=0,007) & da condi¢do controlo. O mesmo acontece na
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populacdo em apoptose tardia/necrose na monoterapia com 5FU em relagéo ao controlo
(p=0,006). Pode verificar-se também que existe uma diminuicdo significativa da
populacéo celular em necrose na terapia combinada em relacé@o ao controlo (p=0,012).

Relativamente as células LS1034, ao nivel da populacdo viavel, acontece algo
muito semelhante ao indicado para a linha C2BBel, havendo uma diminui¢do da
populacao viavel em cerca de 22%, que é significante para cada condigdo em relacdo ao
controlo (p=0,013 na presenca de AA e p=0,024 na presenca de 5FU e terapia
combinada). Verifica-se também pela analise do grafico da Figura 3.31-B, um aumento
significativo da populacdo de células em apoptose inicial, relativamente ao controlo nos
trés tratamentos (p=0,093 para a presenca de AA, p=0,021 para a presenca de 5FU e
p=0,018 quando os compostos estdo combinados). A maior populacdo de células em
apoptose tardia/necrose surge na monoterapia com AA, sendo 0 aumento em relagdo ao
controlo estatisticamente significativo (p=0,035). Relativamente a morte por necrose,
podemos constatar que esta mais presente no controlo, contrariamente ao que seria de
esperar, no entanto, nao existe qualquer alteracao significativa.

Nas celulas WiDr, a viabilidade celular diminui 39% na condi¢do em que ha a
presenca de AA e 41% na terapia combinada, contudo apenas € significativa (p=0,006) a
diminuicdo em relacdo ao controlo registada no tratamento com AA. A presenca de
células em apoptose inicial é mais evidente nos tratamentos com AA e 5FU isoladamente,
no entanto nao ha qualquer significado estatistico. Ha maior percentagem de celulas em
apoptose tardia/necrose quando as células estdo na presenca de AA isoladamente
(p=0,022) seguido da condicdo em que as células estdo na presenca da combinacdo dos
dois compostos (p=0,017). Verifica-se também um aumento consideravel (p=0,009) de
células em necrose na combinagdo dos dois compostos.

Na terapia combinada, quando comparamos a percentagem de células vidveis
obtida em cada linha celular, ndo se registam variagdes significativas. Relativamente a
apoptose inicial, esta esta significativamente (p=0,018) mais presente na linha celular
LS1034 em relacdo as células WiDr. JA a apoptose tardia/necrose manifesta-se
significativamente mais elevada (p=0,009) na linha celular WiDr do que nas células
LS1034. Por ultimo, podemos também constatar que a morte celular por necrose obtida
nas células WiDr € apenas significativamente mais elevada (p=0,004) a que se obtém nas
celulas C2BBel.
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3.1.2.3.2. Avaliagéo do ciclo celular

De modo a avaliar a fase do ciclo celular das células das linhas C2BBel, LS1034
e WiDr procedeu-se a citometria de fluxo recorrendo a solucéo de IP/RNase. Através da
intercalagdo da sonda IP no DNA, é possivel quantifica-lo e verificar em que fase do ciclo
celular a célula se encontra como foi referido anteriormente. Neste ensaio apenas se
averiguaram os efeitos da terapia combinada pois pretendemos relacionar a fase do ciclo
celular com os resultados de proliferacdo celular obtidos através do ensaio SRB.

Os resultados obtidos para este ensaio estdo expressos nos graficos da Figura 3.32-
A, B e C, que representam a distribuicdo das populages celulares nas diferentes fases do
ciclo celular depois do tratamento com 613,50 uM de AA e 5,03 uM de 5FU para a linha
C2BBel (A), 4025,28 uM de AA e 1,67 uM de 5FU para LS1034 (B) e 6641,76 UM de
AA e 1,06 uM de 5FU para a linha celular WiDr (C), sendo que ambos 0s compostos
estdo presentes isoladamente e em combinacgéo (TC).
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Figura 3.32. Avaliacdo das populacGes celulares em cada uma das fases do ciclo celular para
as linhas celulares C2BBel, LS1034 e WiDr. Na figura estdo representadas as populagdes,
nas fases pré-G1, GO/G1, S e G2/M apds 96 horas de incubacédo das linhas celulares C2BBel
com 613,50 uM de AA e 5,03 uM de 5FU (A), LS1034 com 4025,28 uM de AA e 1,67 uM
de 5FU (B) e WiDr com 6641,76 uM de AA e 1,06 puM de 5FU (C) administrados
isoladamente e em combinacdo (TC). Os resultados sdo expressos em percentagem e
exprimem a média e o erro padrdo de trés experiéncias independentes. As diferencas
estatisticamente significativas estdo assinaladas com * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Foi
considerado um nivel de significancia de 0,05.
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Pela analise do grafico da Figura 3.32-A podemos verificar na linha celular
C2BBel que hd um aumento do pico pré-apoptotico (pré-G1) significativo relativamente
ao controlo, no tratamento com AA (p=0,041), 5FU (p=0,003) e com a combinacéo de
ambos (p=0,021). Quando as células sao tratadas com 5FU e terapia combinada, hd uma
paragem significativa (p=0,001 e p=0,004 respetivamente) das células em fase GO/G1 em
relagdo ao que se observa no controlo. Igualmente, nos mesmos tratamentos e em relagéo
ao controlo, observa-se um aumento significativo (p=0,001 para o tratamento com 5FU e
p=0,015 para o tratamento com a combina¢do) da paragem de células na fase S do ciclo
celular. No que diz respeito a fase G2/M, o aumento de células nesta fase devido ao
tratamento com 5FU e terapia combinada é significativo (p=0,039 e p=0,001
respetivamente) em relagdo ao que acontece no tratamento com AA.

No gréfico da Figura 3.32-B, relativo a linha celular LS1034, verificamos que,
apesar de qualquer um dos tratamentos induzir um aumento na populacéo celular em fase
pré-G1, ndo ha significado estatistico. Por outro lado, ha diminuigdo no nimero de células
em fase GO/G1, nos tratamentos com 5FU e terapia combinada em relagdo ao controlo
(p<0,001 e p=0,008 respetivamente). Ao contrario do que acontece na populacdo de
células em fase GO/G1, a populacdo celular em fase S é significativamente superior em
relacdo ao controlo nos dois tratamentos (p<0,001 quando as células sdo tratadas com
5FU e p=0,009 quando estdo na presenca da combinacdo de 5FU e AA). O aumento de
células na fase S no tratamento com 5FU é também significativamente superior (p=0,04)
ao que se regista no tratamento com AA. O ligeiro aumento da percentagem de células em
fase G2/M que se verifica em relagdo ao controlo nos trés tratamentos néo tem qualquer
significado estatistico.

Por altimo, o grafico da Figura 3.32-C fornece-nos a distribuicdo das células
WiDr pelas diferentes fases do ciclo celular. No controlo e tratamento com AA as células
estdo maioritariamente em fase GO/G1, diminuindo de forma significativa esta populacédo
celular em relagédo ao controlo, na presenca de 5FU (p=0,025) e da juncdo dos dois
compostos (p=0,001). A diferenca que se observa entre esta popula¢do no tratamento com
AA e terapia combinada é também significativa (p=0,022). Podemos constatar que o
tratamento com 5FU e terapia combinada induz um aumento significativo da percentagem
de células em fase S, tanto em relacdo ao controlo (p<0,001) como em relacéo a terapia
com AA isoladamente (p=0,002 para tratamento com 5FU e p<0,001 para tratamento com
a combinacdo dos dois compostos). E também de realcar o aumento de células em fase

G2/M quando estdo expostas ao tratamento com a combinacdo dos dois compostos, em
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relacdo ao controlo (p=0,002) e a monoterapia com AA (p=0,025). Nesta linha celular

ndo se verificaram quaisquer alteracdes na percentagem de células em fase pré-GL1.

83






Capitulo 4

DISCUSSAO






O interesse cientifico na utilizacdo de vitamina C em doses elevadas na terapéutica
do cancro tem vindo a aumentar ao longo dos Gltimos anos. Este facto deve-se as
vantagens inerentes a sua administracdo, por se tratar de uma terapia ndo invasiva e ndo
induzir toxicidade sistémica. Adicionalmente, esta vitamina quando presente em
concentracOes elevadas, é capaz de produzir um efeito toxico seletivo, afetando apenas
células tumorais e tem a capacidade de melhorar o efeito inibitério conferido por
farmacos quimioterapéuticos e radioterapia sendo, portanto, um grande aliado em terapia
combinada [20, 24, 36-38].

A vitamina C funciona possivelmente como um pré-farmaco para a entrega de
peroxido de hidrogénio aos tecidos. Quando presente em concentracOes elevadas através
da administracdo intravenosa ou peritoneal, exerce um efeito pré-oxidante pois para além
dos efeitos provocados pelo H,0,, este pode também originar ROS muito reativas como o
radical hidroxilo, levando a maiores danos oxidativos nas células. Para aléem do dano
oxidativo, a presenga de H,O, podera também levar a deplecdo dos niveis de ATP [24,
29, 38, 39].

Apesar das vantagens relacionadas com a utilizacdo de vitamina C, acima
inumeradas, esta é apenas utilizada como terapia alternativa, sendo necessario reavaliar o
potencial desta terapia, através do estudo do efeito de concentragfes elevadas de vitamina
C no crescimento e progressdao do cancro e do conhecimento dos seus mecanismos de
acao [29, 37]. Neste contexto, pretendeu-se com o presente trabalho estudar o efeito do
AA ao nivel do cancro do célon em combinacdo com um farmaco quimioterapéutico,
recorrendo para tal a técnicas de biologia celular e molecular, procurando obter resultados
que contribuam para a avaliagdo da aplicabilidade da vitamina C no tratamento do cancro
do colon.

A avaliagdo da proliferacdo celular através do ensaio SRB permitiu a
determinacdo de curvas de dose-resposta para os tratamentos com AA e 5FU, quer
isoladamente, quer em combinacéo, de forma a avaliar as diferentes respostas produzidas
nas trés linhas de cancro do colon nomeadamente, C2BBel, LS1034 e WiDr. Os
resultados obtidos demonstram claramente que o efeito citotdxico induzido pelo AA
depende da linha celular, do tempo de incubacéo e da dose administrada.

Os valores de IC50 obtidos para a linha celular C2BBel indicam que esta linha
celular é a mais sensivel ao tratamento com AA, uma vez que o IC50 obtido em todos 0s
tempos de incubacdo é sempre o mais baixo. Pelo contrério, a linha celular LS1034

demonstra ser a mais resistente ao tratamento com AA, pelo menos no que diz respeito a
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tempos de exposicdo mais reduzidos, o que é apoiado pelos valores de IC50
significativamente superiores aos das C2BBel em todos os tempos de incubacdo
(p<0,001) e aos das WiDr as 24 (p<0,001), 48 (p=0,001) e 72 (p<0,001) horas de
incubacéo.

Na linha celular C2BBel a concentracdo de AA necessaria para obter inibicdo da
proliferacdo celular em 50% é de cerca de 0,95 mM para a avaliacdo as 24 e 48 horas. No
entanto, verifica-se que a avaliacdo da proliferacdo as 72 e 96 horas se traduz numa
diminuicdo do valor do IC50 obtido (0,6 mM e 0,8 mM respetivamente). Isto pode
significar que, nesta linha celular, a toxicidade induzida pelo AA pode ser dependente do
tempo apos a sua exposicao, sendo superior para tempos de incubagdo mais prolongados.
Pelo contrario, nas linhas celulares LS1034 e WiDr ndo se verificou uma dependéncia
temporal do efeito anti-proliferativo do AA. Através de uma andlise estatistica ao longo
do tempo dos valores de IC50 obtidos para as LS1034 verifica-se um aumento
significativo das 24 e 48 horas de incubacdo para as 72 horas (p=0,001) e 96 horas
(p<0,001). Nas celulas WiDr obteve-se um comportamento muito semelhante com
valores de IC50 estatisticamente inferiores para o tempo de incubacdo de 48 horas em
comparagdo com 72 horas (p=0,001) e 96 horas (p<0,001). Esta diminuicdo do efeito
anti-proliferativo pode dever-se a danos reversiveis induzidos nas células que
possibilitaram a sua recuperacdo ou a uma possivel resisténcia a vitamina C desenvolvida
pelas células para periodos de incubacdo maiores. Esta Ultima questdo foi avaliada
posteriormente através dos ensaios clonogénicos.

O tratamento com 5FU originou, ao nivel das trés linhas celulares, uma descida
abruta do valor de IC50 com o aumento do tempo de incubacdo. Nas células C2BBel nao
se regista nenhuma diminuicdo com significado estatistico no entanto, na linha celular
LS1034, a diferenca entre o valor de IC50 obtido para as 24 e 96 horas de incubagdo é
significativa (p<0,001), o mesmo acontece para as WiDr as 48 e 96 horas de incubacao
(p<0,001). Mais uma vez, isto é indicativo de que o efeito do 5FU podera ser dependente
do tempo de incubagdo, aumentando com o tempo de exposi¢cdo ao farmaco.

Atendendo aos valores de IC50 obtidos nas trés linhas celulares para cada tempo
de incubacdo (Tabela 3.5), nomeadamente aqueles obtidos as 72 e 96 horas, as células
C2BBel parecem ser as mais resistentes ao tratamento com 5FU, o que é corroborado
pelo facto de, nos dois periodos de incubagdo, o IC50 obtido nas células C2BBel ser

significativamente superior ao obtido nas outras duas. Contrariamente, as células que
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parecem ser mais sensiveis sdao as WiDr, sendo o valor de IC50 obtido as 96 horas
significativamente inferior (p=0,042) ao registado nas células LS1034.

De facto, o 5FU é um agente quimioterapéutico ja usado convencionalmente na
pratica clinica, contudo, este estudo de avaliacdo da proliferacdo celular era
imprescindivel para, posteriormente, se poder avaliar o efeito da sua combinacdo com o
AA.

Quanto ao AA, é importante comprovar os resultados anti-proliferativos obtidos
através do SRB com outras técnicas. Os ensaios clonogénicos permitiram avaliar, a longo
prazo, a eficacia do tratamento com AA nas linhas de cancro do célon. Denota-se pela
observacdo do gréfico da Figura 3.17 que este composto interfere com a capacidade de
proliferar e formar coldnias das trés linhas celulares pois, a medida que a sua
concentracdo aumenta, o fator de sobrevivéncia diminui, corroborando os resultados
obtidos através do ensaio SRB e evidenciando possiveis danos irreversiveis. Apesar de
ser na linha C2BBel que se verifica um maior efeito anti-proliferativo na presenca de
AA, é possivel verificar que, nos ensaios clonogénicos, esta ndo € a linha celular mais
afetada pela presenca de AA para periodos de tempo mais prolongados, em comparagdo
com as outras duas linhas celulares. No entanto, atendendo a que as concentracdes de AA
usadas ndo sdo exatamente iguais entre as trés linhas celulares, ndo foi possivel
determinar se existe diferencas significativamente estatisticas entre os valores de fator de
sobrevivéncia obtidos

Como referido anteriormente, os resultados obtidos pelo ensaio SRB evidenciaram
que nas células LS1034 e WiDr ha um aumento da concentracdo de AA que inibe a
proliferacdo celular em 50%, para tempos de incubagdo superiores, pelo que uma das
hipdteses colocadas foi o facto do aumento do tempo de incubacdo permitir as células
adquirir resisténcia ao AA. No entanto, segundo os resultados obtidos pelos ensaios
clonogénicos, esta hipdtese é colocada de parte. Conclui-se desta forma que o que podera
acontecer € gque, numa fase inicial, as células conseguem reverter os danos induzidos mas,
com a continuacao da exposi¢do ao composto e 0 sucessivo aumento do stresse oxidativo,
havera enfraquecimento desses mecanismos de defesa.

Os estudos de citotoxicidade efetuados com recurso ao ensaio SRB apenas
permitem aferir acerca da capacidade proliferativa das células, ndo fornecendo qualquer
tipo de informacdo relativamente a morte celular e a participacdo de ROS, entre outros.
Para tal foi necessario recorrer a citometria de fluxo. Esta técnica, alem de permitir

analisar a viabilidade e o tipo de morte celular induzida através da dupla marcacdo com
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AV e IP, permite avaliar a presenca intracelular de ROS, nomeadamente radical
superdxido e perdxidos, através da marcacdo com as sondas DHE e DCFH,-DA,
respetivamente. Também & possivel analisar se existem alteracbes ao nivel do ciclo
celular, através da marcacdo com a solugdo de IP/RNase.

De referir que a avaliagdo da viabilidade celular/morte celular foi executada tanto
para a monoterapia com AA como para a terapia combinada. No entanto, a avaliagdo do
envolvimento de radical superoxido e peroxidos na morte celular, bem como a presenca
de glutationa foi efetuada apenas para a monoterapia com AA, porque interessava-nos
perceber os mecanismos envolvidos na morte celular, no que diz respeito a producdo de
ROS, provocada apenas pelo AA.

Para realizar a citometria de fluxo, na monoterapia com AA, escolheram-se as
concentracfes de AA com base nos resultados previamente obtidos pelos ensaios de SRB.

Como referido, avaliar o tipo de morte celular por citometria de fluxo é possivel
devido a utilizagdo de sondas especificas como AV-FITC e o IP. A AV associada ao
fluorocromo FITC constitui um corante utilizado para a detecdo de apoptose uma vez que
se liga a fosfatidilserina indicando a translocacdo deste fosfolipido do folheto interno para
o folheto externo da membrana celular. Por outro lado o IP possui a capacidade de se
intercalar no DNA quando existe perda de integridade membranar, situagédo que ocorre
em morte celular por necrose ou apoptose tardia [58].

O tratamento com AA induz a diminuic¢éo da viabilidade nas trés linhas celulares a
medida que a concentracdo de AA aumenta.

Verifica-se para a linha celular LS1034 que a medida que a concentracdo de AA
aumenta, aumenta também a morte por apoptose inicial, sendo significativo o aumento
que se regista na presenca de 20 mM de AA, em relacdo ao controlo (p=0,005). Este € o
tipo de morte que mais se manifesta nesta linha celular. A morte por apoptose
tardia/necrose aumenta consideravelmente na presenga de 20 mM de AA face ao controlo
(p=0,002).

Denota-se a existéncia de uma percentagem consideravel de células em necrose no
controlo das linhas celulares C2BBel e LS1034. Este facto deve-se provavelmente a
questBes experimentais e as caracteristicas destas células. Devido a forma como estdo
dispostas, torna-se mais demorada a sua desagregacao da superficie do frasco de cultura.
Assim, estas células necessitam de mais tempo de exposicdo ao tryple, para haver
desagregacdo da superficie dos frascos de cultura. Apesar de o tryple ndo ser toxico para

as células, o tempo que elas permanecem nesta solu¢do que ndo é detentora de qualquer
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composto essencial as células, juntamente com todo 0 manuseamento necessario para
auxiliar a sua desagregacdo, pode justificar a existéncia de morte celular nas células
controlo. Como se pode ver na Figura 3.18-B, a necrose verificada no controlo esta
presente em todas as outras condicdes, 0 que valida o que foi sugerido.

Nas linhas celulares de cancro do colon esquerdo (C2BBel e WiDr) houve o
aumento da morte celular por necrose e apoptose tardia/necrose a medida que a
concentracdo de AA aumentou. Na linha celular C2BBel o tipo de morte que mais se
manifesta é necrose e apoptose tardia/necrose, principalmente na presenca de 10 mM de
AA e na linha celular WiDr verifica-se que ha mais morte por necrose. Ha autores que
referem que a vitamina C pode levar a apoptose celular mas também pode levar a necrose,
dependendo da sua concentracdo, da duracdo da exposicdo e, consequentemente, do
stresse oxidativo que se origina [21, 39, 69, 70]. A apoptose podera ser induzida por um
estimulo oxidativo moderado enquanto que, para a inducdo da necrose, é necessario um
efeito oxidativo mais intenso [3]. Estas ilagdes corroboram o facto de, na presenca de 10
mM de AA, diminuir significativamente a viabilidade celular em comparacdo com o
controlo em ambas as linhas celulares (p<0,001 para C2BBel e p=0,005 para WiDr) e
aumentar consideravelmente a morte por apoptose tardia/necrose nas células C2BBel
(p=0,002) e a morte por necrose e apoptose tardia/necrose nas células WiDr (p=0,002 e
p=0,038 respetivamente).

A linha celular C2BBel é aquela que apresenta maior diminui¢cdo da viabilidade
celular, contrariamente a linha celular LS1034 que apresenta maior populacdo de células
vidveis. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos na avaliacdo da proliferacdo
celular pelo ensaio SRB, segundo os quais, a linha celular C2BBel parece ser a mais
sensivel e as células LS1034 as mais resistentes ao tratamento. Um estudo realizado por
Maulén et al. (2003) levou a conclusdo de que nas células CaCo-2, ha expressao de
SVCT2 e sobre-expressdo de SVCT1, o que incrementa a concentragdo de AA no meio
intracelular [71]. As células C2BBel sdo um clone das células CaCo-2 [47]. Por outro
lado, segundo o estudo de Chen et al. (2005), o AA funciona como um pré-farmaco para
a entrega de H,O, aos tecidos, pelo que a morte celular ¢ mediada pelo H,O, proveniente
do meio extracelular embora os alvos do H,O, possam estar localizados tanto no exterior
da célula (lipidos membranares), como no interior (DNA, proteinas reparadoras de erros
no DNA e mitocondria), uma vez que a membrana é permeavel ao H,O, [39]. Assim, 0s
danos provocados pela presenca de AA presente no meio extracelular, aliados a presenca

crescente de AA no meio intracelular devido a sobre-expressdo de SVCT1, permitem um
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aumento consideravel do stresse oxidativo no interior da célula, tornando-a mais sensivel
a esta terapia.

Atendendo a que as ROS possuem um papel essencial na citoxicidade mediada
pela vitamina C, recorreu-se a diferentes ensaios para analisar a producgdo de diferentes
espécies e a influéncia das defesas antioxidantes responséveis pela sua inativagéo.

A analise da fluorescéncia da sonda DHE mostrou que existe uma tendéncia para
0 aumento da producéo intracelular de O,", de forma dependente da concentracdo de AA
utilizado, nas linhas C2BBel e WiDr, com significado estatistico. Estes resultados sdo
corroborados pelo mecanismo proposto pelos autores Chen et al. (2007) para a atuagéo do
AA, segundo o qual o AA é oxidado formando-se Asc™ com libertacdo de um eletrdo
disponibilizado para a reducao do ido metalico presente huma metaloproteina. A doacéo
desse eletrdo ao oxigénio por parte do ido metalico reduzido leva a formacéo de radical
superoxido. Portanto, quanto maior a concentracdo de AA, maior a producdo de
superoxido. Adicionalmente, o aumento de O,  nas células C2BBel, esta relacionado
com a presenca de maiores concentracbes de AA no seu interior, como resultado da
sobre-expressdo de SVCTL1, tal como referido anteriormente [71].

Pela acdo da SOD, o O, é por sua vez convertido a H,O, [38]. No entanto,
segundo os resultados obtidos pelos mesmos autores, a morte celular é mediada pelo
H.0O, formado a partir do AA presente no meio extracelular embora os alvos do H,0,
possam estar localizados tanto no interior da célula (DNA, proteinas reparadoras de erros
no DNA e mitocéndria) como no exterior (lipidos membranares), uma vez que a
membrana € permeadvel ao H,O, [39]. Outro facto importante que foi referido
anteriormente é que, nas células tumorais, a presenca de determinadas enzimas como a
SOD e a CAT esta diminuida pelo que, o radical superdxido presente no meio intracelular
ndo é totalmente convertido a H,O, [36, 38]. Assim sendo, sera de esperar que a elevada
producédo intracelular de radical superéxido que de facto se observa nestas duas linhas
celulares devido a administracdo de AA, ndo esteja relacionada com os efeitos citotoxicos
deste composto, mas sim a presenca deste radical no meio extracelular. Desta forma, teria
sido relevante para este trabalho, medir também a producdo extracelular de radical
superoxido, para a poder relacionar com a varia¢do na producao intracelular de peréxidos.
A metodologia que utilizdmos neste ensaio permite apenas a medi¢do da producdo
intracelular de O,", pelo que seria necessario o envolvimento de outra metodologia para

avaliar a producéo extracelular do mesmo radical.
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Nas células LS1034 ndo se observam varia¢Bes significativas na producdo de
radical superdxido. Esta linha € resistente a varios farmacos e, segundo os resultados de
proliferacdo obtidos pelo ensaio SRB para o tratamento com AA, as células LS1034
revelam resisténcia a este composto. No entanto, ha alguma acédo por parte do AA, ja que
este é capaz de reduzir a proliferagdo celular em 50%, ndo estando esta agdo relacionada
com a produgdo intracelular de radical superoxido e peroxidos. Segundo o que foi
referido anteriormente e que vai de acordo com os estudos de Chen et al. (2005), 0 O,™
formado no interior da célula ndo deverd estar relacionado com os danos devido a
presenca de AA, mas sim 0 O, presente no meio extracelular que origina por sua vez
H,0, [39]. O facto de ndo haver uma producédo intracelular significativa de radical
superdxido, poderad ser indicativo de que existe um baixo influxo de AA nesta linha
celular. Assim, seria de todo o interesse realizar a analise da expressdo dos
transportadores SVCT1 e 2 através de Western Blot.

Por seu lado, como é possivel verificar através dos resultados da marcagdo com a
sonda DCF nestas células, ndo ha qualquer producado significativa de perdxidos no meio
intracelular. Assim o H,O; que se forma no meio extracelular podera estar a exercer a sua
funcdo no exterior da célula, por exemplo, ao nivel da membrana celular ou, 0 H,O, que
atravessa a membrana celular é convertido a espécies mais reativas, tais como o radical
hidroxilo, através da reacdo de Fenton. De referir que, para além do radical hidroxilo,
outras espécies radicalares também poderdo ser formadas, nomeadamente as RNS. Ora, se
ocorre um aumento na quantidade de ROS mais lesivas para as células, é de esperar uma
maior vulnerabilidade a terapia, que ndo é o que se verifica nas células LS1034. Segundo
o0s autores Barrera (2012) e Landriscina et al. (2009), o facto do aumento de ROS mais
lesivas e, consequentemente, o aumento do stresse oxidativo ndo afetar diretamente
alguns tipos de células tumorais, deve-se a adaptacdo que estas conseguem desenvolver
ao stresse oxidativo. Esta adaptacdo permite, por um lado, que as células consigam
sobreviver em condigdes de elevado stresse oxidativo como consequéncia do aumento de
ROS como, por outro lado, fornece-lhes uma forma de resisténcia a quimioterapia e
radioterapia [72, 73]. Como forma de validar esta suposicdo, poderia ser avaliada a
presenca intracelular de radical hidroxilo ou de outras espécies radicalares, através da
utilizacdo de sondas especificas para o efeito.

A marcacdo com a sonda DCF revelou um decréscimo acentuado e significativo
(p<0,001) da concentracdo de H,O, com o uso da concentracdo mais elevada de AA na

linha C2BBel. Na linha celular WiDr ha um aumento da concentracdo de H,O, na
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concentracdo de AA correspondente ao 1C50, diminuindo na concentragdo mais elevada
de AA, contudo ndo € uma alteracdo com significado estatistico. De modo a obter mais
informacdo acerca dos mecanismos envolvidos nas alteragcdes de perdxidos, mediu-se a
quantidade da enzima GSH livre por citometria de fluxo. A enzima GSH protege as
células de danos ao nivel do DNA provocados por ROS e outras espécies oxidativas, pois
tem a capacidade de reagir com radicais livres e reduzir peroxidos, tal como o peréxido
de hidrogénio. Em conjunto com a glutationa peroxidase atua na decomposi¢do do
substrato desta enzima, o H,O, ou outro perdxido, a agua (ou a um alcool) havendo
oxidagédo da GSH a GSSH [62]. Neste ensaio verifica-se que, a concentragao crescente de
AA influencia a diminuicdo da presenca de GSH livre nas trés linhas celulares, sendo esta
diminuicdo significativa, relativamente ao controlo, na linha celular C2BBel na presenca
de 10 mM de AA (p<0,001) e na linha celular WiDr quando o AA esta presente nas
concentragdes de 2 mM e 10 mM (p=0,006 e p=0,012 respetivamente).

Anteriormente verificimos que a concentracdo de peroxidos nas células C2BBel
diminui com concentracdes crescentes de AA, resultados que sdo corroborados pela
diminuicdo da glutationa livre nestas células. Para a reducdo de cada molécula de H,O,
sdo necessarias duas moléculas de GSH e verifica-se que a diminuicdo de perdxidos é
mais acentuada do que a diminui¢do de GSH livre, quando deveria verificar-se a situacdo
contraria. Isto € possivel devido a entrada do H,O, na reacdo de Fenton, dando origem a
espécies de oxigénio muito mais reativas, tais como o radical hidroxilo. De facto, o pico
de producéo de radical superéxido obtido na presenca de 10 mM de AA é indicativo de
que estd a haver muita producdo de superoxido na presenca de concentragcdes mais
elevadas de AA (devido a grande entrada de AA nestas células), e este radical estimula a
libertacdo de Fe®*, que reage com H,O, favorecendo a reacdo de Fenton [3]. Assim,
também para as células C2BBel, teria sido de grande relevancia a medicao da producéo
intracelular de radical hidroxilo.

Nas linhas LS1034 e WiDr hd um aumento da concentracdo de peroxidos nas
concentracfes 5 MM e 2 mM de AA, respetivamente, apesar da concentracdo de GSH ser
decrescente. Esta situacdo ndo vai de encontro ao que acontece nas células C2BBel. No
entanto, ha-que ter em consideracdo que esse aumento na concentracdo de peréxidos ndo
é significativo nem para as células LS1034 nem para as WiDr e que na concentracdo
méaxima de AA a presenca de perdxidos diminui e passa a ser inferior a que se regista nas
duas concentracbes de AA mais baixas, ou seja, parece haver uma tendéncia para a

diminuicao da concentracdo de peroxidos.
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Apos a comprovacdo do efeito citotoxico do AA na linha celular WiDr com
envolvimento das ROS, procurou-se determinar se 0 AA tem a capacidade de provocar
danos ao nivel do DNA nestas células, efetuando o ensaio cometa. Neste ensaio, as
celulas saudaveis e sem danos no seu DNA formam uma esfera densa e compacta sem
arrastamento de fragmentos, enquanto que células cujo DNA esteja danificado com
quebras ao longo das cadeias formam uma cauda menos intensa que o ndcleo. Os trés
parametros analisados através do software utilizado, nomeadamente a percentagem de
DNA na cauda, o tamanho da cauda e 0 momento da cauda, refletem a extenséo dos
danos causados, constituindo uma forma de avaliacdo quantitativa. Ao longo do ensaio,
pode haver a formacdo de cometas com uma cauda de determinado comprimento e
determinada percentagem de DNA, que possuem um momento de cauda superior ao de
cometas com o mesmo tamanho de cauda mas com uma percentagem de DNA mais
baixa. O momento de cauda €, portanto, um pardmetro muito importante neste tipo de
analise. Os resultados, apesar de preliminares, demonstram que o AA é capaz de provocar
quebras no DNA destas células e que parece haver um aumento do dano provocado pelo
aumento da concentracdo de AA. Esta constatacdo denota-se claramente pelo grafico da
Figura 3.23, que representa 0 momento da cauda dos cometas em cada condigdo. Os
resultados obtidos vao de encontro a um estudo realizado por Herst et al. (2012), em que
0 AA presente numa concentracdo de 5 mM, foi capaz de provocar quebras nas duas
cadeias de DNA em células primarias de glioblastoma multiforme [74]. Embora o estudo
referido tenha sido efetuado numa linha celular diferente das linhas utilizadas no presente
trabalho, ndo deixa de destacar a capacidade que este composto tem em infligir danos no
DNA. Como foi referido, estes resultados sdo preliminares sendo necessario aumentar o
nimero de experiéncias e realizar uma andlise estatistica adequada. Também seria

interessante efetuar este ensaio nas outras duas linhas celulares utilizadas neste trabalho.

Nos estudos de terapia combinada, consideraram-se os valores de IC50 obtidos
para ambos 0s compostos as 96 horas de incubacdo para o céalculo das concentracdes de
AA e 5FU a utilizar em cada condicéo e verificou-se que com a jun¢do dos compostos, é
possivel diminuir o 1IC50 do 5FU em todos os periodos de incubacgdo (48, 72 e 96 horas)
relativamente ao obtido para os mesmos periodos de incuba¢do na monoterapia com este
farmaco. Também foi possivel baixar o IC50 do AA para todas as condi¢bes na linha
C2BBel, as 72 e 96 horas (f=0,5 e 0,75) na linha LS1034 e as 96 horas (f=0,5 e 0,75) nas
células WiDr. Para além deste facto, também se verificou que, ao contrario do que
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acontecia na terapia com AA nas linhas celulares LS1034 e WiDr, o IC50 diminui com o
aumento do tempo de incubacdo ou seja, de alguma forma na terapia combinada, as
células ja ndo sdo capazes de reverter os danos induzidos pelo AA do mesmo modo que
acontecia na monoterapia.

O grande objetivo por detrés da utilizacdo da combinacdo destes dois compostos é
a reducdo das concentracdes de 5FU, relativamente as concentra¢fes que se tem de usar
em monoterapia, para 0 mesmo periodo de exposi¢cdo ao farmaco. Assim, atendendo a que
este composto é toxico, tal como outros farmacos quimioterapéuticos, ao reduzir as
concentra¢Ges administradas, minimizam-se os efeitos secundarios envolvidos. Com a
combinacdo do 5FU com o AA, foi possivel baixar significativamente, em algumas
condicdes, a concentracdo de 5FU necessaria para diminuir a proliferacédo celular em 50%
em relacdo a concentracdo necessaria em monoterapia, para 0 mesmo periodo de
incubacdo. Tal acontece na linha celular C2BBel para um tempo de incubagdo de 24
horas com os compostos na mesma proporcao (f=0,5) (p=0,029), na linha celular LS1034
as 48 horas de incubacdo quando os compostos estdo na mesma propor¢do (p<0,001) e
quando o AA esta em maior proporcéo (f=0,75) (p=0,006) e, por altimo, nas células WiDr
as 48 horas de incubacdo quando f=0,5 (p<0,001) e f=0,75 (p=0,014).

A partida, a jungdo dos farmacos ndo iria resultar num efeito antagénico. De facto
0 AA é um antioxidante mas quando administrado em concentrac@es farmacoldgicas (3
mM a 20 mM) possui um efeito pro-oxidante [24, 29]. Por seu lado, o 5FU tem um
mecanismo de acdo que afeta diretamente a sintese de DNA e de RNA bem como a sua
estabilidade, elongacao entre outros, ndo estando envolvidas diretamente espécies reativas
de oxigénio, tal como foi corroborado pelo estudo de Kim et al. (2012), segundo o qual,
os efeitos provocados pelo 5FU quando presente isoladamente foram independentes da
formagdo de ROS [15, 17, 44]. Deste modo, para além de ndo haver conflitos entre as
terapias, podera até haver uma certa complementacédo de efeitos. No entanto, verificou-se
através do célculo do indice de combinacdo (1) que, em certas condigdes, existe efeito
antagonico. Contudo, a combinacdo também originou um efeito sinérgico em
determinadas condicGes. Verificou-se a existéncia de efeito sinérgico, as 96 horas para
f=0,5 e f=0,75 na linha celular C2BBel e houve também efeito sinérgico na condi¢do em
que houve redugdo significativa do IC50 do 5FU em relagdo a monoterapia. Esta ilacdo,
relativa aos efeitos sinérgicos obtidos nestas células que advém da combinacdo dos dois
compostos, € muito importante e reveladora pois, ndo s6 houve diminuicdo da

concentracdo de 5FU necessaria para a obtencdo do mesmo efeito relativamente a
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monoterapia como também, adicionalmente, houve sinergia nessas condigdes. O mesmo
acontece nas células LS1034, ou seja, houve efeito sinérgico as 96 horas de incubacéo
com os compostos (para f=0,5 e f=0,75), assim como, nas células WiDr (apenas para
f=0,5) Curiosamente, estas s@o as condi¢cdes em que sdo administradas concentracdes de
AA e 5FU mais baixas. Alias, para f=0,75 o 5FU esta presente em menor proporcdo do
que o AA. Estes resultados parecem indicar que a presencga de maior propor¢édo de um dos
compostos pode levar a que o efeito de um deles, seja anulado pelo outro, resultando num
efeito antagonista. De facto, um estudo realizado por Fromberg et al. (2011) levou a
concluséo de que aparentemente, as concentragdes de AA sé&o muito importantes para o
estabelecimento de efeitos sinérgicos ou antagdénicos de uma combinacdo de AA com um
farmaco citostéatico [75].

Todo o conjunto dos resultados obtidos neste ensaio para a combinacdo do AA
com o 5FU apontam para que esta terapia consiga atingir maior eficacia na linha celular
C2BBel e, pelo contrario, tenha menor eficicia na linha WiDr. Como referido
anteriormente, os resultados do mesmo ensaio em relacdo a monoterapia com AA
indicaram que a linha celular LS1034 é a mais resistente a essa terapia. Isto é concordante
com o facto de estas células serem quimiorresistentes, tal como foi confirmado num
estudo realizado por Casalta et al. (2011) [48]. Assim sendo, é plausivel considerar a
hipdtese de que a combinagdo do 5FU com o AA permitiu diminuir a resisténcia desta
linha celular a ambos os farmacos.

De forma a avaliar a eficicia do tratamento, a longo prazo, das trés linhas
celulares de cancro do colon com a combinacdo de AA e 5FU, efetuaram-se ensaios
clonogénicos. Como se pode verificar pelos graficos da Figura 3.30, o tratamento das trés
linhas celulares com AA e com AA em combinacdo com 5FU origina a diminuicdo
significativa da capacidade de crescimento e formacdo de colénias em relacdo ao
controlo. Contudo, apenas na linha celular WiDr a diminuigdo do fator de sobrevivéncia
que se regista na terapia combinada é inferior ao fator de sobrevivéncia observado na
monoterapia com AA. Pelo contrério, quando as células sdo tratadas com 5FU, nas linhas
celulares LS1034 e WiDr ndo ha qualquer alteragéo significativa em relacdo ao controlo e
nas células C2BBel ha apenas uma diminuicdo com significado estatistico na presenca da
concentracdo mais alta de 5FU. Estes resultados sugerem que a diminui¢do do fator de
sobrevivéncia que se observa para todas as linhas celulares na terapia combinada, parece
advir dos efeitos do AA. Apenas nas células WiDr é que podera haver uma maior

contribuicédo por parte do 5FU para a reducéo do fator de sobrevivéncia.
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Os resultados obtidos neste ensaio contrastam com os obtidos no ensaio SRB, pois
no ensaio clonogénico, a linha celular em que a terapia combinada exerce mais
eficazmente o seu efeito é a WiDr e as células que demonstraram possuir maior
capacidade de formagdo de coldnias na presenca da combinacdo de AA e 5FU foram as
C2BBel. No ensaio SRB, como referido anteriormente, acontece a situacdo oposta. Ha
entdo que ter em consideragdo que os ensaios clonogénicos permitem avaliar a resposta a
presenca de farmacos, para um periodo de tempo muito superior ao que se avalia no
ensaio SRB. Assim, é possivel concluir que os danos provocados nas células C2BBel
pela combinacdo do AA com o 5FU poderdo ser reversiveis, o que permite a célula
recuperar mais tarde. Em relacdo as células WiDr, ¢é possivel que os danos provocados
nestas células pela terapia combinada sejam dependentes do tempo de exposicdo aos dois
compostos, sendo mais complexos e menos suscetiveis a repara¢cdo, com 0 aumento do
tempo de exposicao.

Para a escolha das concentracbes de AA e 5FU a testar em combinacgdo para a
realizacdo da citometria de fluxo, foi selecionada a combinacdo que, sendo composta por
concentracfes de AA ou 5FU inferiores ao valor de 1C50 obtido na monoterapia as 96
horas, originou valores de proliferacdo celular inferiores as demais. De modo a termos um
meio de comparagéo, essas mesmas concentragdes foram administradas isoladamente e
em combinacdo. Assim, na linha celular C2BBel testdmos as concentra¢fes 613,5 UM e
5,03 uM de AA e 5FU respetivamente, 4025,28 uM de AA e 1,67 uM de 5FU nas células
LS1034 e para a linha celular WiDr as concentragdes testadas foram 6641,76 uM de AA
e 1,06 uM de 5FU.

No estudo da viabilidade/morte celular, relativamente & linha C2BBel ndo se
verificam diferencas ao nivel da viabilidade celular entre a monoterapia com ambos 0s
compostos e, a terapia combinada, ndo havendo também um tipo de morte predominante.
Os trés tipos de morte estdo presentes de forma muito semelhante nos trés tratamentos,
sendo que qualquer tipo de alteracdo entre cada tratamento que se possa observar no
grafico da Figura 3.31-A nédo tem significado estatistico.

Os niveis de viabilidade celular e diferentes tipos de morte na linha celular
LS1034 também ndo variam muito nos trés tipos de tratamento. A diminuicdo da
viabilidade celular em relacdo ao controlo é significativa para qualquer tratamento
(p=0,013 para o tratamento com AA e p=0,024 para os tratamentos com 5FU e terapia
combinada) e a morte celular por apoptose inicial € o tipo de morte mais presente nestas

celulas em todos os tratamentos, aumentando significativamente em relagdo ao controlo
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(p=0,019 para tratamento com AA, p=0,021 para tratamento com 5FU e p=0,018 para
tratamento com terapia combinada).

Nas celulas WiDr o nivel de viabilidade celular € muito semelhante quando as
células sdo tratadas com AA ou com a terapia combinada, sendo inferior a viabilidade no
tratamento com 5FU, embora ndo exista significado estatistico. Para além da viabilidade
celular, também os niveis de apoptose inicial, apoptose tardia/necrose e necrose sdo muito
semelhantes entre os dois tratamentos. A grande diferenca entre o tratamento com AA e
terapia combinada é que a terapia combinada leva a que maior percentagem de células
sofra morte por necrose e que diminua a percentagem de células que sofre morte por
apoptose tardia/necrose. Apesar dos valores que se registam nesta terapia, nos dois tipos
de morte referidos, serem significativos em relacdo ao controlo, ndo ha qualquer
significado quando os comparamos com a monoterapia com AA e 5FU.

Como foi referido anteriormente, 0 AA tem a capacidade de provocar morte
celular por apoptose ou necrose, dependendo de varios fatores, entre 0s quais, as
caracteristicas individuais de cada célula e a concentracdo de AA, bem como o tempo de
exposicdo das células a este composto [21]. De facto, em todas as linhas celulares ha um
aumento na apoptose inicial e apoptose tardia/necrose provocada pela terapia combinada
em comparacdo com os valores obtidos relativos & monoterapia com AA (com
concentracfes de AA proximas), em que o tempo de incubacdo das células com AA era
de 24 horas. No entanto, ha-que ter em atencdo o facto de esta analise ser meramente
qualitativa, pois como as concentracdes ndo sdo exatamente iguais, ndo foi possivel
efetuar uma comparacdo estatistica.

O 5FU leva a diminuigdo de dTTP, o que origina quebras das cadeias de DNA e
podera induzir apoptose celular. Por outro lado, danos no DNA de células com a p53
mutada, como é o caso das LS1034 e WiDr, poderdo nédo resultar em morte celular por
apoptose que é normalmente induzida por p53 wild-type. Assim, neste tipo de células a
morte celular pode ser provocada pela existéncia de danos ao nivel do DNA, resultando
em necrose [76]. Estas ilacGes justificam a existéncia de qualquer um dos tipos de morte
celular quando as células sao tratadas com 5FU e também o facto de existir maior morte
por necrose nas células WiDr.

No tratamento com a combinagdo dos dois compostos, ao comparar as trés linhas
celulares, verifica-se que ndo existe nenhuma diferenca significativa em relacdo a
viabilidade celular obtida entre elas. Apenas entre as linhas celulares LS1034 e WiDr

registam-se diferencas significativas na percentagem de células em apoptose inicial e
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apoptose tardia/necrose. A apoptose inicial estd mais presente na linha LS1034 (p=0,018)
e a apoptose tardia/necrose manifesta-se mais nas células WiDr (p=0,009). As células
WiDr apresentam uma maior percentagem de células por necrose, que é significativa
(p=0,004) em relacdo apenas as células C2BBel.

Apesar dos resultados promissores obtidos ao nivel da proliferacdo celular com a
combinagdo do AA e 5FU, estes ndo se refletiram em termos de diminuicdo da
viabilidade celular. Quando uma célula sofre danos, pode responder a essa alteracao
entrando em senescéncia ou em morte, neste Ultimo caso, como a apoptose ou autofagia.
A senescéncia esta muitas vezes envolvida na carcinogénese, mas pode também ser o
resultado de terapia com farmacos. Ha, portanto, varios estimulos que conduzem a
senescéncia, tais como danos ao nivel do DNA ou stresse oxidativo, entre outros. Existe
alguma confusdo no que diz respeito a definicdo de senescéncia, havendo autores que
igualam o atraso no ciclo celular a senescéncia. No entanto, sdo acontecimentos
diferentes, sendo o atraso em qualquer fase do ciclo celular suficiente para causar
senescéncia em células tumorais. Face ao que foi exposto, é possivel que a terapia
combinada com as doses utilizadas na citometria em que houve maior proporcdo de AA
do que 5FU, seja suficiente para diminuir drasticamente a proliferacdo celular mas néo
induzir morte celular, ficando as células num estado de senescéncia. Desta forma, num
proximo estudo devera ser testada outra combinacdo de concentracdes, tendo sempre em
atencdo o facto de ndo se poder diminuir em demasia a concentracdo de AA, para que nao
passe a atuar como antioxidante.

A citometria de fluxo permite avaliar a influéncia de um tratamento na progressao
do ciclo celular. Assim, para a avaliacdo da fase do ciclo celular em que as células se
encontram, procedeu-se a esta analise apenas para a terapia combinada, uma vez que
nesta fase é de todo o interesse relacionar os resultados de proliferacdo celular com a fase
do ciclo celular.

As fases G1, S, G2 e M constituem as fases do ciclo celular. As células na fase G1
podem seguir dois destinos, ou seguem para a fase S onde ira haver replicacdo do seu
DNA ou ficam na fase GO indefinidamente, interrompendo a divisdo. Apés a fase S, as
células entram na fase G2 onde podera existir algum tipo de reparacdo do DNA de modo
a preparagdo da celula para entrar na mitose (fase M). A passagem de uma fase do ciclo
celular a outra é regulada por cinases. Os dois pontos de controlo do ciclo celular situam-
se entdo na fase G1 e G2, prevenindo a progressdo do ciclo celular para a fase S e M

respetivamente, em caso de detecdo de erros ao nivel do DNA [77, 78].
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Pela analise dos graficos da Figura 3.32-A, B e C é possivel constatar que, de uma
forma geral, as trés terapias vao produzir um efeito semelhante ao nivel do ciclo celular
nas trés linhas celulares.

Verifica-se que em todas as linhas celulares, principalmente nas células WiDr,
existe um elevado numero de células em fase GO/G1 no controlo que diminui
significativamente quando as células sdo tratadas com 5FU (p=0,001 para C2BBel,
p<0,001 para LS1034 e p=0,025 para WiDr), a0 mesmo tempo que aumenta também
significativamente o nimero de células em fase S (p=0,001 para C2BBel, p<0,001 para
LS1034 e para WiDr).

A proteina p53 é uma importante proteina reguladora do ciclo celular e apoptose
pelo que, a presenca de p53 wild-type leva, quando necessario, a paragem do ciclo celular
em fase GO/G1. Os danos podem posteriormente ser reparados, 0 que possibilita a
progressao do ciclo celular ou, dependendo do tipo de danos, as células podem sofrer
apoptose [76]. A linha celular WiDr possui uma mutacdo no gene TP53, fazendo com que
a proteina p53 seja sobre-expressa [79]. O facto de a p53 se encontrar sobre-expressa
nestas células tumorais, leva a que exista uma maior tendéncia para o blogueio do ciclo
celular em fase GO/G1, o que permite justificar a elevada percentagem (cerca de 85%) de
celulas nesta fase, no controlo. O facto de a linha celular C2BBel expressar p53 wild-
type, também permite justificar a percentagem de células em fase GO/G1 obtida no
controlo. Quanto a linha celular LS1034 sabe-se que tem uma mutacdo no gene TP53 que
origina a troca de glicina por serina no coddo 245, no entanto, ndo é conhecida a
influéncia que essa mutacdo possui, contudo, verifica-se um comportamento semelhante
ao das células WiDr.

O 5FU ¢é um farmaco conhecido por provocar a paragem do ciclo celular em fase
S, devido a inibicdo da TS [80]. De facto, como referido anteriormente € possivel
observar o aumento de células na fase S no tratamento com 5FU, nas trés linhas celulares.
Estudos realizados por Dimanche-Boitrel et al. (1998) evidenciam que células de
carcinoma do colon que sofrem maioritariamente bloqueio do ciclo em fase GO/G1 séo
menos suscetiveis a quimioterapia devido a elevada expressdo de uma proteina reguladora
da fase GO/G1, a p27"" [81]. Assim, h& necessidade de utilizar, neste tipo de células,
farmacos que consigam exercer efeitos ao nivel do bloqueio do ciclo na fase S, tais como
0 5FU. Ha também a necessidade de aumentar os efeitos destes farmacos. No entanto, é
possivel verificar que a combinacdo de AA com 5FU ndo é suficiente para aumentar o

numero de células com o ciclo parado na fase S em comparagdo com o 5FU. Apenas nas
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células WiDr h& um ligeiro aumento na fase S em relacdo ao tratamento com 5FU, mas
sem significado estatistico. De qualquer forma, ha aumento significativo de células nesta
fase na terapia combinada em relacdo a monoterapia com AA em todas as linhas
celulares, embora seja apenas estatisticamente significativo estatistico nas células WiDr
(p<0,001).

Também se pode verificar que para cada linha celular a populacéo de células em
fase pré-G1 se mantém praticamente inalterada entre os trés tratamentos. Em todas as
linhas celulares existe aumento desta populagdo celular em relacdo ao controlo, no
entanto, apenas é significativo na linha celular C2BBel nos trés tratamentos (p=0,041
para o tratamento com AA, p=0,003 para o tratamento com 5FU e p=0,021 para
tratamento com terapia combinada). As células em fase pré-G1 sdo caracterizadas por
possuirem um baixo contetdo de DNA, ou seja, células cujo conteudo de DNA esta
diminuido devido a fragmentacdo deste, uma das caracteristicas iniciais da apoptose [82].
Estes resultados corroboram a existéncia de apoptose, sem alteragdes significativas entre
condicdes, obtida no ensaio em que se utilizou a dupla marcacdo com AV-IP para avaliar
a viabilidade e morte celular.

Ha evidéncias de que o peroxido de hidrogénio possa causar, dependendo da
concentracdo em que esta presente, paragem do ciclo celular nas fases G1 ou S por
mecanismos dependentes da p53 ou nas fases G2/M, estando ainda o mecanismo
envolvido neste bloqueio por determinar [83]. Por outro lado, um estudo desenvolvido
por Herst et al. (2012) demonstrou que a presenca de 5 mM de AA isoladamente
provocou um elevado dano ao nivel do DNA através da inducdo de quebras na dupla
hélice mas ndo foi capaz de provocar nenhuma alteracéo significante no ciclo celular. Por
outro lado, quando combinado com radiacdo, o AA provocou um grande bloqueio do
ciclo na fase G2/M [74]. Nos resultados obtidos neste trabalho é possivel constatar algo
semelhante, ou seja, 0 AA gquando presente isoladamente é incapaz de provocar alteraces
significativas relativamente ao controlo (exceto na linha C2BBel, pois da-se 0 aumento
da fase pré-G1), mas quando combinado com o 5FU, da-se o aumento do nimero de
células com o ciclo bloqueado na fase S (em comparacdo com o controlo e tratamento
com AA) e na fase G2/M. De facto, nas linhas celulares C2BBel e WiDr, o aumento da
fase G2/M na terapia combinada é estatisticamente significativo em relagdo ao tratamento
com AA isoladamente (p=0,001 para C2BBel e p=0,025 para WiDr) e em rela¢do ao

controlo apenas nas células WiDr (p=0,002).
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Este trabalho teve como objetivo fundamental avaliar a existéncia de efeito
sinérgico entre a combinacdo de AA com 5FU no tratamento do cancro do célon. As
varias técnicas utilizadas nos diferentes contextos permitiram tirar varias conclusdes
acerca desta interacao.

Os estudos in vitro realizados para avaliar o efeito do AA isoladamente
permitiram verificar que este composto interfere com a capacidade de proliferagéo e
formacéo de colonias das células, sendo o seu efeito dependente da linha celular, da sua
concentracdo e do periodo durante o qual as células estdo em contacto com este
composto. Isto é confirmado quando apds exposicdo das células por 24 horas ao AA se
verifica a diminuicdo da viabilidade celular, o que podera estar relacionado com o
aumento da producéo intracelular de ROS nas linhas celulares C2BBel e WiDr. Na linha
celular LS1034, o efeito do AA néo parece estar associado ao aumento das ROS, o que
poderd estar relacionado com a adaptacdo destas células ao stresse oxidativo. Por outro
lado, o aumento de ROS nas células WiDr pode levar & presenca de danos ao nivel do
DNA.

Os estudos que envolveram a avaliacdo do efeito do 5FU ao nivel da proliferacédo
celular, em que se concluiu que ha diminuicdo do seu IC50 com o aumento do tempo de
incubacdo, foram desempenhados de forma a poder ser feita a avaliacdo do efeito da
combinacéo desse farmaco com o AA.

A combinacdo do AA com o 5FU permitiu demonstrar que, ndo sé € possivel
diminuir a concentracdo de 5FU quando o combinamos com AA, mas também obter
sinergia entre os dois, resultados muito relevantes no tratamento do cancro. Apesar destes
resultados promissores ao nivel da proliferacdo celular, ndo se verificaram diferencas nos
niveis de viabilidade/morte celular entre as trés condicdes, ou seja, a combinacgdo dos dois
compostos e a concentracdo de cada composto individualmente, pelo que se postula a
hipotese das combinagdes utilizadas em cada linha celular estarem a induzir a senescéncia
das células. Ao nivel do ciclo celular, a combina¢do dos dois compostos induz o aumento
do numero de células com o ciclo bloqueado na fase S (em comparacdo com o controlo e
tratamento com AA) e na fase G2/M.

Em suma, os resultados obtidos confirmam a pertinéncia e encorajam a
continuidade desta investigacdo em torno da combinacdo do &cido ascorbico com o 5FU

no tratamento do cancro do colon.
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Capitulo 5

CONCLUSOES






Ao longo deste trabalho, cujo objetivo principal foi verificar a possivel sinergia na
combinacdo do acido ascérbico com o 5FU, foram avaliados o efeito do AA quando
administrado isoladamente, bem como o efeito da combinacdo deste composto com o
5FU, em trés linhas celulares de cancro do colon.

O efeito do AA ao nivel da proliferacdo celular foi avaliado através do ensaio
SRB, o0 que permitiu concluir que a citotoxicidade deste composto é dependente da
concentracdo em que esta presente. A linha celular C2BBel revelou ser a mais sensivel
ao AA, o que poderd estar relacionado com a sobre-expressdo de SVCT1, favorecendo a
formagdo de um ambiente mais oxidativo nestas células. Por outro lado, as células que
aparentam ser mais resistentes ao AA, sdo as LS1034, descritas na literatura como sendo
quimiorresistentes. A realizacdo do mesmo ensaio para averiguar o efeito do 5FU
constituiu uma ferramenta para posterior avaliagdo do efeito da combinacdo dos dois
compostos. Nas trés linhas celulares, o seu IC50 diminui com o aumento do tempo de
incubac&o, sendo a linha celular WiDr a mais sensivel a este tratamento e, pelo contrario,
a linha celular C2BBel a mais resistente.

A realizacdo dos ensaios clonogénicos permitiu avaliar, a longo prazo, a eficacia
do tratamento com AA nas linhas de cancro do cdlon. Concluiu-se que este composto
interfere com a capacidade de proliferar e formar coldnias das trés linhas celulares pois, a
medida que a sua concentracdo aumenta, o fator de sobrevivéncia diminui.

A analise da viabilidade celular permitiu concluir que o tratamento com AA induz
a diminuicdo significativa da viabilidade a medida que a concentracdo deste composto
aumenta ndo se verificando, contudo, a presenca predominante de um tipo de morte
comum as trés linhas celulares.

Nas linhas celulares C2BBel e WiDr ha um aumento significativo da producéo
intracelular de radical superdxido havendo, no entanto, uma maior probabilidade de que o
efeito pro-oxidante do AA esteja maioritariamente relacionado com a formacéo do radical
superoxido no meio extracelular. Deste modo, sera relevante averiguar a produgdo
extracelular deste radical. Verifica-se nas celulas C2BBel um decréscimo acentuado e
significativo na producdo intracelular de perdxidos, o que se correlaciona com a
diminuigdo da presenca de GSH livre e, possivelmente, com a formagdo de outras
espécies mais lesivas para as células a partir de peréxido de hidrogénio, tais como o
radical hidroxilo. Assim, é de grande interesse a avaliagdo da presenca do radical
hidroxilo ou de outras espécies radicalares, atraves da utilizacdo de sondas especificas

para o efeito. Nas celulas WiDr parece haver uma ligeira tendéncia para a diminuicdo da



producdo intracelular de peroxidos o que poderd estar relacionado com a diminui¢do da
GSH livre.

Na linha celular LS1034 néo se observam variagdes significativas na producdo de
radical superoxido, o que levanta a possibilidade de existir um baixo influxo de AA nesta
linha celular, que podera ser comprovado num trabalho futuro, através da avaliacdo da
expressdo dos transportadores SVCT1 e 2 por Western Blot. Na analise da producao
intracelular de perdxidos verificou-se que ndo ha alteragbes significativas neste
parametro, o que podera estar relacionado com a atuacao de peroxidos a nivel extracelular
ou com a adaptacdo crescente ao stresse oxidativo, proveniente de espécies mais lesivas
formadas a partir do peréxido de hidrogénio. Também nesta situacdo, a avaliacdo da
presenca de outras espécies mais lesivas, fard sentido. A presenca de GSH livre nédo
apresenta grandes variagdes, o que corrobora o que foi anteriormente afirmado.

Resultados preliminares revelaram que na linha celular WiDr parece existir algum
efeito do AA ao nivel do DNA, tal como sugere o ensaio cometa realizado, sendo esse
dano proporcional a concentracdo de AA presente. Num trabalho futuro sera importante
aumentar o numero de experiéncias, bem como realizar este ensaio para as outras duas
linhas celulares.

A terapia combinada de AA com 5FU possibilita a diminuicdo significativa da
concentracdo de 5FU necessaria para atingir o0 mesmo efeito que na terapia isolada com
este farmaco, tendo-se obtido sinergia entre ambos os compostos em algumas condices.
Parece haver maior eficicia desta terapia na linha celular C2BBel e, pelo contrério,
menor eficacia na linha WiDr. Os resultados dos ensaios clonogénicos, em que houve
tratamento das células com a combinagdo dos dois compostos durante um maior periodo
de tempo, parecem indicar que, para as condi¢cfes testadas, a diminuicdo do fator de
sobrevivéncia que se observa para todas as linhas celulares sujeitas a terapia combinada,
advém dos efeitos do AA. Apenas nas células WiDr é que podera haver uma maior
contribuicdo por parte do 5FU para a reducdo do fator de sobrevivéncia.

Apesar dos resultados promissores ao nivel da proliferacdo celular, ndo se
verificaram diferencas nos niveis de viabilidade/morte celular entre a combinacdo dos
dois compostos e a utilizacdo de cada um individualmente, pelo que se postula a hipétese
das combinacGes utilizadas em cada linha celular estarem a induzir a senescéncia das
células. Ao nivel do ciclo celular, a utilizacdo de AA individualmente ndo produz
alteracdes significativas em comparacdo com o controlo e, por sua vez, o 5FU induz

maioritariamente bloqueio do ciclo celular na fase S. A combinacdo dos dois compostos
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induz o aumento do namero de células com o ciclo bloqueado na fase S (em comparacao
com o controlo e tratamento com AA), 0 que podera advir dos efeitos do 5FU e na fase
G2/M como resultado, possivelmente, do aumento de perdxido de hidrogenio.

De referir, que as concentracdes de AA e de 5FU usadas na terapia combinada
para a avaliacdo da sobrevivéncia e da viabilidade celulares, tipos de morte induzida e
alterac@es ao nivel do ciclo celular foram baseados nos resultados de proliferagdo celular
obtidos, tendo sido escolhidas condi¢cdes em que o AA estivesse presente em maior
proporcao (f=0,75). De facto, nos ensaios supracitados estas condi¢des ndo revelaram
efeitos significativos, sugerindo-se assim a repeticdo dos mesmos para as condi¢fes de
f=0,5, com igual proporcdo de AA e 5FU, para as quais se verificou efeito sinérgico ao

nivel da proliferacdo celular.
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