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RESUMO

Acao da suplementacgao prévia de vitamina c e L-arginina em ratos Wistar
submetidos ao quimioterapico 5-fluorouracil: aspectos moleculares e

morfoldgicos nos testiculos

O quimioterapico citotéxico 5-fluorouracil (5-FU) é comumente administrado para o
tratamento de diferentes tipos de neoplasias. Uma das limitacbes importantes do
uso de 5-FU é a sua toxicidade em células saudaveis em proliferacdo, como as
células do sistema reprodutor masculino. Alguns suplementos podem ser utilizados
para atenuar os efeitos téxicos do 5-FU, como a L-arginina e a vitamina C. Essa
tese foi dividida em dois capitulos. O Capitulo | € uma revisédo de literatura sobre o
quimioterapico 5-FU e sua toxicidade para 6rgaos reprodutivos masculinos, além de
apresentar a Vitamina C e de L-arginina como possiveis suplementos prévios a
quimioterapia com a intencdo de reduzir os efeitos deletérios do 5-FU para os
orgaos reprodutivos. O Capitulo Il € uma pesquisa cientifica que descreve o
experimento realizado com a aplicagdo de 5-FU e suplementagdo de L-arginina
e/ou vitamina C em ratos Wistar. O objetivo do Capitulo | foi revisar os principais
efeitos toxicos do quimioterapico 5-FU em células ndo cancerigenas, dando énfase
aos o6rgaos reprodutivos e também apresentar o que se conhece sobre a agao
antioxidante da vitamina C e da L-arginina que justifica o estudo desses
suplementos alimentares como alternativas para reduzir os danos do 5-FU. O
objetivo do Capitulo Il foi verificar os efeitos da suplementagdo de L-arginina e da
vitamina C isoladamente ou em associagao na morfologia testicular e espermatica,
na expressdo génica de mediadores relacionados ao estresse oxidativo e
inflamacgao (Tnfa, Cat e Gss), na expressao de proteinas ligadas a apoptose
(Caspase 3, BAX e BCL2) de células testiculares de ratos submetidos ao
quimioterapico 5-FU. O experimento do Capitulo Il foi realizado utilizando 40 ratos
Wistar que foram divididos em 5 grupos com 8 animais cada grupo: Grupo controle
(Gc): os ratos receberam agua e ragado comercial ad libitum até o 7° dia e aplicagao
de solugédo fisiolégica no 8° dia do experimento; Grupo 5-FU (G5-FU): os ratos
receberam agua e ragao ad libitum até o 7° dia, no 8° dia do experimento
receberam aplicagéo intraperitoneal de dose unica de 5-FU (50 mg/ Kg de peso

corporal); Grupo 5-FU + L-arginina (G5-FU+Arg): os ratos receberam 213 mg de L-



arginina/dia adicionada a agua filtrada ad libitum até o 7° dia e no 8° dia do
experimento receberam aplicagao intraperitoneal de dose unica de 5-FU (50 mg/ Kg
de peso corporal); Grupo 5-FU + Vitamina C (G5-FU+VitC): os ratos receberam 5,71
mg de acido ascorbico/ dia adicionado a agua filtrada ad libitum até o 7° dia e no 8°
dia do experimento receberam aplicag&o intraperitoneal de dose unica de 5-FU (50
mg/ Kg de peso corporal); Grupo 5-FU + L-arginina + Acido Ascérbico (vitamina C)
(G 5-FU+Arg+VitC): os ratos receberam 213 mg de L-arginina e 5,71 mg de acido
ascorbico/dia adicionados a agua filtrada ad libitum até o 7° dia e aplicagéao, no 8°
dia do experimento receberam aplicag&o intraperitoneal de dose unica de 5-FU (50
mg/ Kg de peso corporal). A eutanasia foi realizada 72 horas ap6s a aplicagéo do 5-
FU. Apds a eutanasia dos animais, os espermatozoides foram utilizados para
morfologia espermatica e os testiculos foram utilizados para morfologia e
morfometria testicular, expressdo génica de mediadores relacionados ao estresse
oxidativo e expressdo de proteinas ligadas a apoptose de celular. Houve uma
reducao na contagem dos tubulos seminiferos sem alteragdes morfolégicas nos
grupos G5-FU e G5-FU+Arg+VitC, acompanhada de um aumento de vacuolos nos
tubulos seminiferos; os grupos G-5FU+Arg e G5-FU+VitC nao diferiram do Gc
nesses parametros (P<0,05). O grupo G5-FU+Arg+VitC apresentou maior
degeneracgao testicular que os demais grupos (P<0,05). Houve redugao significativa
na altura do epitélio seminifero nos grupos G-5FU+Arg e G5-FU+Arg+VitC. Nao
houve diferencga significativa na morfologia espermatica. O G5-FU apresentou maior
expressdo de BAX nos testiculos de ratos Wistar que o Gc, e G5-FU+VitC né&o
diferiu do grupo controle (P<0,05). A aplicagdo de uma unica dose de 5-FU leva a
um aumento de alteragdes morfoldgicas testiculares e a suplementagao preventiva
de vitamina C, sem a associagao da L-arginina, reduz os efeitos deletérios do 5-FU

nos testiculos de ratos Wistar.

Palavras-chave: acido ascorbico, apoptose, estresse oxidativo, tubulos seminiferos.



ABSTRACT

Action of previous supplementation of vitamin C and L-arginine in Wistar rats
submitted to 5-fluorouracil chemotherapy: molecular and morphological

aspects in the testes

The cytotoxic chemotherapy drug 5-fluorouracil (5-FU) is commonly administered for
the treatment of different types of neoplasms. One of the important limitations of
using 5-FU is its toxicity to healthy proliferating cells, such as cells of the male
reproductive system. Some supplements can be used to mitigate the toxic effects of
5-FU, such as L-arginine and vitamin C. This thesis was divided into two chapters.
Chapter | is a literature review on the chemotherapy drug 5-FU and its toxicity to
male reproductive organs, in addition the review presents Vitamin C and L-arginine
as possible supplements prior to chemotherapy with the intention of reducing the
deleterious effects of 5-FU to the reproductive organs. Chapter Il is a scientific
research that describes the experiment carried out with the application of 5-FU and
supplementation of L-arginine and vitamin C in Wistar rats. The objective of Chapter
| was to review the main toxic effects of 5-FU chemotherapy in non-cancer cells,
with emphasis on reproductive organs, and also to present what is known about the
antioxidant action of vitamin C and L-arginine, which justifies the study of these
dietary supplements as alternatives to reduce 5-FU damage. The aim of Chapter Il
was to verify the effects of L-arginine and vitamin C supplementation, alone or in
combination, on testicular and sperm morphology, on the gene expression of
mediators related to oxidative stress and inflammation (Tnfa, Cat e Gss), on the
expression of proteins linked to apoptosis (Caspase 3, BAX and BCL2) from
testicular cells of rats submitted to 5-FU chemotherapy. The experiment in Chapter Il
was carried out using 40 Wistar rats that were divided into 5 groups with 8 animals
each: Control group (Gc): rats received water and commercial feed ad libitum until
the 7th day and application of saline solution on the 8th day of experiment; 5-FU
Group (G5-FU): the rats received water and food ad libitum until the 7th day, on the
8th day of the experiment they received intraperitoneal application of a single dose
of 5-FU (50 mg/Kg of body weight); 5-FU + L-arginine group (G5-FU+Arg): the rats
received 213 mg of L-arginine/day added to filtered water ad libitum until the 7th day

of the experiment, and on the 8th day of the experiment they received a single



intraperitoneal application of 5-FU (50 mg/Kg of body weight); 5-FU + Vitamin C
group (G5-FU+VitC): the rats received 5.71 mg of ascorbic acid/day added to filtered
water ad libitum until the 7th day of the experiment, and on the 8th day of the
experiment they received a single intraperitoneal application of 5-FU (50 mg/Kg of
body weight); 5-FU + L-arginine + Vitamin C Group (G 5-FU+Arg+VitC): rats
received 213 mg of L-arginine and 5.71 mg of ascorbic acid/day added to filtered
water ad libitum until the 7th day and they received intraperitoneal application of a
single dose of 5-FU (50 mg/Kg of body weight) on the 8th day of the experiment.
Euthanasia was performed 72 hours after 5-FU application. After the euthanasia of
the animals, the spermatozoa were used for sperm morphology and the testes were
used for testicular morphology and morphometry, gene expression of mediators
related to oxidative stress, expression of proteins linked to cellular apoptosis. There
was a reduction of seminiferous tubules without morphological alterations in the G5-
FU and G5-FU+Arg+VitC groups, accompanied by an increase in vacuoles in the
seminiferous tubules; the G-5FU+Arg and G5-FU+VitC groups did not differ from the
Gc in these parameters (P<0.05). The G5-FU+Arg+VitC group showed greater
testicular degeneration than the other groups (P<0.05). There was a significant
reduction in the height of the seminiferous epithelium in the G-5FU+Arg and G5-
FU+Arg+VitC groups. There was no significant difference in sperm morphology. G5-
FU showed greater BAX expression in the testes of Wistar rats than Gc, and G5-
FU+VitC did not differ from the control group (P<0.05). The application of a single
dose of 5-FU leads to an increase in testicular pathologies and the preventive
supplementation of vitamin C, without the association of L-arginine, reduces the

deleterious effects of 5-FU on the testicles of Wistar rats.

Keywords: ascorbic acid, apoptosis, oxidative stress, seminiferous tubules.
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CAPITULO |

1 INTRODUGAO

O cancer é uma doencga caracterizada pela proliferacéo celular desenfreada
com capacidade de metastase em varios tecidos e 6rgéos, causando alteragdes
sistémicas graves. E uma das principais causas de morte em todo o mundo tendo o
numero de mortes por cancer dobrado em mulheres e triplicado em homens nos
ultimos 40 anos (LEWANDOWSKA et al., 2020).

A quimioterapia € o tratamento de eleicdo para varios tipos de cancer porque
bloqueia o crescimento e divisdo de células tumorais (AL-ASMARI; KHAN; AL-
MASRI, 2016). Um dos quimioterapicos amplamente utilizados € o 5-fluorouracil (5-
FU) com capacidade de alterar os acidos nucleicos da célula e a mitose celular
(SCHULZE, 2007).

Os quimioterapicos ndo atuam somente nas células cancerigenas, levando a
efeitos colaterais em diversos tecidos que sofrem intensa proliferacdo celular
(BARATEIRO et al., 2020). A ac&o toxica do 5-FU é dependente da dose e do
tempo, varia de paciente para paciente e é capaz de provocar efeitos colaterais
graves que podem levar a interrupgao da terapia (AL-ASMARI; KHAN; AL-MASRI,
2016).

Um dos sistemas afetados pelo tratamento do 5-FU é o sistema reprodutor,
e mesmo em pequenas doses foi considerado gonadotéxico em ratos albinos
machos que receberam dose unica de 5-FU (10, 50 e 100 mg/kg, i.p.) e observados
em 1, 3, 15 e 30 dias apds a exposicao (NARAYANA et al., 2000). A proliferagéo
celular faz parte da fisiologia reprodutiva e diversas alteragdes morfoldgicas
testiculares e endocrinas foram observadas em ratos machos tratados com 5-FU (O,
20, 30 mg/kg/dia) por via oral (volume de administragdo de 10ml/kg) por um periodo
de 2 ou 4 semanas (TAKIZAWA; HORII, 2002).

Na literatura cientifica foram observadas evidencias da acao pré-oxidativa e
inflamatodria do 5-FU. Em ratos, o 5-FU causou nefrotoxicidade, com aumento do

estresse oxidativo e redugao das eximas antioxidantes que diminuiram a capacidade
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de defesa antioxidante da célula, além de inflamagéao renal e apoptose (FAMUREWA
et al., 2019).

Alguns suplementos com agéo antioxidante podem auxiliar na redugdo dos
efeitos colaterais do 5-FU para células ndo cancerigenas, que apresentam intensa
proliferagdo celular, como as células gonadais. Nesse sentido, L-arginina e vitamina
C sao possiveis candidatos para reduzir o estresse oxidativo tecidual e diminuir os
danos celulares (AL-ASMARI; KHAN; AL-MASRI, 2016; ZHANG et al., 2020).

Alguns suplementos ou compostos com potencial antioxidante e anti-
inflamatdrio podem reduzir os efeitos colaterais associados ao 5-FU para células n&o
cancerigenas com intensa proliferacdo celular (AL-ASMARI; KHAN; AL-MASRI,
2016). Nesse sentido, a vitamina C por processo de doacgao/transferéncia de
elétrons € um potente antioxidante capaz de reduzir as espécies reativas de oxigénio
(ROS) e neutralizar o estresse oxidativo (EO) consequentemente (CARITA et al.,
2020). A L-arginina por sua vez possui capacidade antioxidante ao eliminar o radical
superoxido, suprimir o processo de oxidagcdo e aumentar as enzimas antioxidantes
séricas (ZHANG et al., 2020).

A presente revisdo de literatura teve como objetivo revisar os principais
efeitos téxicos do quimioterapico 5-FU em células ndo cancerigenas, dando énfase
aos o6rgéos reprodutivos e também apresentar o que se conhece sobre a agéo
antioxidante da vitamina C e da L-arginina que justifica o estudo desses

suplementos alimentares como alternativas para reduzir os danos do 5-FU.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer e quimioterapia

O cancer € um importante problema de saude publica em todo o mundo e
que, ao longo de décadas, tem apresentado maiores taxas de incidéncia e
mortalidade (FONSECA et al., 2021). Acredita-se que se tornara a principal causa
de morte em todos os paises do mundo no século XXl, isso devido ao
desenvolvimento social e econdmico e ao envelhecimento da populagao (XIA et al.,
2018; XUE; ZHOU; QIlU, 2020). Essa doenca € a responsavel pela morte de
aproximadamente 9,6 milhdes de pessoas por ano no mundo todo, com
aproximadamente 18 milhdes de novos casos anualmente (BRAY et al., 2018;
MENTELLA et al., 2019).

O céncer € uma condigédo cronico-degenerativa que envolve o crescimento
anormal de células com potencial de se espalharem ou invadirem outras partes do
corpo (FONSECA et al., 2021; XIA et al., 2018). Os canceres de maior incidéncia no
mundo sdo os de pulméao (11,6%) e de mama (11,6%), seguidos pelos de préstata
(7,1%) e colorretais (6,1%) e os de maior mortalidade sado os de pulmao (18,4%),
seguidos pelos colorretais (9,2%), de estbmago (8,2%), de figado (8,2%) e de mama
(6,6%) (BRAY et al., 2018).

A quimioterapia € uma das medidas mais comumente usadas para tratar
varias formas de cancer e que resulta em grandes investimentos financeiros
acarretando encargos institucionais e sociais em diversos paises (FONSECA et al.,
2021).

O 5-FU por ser um agente antineoplasico de baixo custo (BALMANT et al.,
2018) € um dos medicamentos mais utilizados e foi considerado o tratamento padréao
de agente unico para o cancer colorretal (JOULIA et al., 1999). Pode ser usado
separadamente ou em combinagdo com outras quimioterapias para tratar muitos
tipos de cancer (FAHMY et al., 2020). E o farmaco de escolha para o tratamento, em
regimes quimioterapicos aceitos, de uma variedade de tumores sélidos como cancer
de mama, cabega e pescoco, tumores de pele, canceres colorretais e outros
canceres do trato gastrointestinal (GOIRAND et al., 2018).
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2.2 Acao e toxicidade do 5-Fluorouracil no tratamento de cancer

O quimioterapico/antimetabadlito citotdéxico, 5-FU, é um analogo de pirimidina
por apresentar um atomo de fluor estavel na posicdo 5 do anel uracila, atua como
um falso substrato para os acidos nucleicos (GOIRAND et al., 2018), interferindo no
processo de reparo do acido desoxirribonucleico (DNA), exercendo a citotoxicidade
pela incorporacéo incorreta de fluoronucleotideos em acido ribonucleico (RNA) e
DNA (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003) e por meio da inibicao de timidilato
sintase (TS), enzima responsavel pela sintese da timidina monofosfato a partir da
uridina monofosfato (FAHMY et al., 2020). O 5-FU entra na célula usando o mesmo
mecanismo de transporte da uracila (VODENKOVA et al., 2020) que € um sistema
transporte mediado por carreadores (EL-ALFY et al., 2013).

A fluoropirimidina, 5-FU, € metabolizada por duas rotas competitivas: a rota
catabdlica e a rota anabdlica. A rota catabolica envolve a conversdo de 5-FU em
dihidrofluorouracil (DHFU) pela dihidropirimidina desidrogenase (DPD) levando a
formacao de acido a-fluoro-B-ureido-propidnico (FUPA) e a-fluoro-B-alanina (FBAL)
que € excretado pelos rins (SETHY; KUNDU, 2021). A DPD é responsavel por
transformar a maior parte do 5-FU (>80%) em componentes inativos e sua
deficiéncia afeta amplamente a farmacocinética do 5-FU (GOIRAND et al., 2018),
levando a toxicidades graves, como neutropenia e diarreia (GOIRAND et al., 2018;
VODENKOVA et al., 2020).

A rota anabdlica é responsavel pelo efeito anticancer do 5-FU, ou seja, ao
entrar nas células, o 5-FU é fosforilado por varias reagcdes enzimaticas responsaveis
por sua ativagdo metabdlica (GOIRAND et al., 2018), resultando principalmente na
formacgao de trés metabdlitos ativos: fluorouridina monofosfato (FUMP), fluorouridina
difosfato (FUDP) e fluorodesoxiuridina trifosfato (FUTP) (AL-ASMARI; KHAN; AL-
MASRI, 2016), responsaveis por bloquear a agdo da TS (VODENKOVA et al., 2020).

O 5-FU é metabolizado a FUMP por via direta usando orotato fosforilase
(OPRT), na presenga do cofator fosforribosil transferase (PRPP) ou indiretamente
por meio da uridina fosforilase (UP) e uridina quinase (UK) via fluorouridina (FUR)
(SETHY; KUNDU, 2021). Ocorre entéo a fosforilaggo do FUMP em FUDP, que é
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entao fosforilado no metabdlito ativo FUTP ou FUDP pela ribonucleotideo redutase
(RNR) (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003b; SETHY; KUNDU, 2021).

A inibicio da TS pelo FUMP restringe a sintese de desoxitimidina
monofosfato (dTMP), que é crucial para a replicagdo e reparo do DNA (GELEN et
al., 2021), provoca a deplecdo de dTTP, perturba os niveis de outros
desoxinucleotideos (VODENKOVA et al., 2020), leva ao acumulo de desoxiuridina
monofosfato (AUMP) podendo aumentar os niveis de desoxiuridina trifosfato (dUTP)
e trifosfato de fluorodesoxiuridina (FUTP) (DERISSEN et al., 2016).

Assim, o aumento de dUTP/dTTP e FUTP/dTTP causa incorporagao
incorreta de dUTP e FUTP no DNA (SETHY; KUNDU, 2021). A menor concentragao
de dTMP ocasiona toxicidade celular, danos ao DNA (FAMUREWA et al., 2019),
desestabiliza a sua estrutura, pois € crucial para a replicacdo e o reparo do DNA e,
eventualmente, leva a quebras na fita dupla de DNA das células afetadas, podendo
causar apoptose (LAMBOURAS et al., 2018). O 5-FU também pode ser convertido
em FUMP por um mecanismo indireto envolvendo uma agéo sequencial da timidina
fosforilase (TP), catalisando a conversao de 5-FU em fluorodesoxiuridina (FAUR). O
FAUR é ainda convertido por fosforilagao pela timidina quinase (TK) ou via redugao
de FUDP por RNR (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003a; VODENKOVA et al.,
2020). Em alguns tipos de células, esse tipo de formagcdo de FUMP predomina em
comparagdo com sua producdo por TP/TK e serve como um substrato para a
sintese de FUTP (VODENKOVA et al., 2020).

Os efeitos bioldgicos toéxicos observados com o uso do 5-FU, como
neutropenia febril, nausea/voémito, diarreia, mucosite, toxicidade hepatorrenal,
mielossupressdo, cardiotoxicidade, dermatites, toxicidade para dérgdos genitais e
aumento do risco de mortalidade estdo relacionados a concentragao do 5-FU (AL-
ASMARI et al., 2016; LEE; BEUMER; CHU, 2016). A eficacia anticancerigena do 5-
FU aumentou com a dose, levando a produgdo de niveis inaceitaveis de
citotoxicidade em células normais, o que dever ser superado pela combinacao do 5-
FU com outros medicamentos anticancerigenos com diferentes mecanismos de agao
(CHANG et al., 2021).

Existem variagbes entre os protocolos de tratamento com 5-FU em

humanos, no entanto, um dos mais utilizados envolve uma dose inicial de bolus
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intravenoso de 5-FU entre 400 e 600mg/m2 e é subsequentemente administrado
repetidamente ao longo de varios meses em combinagdo com outros medicamentos
(STRINGER et al., 2018). A oscilagao das concentragdes de 5-FU no plasma torna
dificil o ajuste de dose durante o monitoramento da droga, entretanto, quando o
limite toxico de uma determinada dose € observado, sua redugao ou descontinuacao
se faz necessaria, o que leva ao fracasso do tratamento (KOBUCHI; ITO, 2020).

O EO ¢ induzido pelo 5-FU, que ao inibir a incorporacao de acido timidilico na
estrutura do DNA causa danos a sua estrutura (FAMUREWA et al.,, 2019). A
toxicidade induzida por 5-FU, é um fendbmeno complexo de varias etapas, inclui
producao excessiva de ROS (RAPA et al.,, 2021), alteracdo de varias vias de
sinalizagao, superexpressao de mediadores inflamatérios como fator nuclear kappa-
B (NF-kB), ciclooxigenase-2 (COX-2) (FAMUREWA et al., 2019), que desencadeiam
mecanismos patolégicos de dano celular, alterando os parametros fisioldgicos
normais das células (RAPA et al., 2021).

Estudos evidenciaram que apds a administracdo de 5-FU, os niveis de
citocinas pro-inflamatdrias, NF-kB, fator de necrose tumoral a (TNFa) que é a via de
ativagcdo das interleucinas (IL6 e IL1) estavam aumentadas em ratos mesmo antes
da evidéncia histolégica de dano tecidual (VYAS; LAPUT; VYAS, 2014). No estudo
de Famurewa et al., (2019), relacionando a nefrotoxicidade por 5-FU, a injegdo do
quimioterapico aumentou consideravelmente os niveis renais de IL1[3, IL6, TNFa e
de o6xido nitrico (NO), bem como uma superexpressao de 6xido nitrico sintase
induzivel (INOS) e NF-kB, que foram confirmadas por alteragbes estruturais
relacionadas a inflamagao na histologia renal. Nesse mesmo estudo, evidéncias
mostraram que o EO é o principal gatilho de respostas inflamatérias por meio da
ativacdo de fatores de transcricdio NF-kB que é translocado para o nucleo
(FAMUREWA et al., 2019), induzindo a regulacdo positiva de genes responsaveis
pela sintese de citocinas pré-inflamatoérias e pela apoptose relacionada ao dano no
DNA (GELEN et al., 2021).

O NF-kB tem sua ativagdo impulsionada pela quinase regulada por sinal
extracelular (ERK) e as quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs), incluindo MAPK
p38, c-Jun N-terminal quinase (JNK), contribuem para a regulagdo positiva de
citocinas e mecanismos de apoptose (ARAB; SALAMA; MAGHRABI, 2018). A
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apoptose causada por 5-FU foi previamente relatada como um processo dependente
de caspases, grupo de proteases de cisteina reconhecidas como principais efetoras
da morte celular por apoptose, esta relacionada ao aumento do estresse oxidativo e
a superexpresséo de citocinas (FAMUREWA et al., 2019).

A caspase-3 € uma cisteina-protease com especificidade para aspartato, sua
acao de desencadear apoptose € bem conhecida e seu aumento fornece fortes
evidéncias de morte celular por apoptose (FAMUREWA et al., 2019). A Caspase-3 é
o intermediario chave das vias apoptoticas intrinsecas e extrinsecas (TIGU et al.,
2020).

Na via intrinseca, mitocondrial ou regulada pela familia de proteinas
conhecidas por linfoma de células B2 (BCL-2) (SHALINI et al., 2015), a ativagcédo da
Caspase-3 envolve ativagao previa dos efetores pro-apoptoticos: BID (agonista de
morte de dominio de interagdo de BH3), BAX (proteina X associada a BCI-2) e BAK
(antagonista/assassino homologo BCI-2) (SHALINI et al., 2015; TIGU et al., 2020),
que induzem a permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial e liberagao de
Cyt ¢ (SHALINI et al., 2015). Nessa via, o BAX funciona como um ativador
apoptético, com liberagao de Cyt c e ativagao da caspase-9 iniciadora, que ira ativar
da caspase-3 efetora e a BCI-2, uma proteina anti-apoptética, que regula as vias
apoptoticas e protege contra a morte celular, ligando-se as proteinas pro-apoptoticas
como a BAX (ZHANG et al., 2020).

Ja na via extrinseca ou via do receptor de morte, a apoptose € ativada pela
ligacao de proteinas ligantes (como TNFa e FASL) aos seus respectivos receptores
transmembranicos (TNFR e FASR), que expde os dominios efetores de morte
celular (DED) e provoca o recrutamento das proteinas adaptadoras de transdugéo
de sinal formando o dominio de morte associado ao TNFR (TRADD) ou o dominio de
morte associado ao FASR (FADD) que reunem procaspases-8 iniciadoras formando
o complexo de sinalizagdo de indugdo de morte (DISC) que cliva e dimeriza as
procaspases-8 formando a caspase-8 ativa, que € uma caspase iniciadora (SHALINI
et al., 2015). Uma vez que as caspases iniciadoras sdo ativadas através as vias de
apoptose extrinseca ou intrinseca, elas medeiam ativacdo de caspases 3 efetoras
que participam das duas vias (SHALINI et al., 2015). A caspase-8 também cliva BID

em uma forma truncada (tBID), que envolve a via mitocondrial, mecanismo da via
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intrinseca, amplificando a resposta apoptoética (TIGU et al., 2020).

Além disso, em estudo avaliando a nefrotoxicidade induzida por 5-fluorouracil
em ratos albino machos adultos a toxicidade por 5-FU foi relacionada a alta
expressao de iINOS, formagao de peroxinitrito oxidante altamente reativo (ONOO-),
migragdo de células imunes concomitante com a produgdo de inumeras citocinas
pro-inflamatérias que levou a danos no DNA, necrose e danos no parénquima renal
(ABD EL-SALAM ABD EL-WAHAB; ABD EL-MAJID AHMED; MOHAMED ABD EL-
GALIL, 2020).

Portanto, a toxicidade induzida por 5-FU, inclui producdo excessiva de ROS
(RAPA et al., 2021), alteracdo de varias vias de sinalizagdo, superexpressao de
mediadores inflamatérios, como NF-kB e ciclooxigenase-2 (COX-2) (FAMUREWA et
al., 2019), prejudica a proliferagao celular normal, o seu metabolismo e a viabilidade
das células (NAREN et al., 2021). As complicagdes comuns sao gastrointestinais,
cardiacas, renais, hepaticas, diarreia, mielossupressao, dermatite e anomalias do
sistema reprodutor (NAREN et al., 2021).

2.3 Espermatogénese e estresse oxidativo

Os testiculos desempenham duas fung¢des importantes que sdo, a sintese e
secrecao de testosterona e outros horménios através do processo de
esteroidogénese; e a producdo de um numero suficiente de espermatozoides
competentes através do processo de espermatogénese para atingir a fertilidade
(ANGULO et al., 2011).

As espermatogbnias sao responsaveis pelo inicio do processo de
espermatogénese e pode ser dividida em dois tipos diferentes, A e B, onde o tipo B
possui maior quantidade de heterocromatina, indicando uma célula em
diferenciagdo, precursoras dos espermatécitos (MENDES et al.,, 2022). Os
espermatdcitos primarios cruzam a barreira hemato-testicular, passam pela meiose,
dando origem aos espermatécitos secundarios no final da meiose |. na segunda fase
da meiose, sdao formadas quatro espermatides haploides. Ao final da meiose, as

espermatides passam pela espermiogénese, diferenciando-se em espermatozoides
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maduros, que sao liberados no lumen dos tubulos seminiferos (RABACA et al.,
2015).

A espermatogénese, € um evento critico de desenvolvimento pds-meidtico
que ocorre nos testiculos e dura cerca de 70 dias dependendo da espécie (em ratos
a espermatogénese completa dura de 52 a 53 dias), € responsavel pela produgéo
dos espermatozoides e € altamente suscetivel a inflamacéo testicular, estresse
oxidativo e apoptose. No epididimo, o espermatozoide atinge a capacidade de
fertilizacdo, motilidade e maturagdo completa (DE LUCA et al., 2021; FAHMY et al.,
2020; MENDES et al., 2022).

Durante a espermatogénese, o0s espermatozoides s&o fisiologicamente
expostos as ROS, que em concentragbdes controladas, podem estar envolvidas na
condensagao da cromatina espermatica, na indugdo da apoptose para ajustar o
numero de células germinativa ou proliferacédo de espermatogénias (MENDES et al.,
2022).

As ROS referem-se a qualquer composto capaz de oxidar substratos
bioldgicos como gorduras, proteinas e DNA, por possuirem elétrons
desemparelhados, como o radical anion superéxido (O, "), o radical hidroxila (*OH),
o radical peroxil (ROOQO¢), radical alcoxila (RO¢) (AITKEN; BROMFIELD; GIBB, 2022).
Além disso, ha moléculas n&o radicais derivadas de oxigénio incluem peroxido de
hidrogénio (H20;), hidroperdxidos organicos (ROOH), oxigénio molecular singleto
('0,), ozénio (O3), acido hipocloroso (HOCI) e acido hipobromoso (HOBr) (KHAN et
al., 2021).

No plasma seminal, as principais ROS, sdo os radicais superéxido, peroxido
de hidrogénio e hidroxila. Ocorreu uma correlagdo positiva entre o EO e os
espermatozoides anormais, onde as quimioterapias citotoxicas podem ativar o NF-
Kb através da inflamagado e dano testicular (AITKEN, 2020; FAHMY et al., 2020;
KHAN et al., 2021). A produgédo enddgena de ROS ocorre a partir da nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidases (NADPH oxidase) ligadas a membrana e das
mitocbndrias, enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial, citocromo P450
microssomal ou por xantina oxidase. Nas mitocondrias o Oe<, €& rapidamente
produzido e convertido em H,O, pela superéxido dismutase 1 e 2 (SOD1 e SOD2,
respectivamente) (KHAN et al, 2021). As ROS durante a maturacédo dos
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espermatozoides humanos, podem ser produzidas em niveis diferentes pela NADPH
oxidase da membrana plasmatica e pela oxidorredutase dependente de nicotinamida
adenina dinucleotideos mitocondrial, sendo menor em células germinativas imaturas
e espermatozoides maduros e maior em espermatozoides imaturos com morfologia
anormal da cabegca (MENDES et al., 2022). A inibicdo da via das pentoses fosfato
reduz a producdo de NADPH como um equivalente de redugcdo no esperma
(BARATI; NIKZAD; KARIMIAN, 2020).

Na capacitagdo espermatica, as ROS atuam em cascatas de reacgdes
celulares que permite a ligacdo do espermatozoide a zona pelucida do odcito e na
reacao acrossdmica, com liberacdo de enzimas proteoliticas; processos necessarios
para uma fertilizag&o eficiente e que requerem altos niveis de energia fornecidos por
vias metabdlicas como glicolise ou fosforilagdo oxidativa (DE LUCA et al., 2021).

Existem numerosas enzimas responsaveis pela preservacdo das condigdes
redox celulares. O EO ocorre devido a um desequilibrio entre a producao de ROS e
sua eliminacdo. Esta condigao incita varias reacbes oxidativas que podem levar a
danos celulares e morte como consequéncia do aumento na producao de ROS ou
na reducgao da defesa antioxidante (RABACA, 2015). Quando a gerag¢ao de ROS por
uma determinada célula, tecido ou fluido excede a capacidade protetora dos
mecanismos antioxidantes intrinsecos é criado o estresse oxidativo (AITKEN, 2020).

O aumento no nivel de ROS, em condigdes patolégicas reduzem os
antioxidantes (KHAN et al., 2021), pela incapacidade endogena das mitocondrias
testiculares, microssomas e citosol em eliminar H,O, (PAVITHRA et al., 2020),
resultando em homeostase distorcida ou EO (KHAN et al., 2021).

O dano inflamatério provocado por ROS nas gbénadas masculinas gera
aumento no nivel de TNFa no sémen (FAHMY et al., 2020), aumento das alteragdes
morfoldgicas, rompimento da integridade funcional das organelas celulares, danos a
integridade do DNA no nucleo do espermatozoide, que aceleram o processo de
apoptose das células germinativas com declinio na fungédo, contagem e motilidade
dos espermatozoides (PAVITHRA et al., 2020). O dano provocado no DNA pode n&o
impedir a fertilizagdo, mas pode levar a anormalidades fetais que s6 ficardo

aparentes mais tarde, apos o nascimento (AKMAL et al., 2006).
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Os espermatozoides sdo formados por membranas plasmaticas ricas em
acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) e citoplasma com baixa concentragdo de
enzimas antioxidantes, tornando-os altamente vulneraveis as ROS (BARDAWEEL et
al., 2018; PAVITHRA et al., 2020). O aumento na peroxidagéao lipidica (LPO) leva a
deplecdo do ATP intracelular, causando dano axonemal, baixa viabilidade
espermatica e aumento de defeitos na estrutura do espermatozoide (BARDAWEEL
et al., 2018). O malondialdeido (MDA) é considerado uma medida do dano da
peroxidagcdo aos espermatozoides em testes laboratoriais, 0 que indica que a
membrana plasmatica dos espermatozoides, rica em PUFAs, € um alvo preferencial
para as ROS. No estudo de Moretti et al. (2017) a comparagcédo de parametros
espermaticos com o nivel de MDA como um fator para medir a peroxidacéao lipidica,
indica que a qualidade do esperma diminui no grupo infértil, enquanto que os niveis
de NO, glutationa reduzida (GSH) e acido ascérbico aumentam, provavelmente para
prevenir a peroxidacao lipidica e para lidar com os efeitos nocivos das ROS
(BARATI; NIKZAD; KARIMIAN, 2020).

As células saudaveis normais desenvolveram mecanismos antioxidantes, que
retardam ou impedem a oxidagao, por um sistema de eliminacdo de radicais livres
que compreende catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e GSH (MENDES et
al., 2022). A CAT catalisa a decomposigcao do peroxido de hidrogénio em oxigénio
molecular e agua, ativa a capacitacéo das células espermaticas, induzidas pelo NO,
peréxido de hidrogénio e SOD. Essa enzima foi encontrada nos espermatozoides de
humanos e ratos, bem como no plasma seminal, sendo a prostata sua fonte
(WALCZAK-JEDRZEJOWSKA; WOLSKI; SLOWIKOWSKA-HILCZER, 2013). As
SOD sao metaloenzimas que catalisam rea¢des de dismutagao do anion superoéxido.
Estdo presentes nas formas intra (SOD-1 e SOD-2) e extracelular (SOD-3). A SOD
demonstra alta atividade no plasma seminal com 75% de sua atividade relacionada
a atividade da SOD-1 e os 25% restantes a SOD-3 (WALCZAK-JEDRZEJOWSKA,;
WOLSKI; SLOWIKOWSKA-HILCZER, 2013). Outra enzima do sistema antioxidante
no sémen € a glutationa peroxidase (GPX), que catalisa a reducédo de perdxido de
hidrogénio e perdxidos organicos, incluindo os peréxidos de fosfolipidios. A GPX
espermatica esta localizada principalmente na matriz mitocondrial, sendo encontrada

uma forma nuclear que protege o DNA do esperma do dano oxidativo e participa do
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processo de condensagao da cromatina (WALCZAK-JEDRZEJOWSKA; WOLSKI;
SLOWIKOWSKA-HILCZER, 2013).

Uma diminuicdo significativa no nivel de GSH leva a maior sensibilizagdo
celular, com consequente ataque de ROS em SOD, CAT e GPX, ocasionando
desequilibrio no mecanismo antioxidante celular e apoptose das células
germinativas (PAVITHRA et al., 2020). Alteragdes nas fungdes gonadais podem
prejudicar a fertilidade masculina, pois os testiculos sdo altamente vulneraveis a
toxicidade da quimioterapia (RABACA et al., 2015).

2.4 Quimioterapia e reprodugao masculina

Os quimioterapicos podem infiltrar a barreira hemato-testicular, atingir
facilmente o epitélio proliferativo dos tubulos seminiferos e prejudicar os estadios
posteriores de diferenciagdo das células germinativas, que sdo mais suscetiveis aos
agentes citotoxicos que tem como alvo, principalmente, as células em diviséo
(RABACA et al., 2015).

Devido a sua constante producado e desenvolvimento, os espermatozoides
sdo considerados o principal alvo da quimioterapia (GAD EL- HAK; MOAWAD;
HAFEZ, 2017). Esses agentes sdo altamente prejudiciais para a espermatogénese
masculina (RABACA et al., 2015), danificam o epitélio, com descamacgao do epitélio
seminifero em diferentes doses, provocam atrofia tubular seminifera, formacédo de
células gigantes multinucleadas, dano espermatogonial e interrup¢do do
desenvolvimento da espermatide (PAVITHRA et al., 2020), que diminuem a
qualidade dos espermatozoides e tém como alvo preferencial o ciclo celular
(RABACA et al., 2015).

Em todos os mamiferos, devido a precisdo nas etapas da espermatogénese é
possivel identificar o estadio de diferenciagdo no qual os espermatozoides foram
expostos a uma iminente acdo genotdéxica. A duragdo dos estadios
espermatogénicos apesar de diferirem em ratos, camundongos e humanos,
apresentam similaridade quanto aos estadios celulares considerados mais sensiveis
aos efeitos mutagénicos (MEISTRICH, 2020). As anomalias cromossémicas em

células germinativas em niveis modestos de mutagbes foram detectadas em
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espermatécitos e espermatides de camundongos apds o tratamento com 5-FU A
(FAHMY et al., 2020). O metabdlito ativo do 5-FU tem uma meia-vida intracelular de
7 a 9 dias e, por isso, espermatogbnias (células mais jovens) podem ser afetadas
pelo 5-FU enquanto a droga ainda esta ativa (GAD EL- HAK; MOAWAD; HAFEZ,
2017). Em humanos, qualquer espermatozoide no ejaculado com mais de 67 dias,
teria sido exposto ao agente genotdoxico na fase de espermatogbnia do tipo A
(MEISTRICH, 2020).

Uma das limitagdes importantes do uso de 5-FU é a sua toxicidade em células
normais em proliferagcdo, sendo muito prejudiciais para a espermatogénese
masculina (AL-ASMARI et al., 2016; NAREN et al., 2021). As muta¢des induzidas
por esta droga na espermatogbnia interrompe o curso completo da
espermatogénese, afetando os espermatozoides. Espermatozoides deformados de
camundongos raramente fertilizam odcitos in vivo ou in vitro (MEISTRICH, 2020;
RABACA et al., 2015). Em homens, foi demonstrado que a agédo do 5-FU em dose
unica esta associado com a toxicidade reprodutiva, resultando no esgotamento de
células germinativas e danos ao aparelho reprodutor (STRINGER et al., 2018).

No estudo de Narayana et al. (2000) o 5-FU induziu, ratos albinos machos, a
descamacao do epitélio seminifero nas doses de 10, 50 e 100mg/kg i.p., € na maior
dose ocorreu a formagdo de células gigantes (GAD EL- HAK; MOAWAD; HAFEZ,
2017). Ratos SD-Slc machos tratados com 5-FU (20 e 30mg/kg/dia) por 14 dias,
apresentaram no exame histopatolégico degeneragao do epitélio seminifero nos
testiculos, restos celulares descamados nos ductos do epididimo e no grupo
20mg/kg/dia vacuolizagdo das células de Sertoli apés 14 dias (TAKIZAWA; HORII,
2002).

D‘Souza (2003) demonstrou que apds a aplicagdo do 5-FU (30mg/kg), ha
uma queda na contagem de espermatozoides no 14° dia com aumento na toxicidade
do 5-FU ao longo do tempo, o que aponta, para a possibilidade das células expostas
nesta fase, pertencerem a populagdo de células espermatogbniais, que sdo a
maioria sensiveis a exposicao a 5-FU.

Como a citotoxicidade do 5-FU esta relacionada a indug¢ao da parada do ciclo
celular na fase S (LAMBOURAS et al., 2018), pela inibicdo da TS e incorporagao
incorreta de seus metabdlitos fluoronucleotideos na sintese de RNA e DNA (FAHMY
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et al., 2020; GAD EL- HAK; MOAWAD; HAFEZ, 2017), causando leséo testicular por
descamacao epitelial e indugao de danos e morte celular associados aos seus
numerosos efeitos toxicos (GHAFOURI-FARD et al., 2021).

O 5-FU causa danos nos cromossomos de espermatides de camundongos,
com 90% das alteragdes na univaléncia do X e Y, provavelmente pela incapacidade
do pareamento dos cromossomos sexuais homologos, levando a uma parada
meidtica das células germinativas e provavel infertiidade (FAHMY et al., 2020).
Embora possa haver um efeito do 5-FU resultando em aberracbes cromossémicas
em embrides, a exposicao de espermatides ou espermatécitos ao 5-FU mostrou
baixo risco, com niveis modestos de mutagdes (MEISTRICH, 2020).

Apo6s o uso do 5-FU (20mg/kg) em ratos Wistar, 6 a 7 semanas de idade, por
14 dias, foram observadas altera¢gdes morfoldgicas espermaticas que levaram a
diminuicdo da motilidade, viabilidade e anormalidades em espermatozoides de
camundongos (PAVITHRA et al., 2020). Em outro estudo com camundongos albinos
machos (Mus musculus) com idade entre 7 a 10 semanas e peso entre 20 e 30g,
que receberam 5-FU nas dosagens de 5, 10 e 15 mg/kg por cinco dias consecutivos
em intervalos de 24 horas, foi observada a presenca de espermatozoides com
cabecga grosseira, com cabeg¢a amorfa, decorrente da acéo do 5-FU sobre os genes
responsaveis pela expressao das caracteristicas dos acrossomos, além de
espermatozoide intermediario angular e espermatozoide com cauda enrolada (GAD
EL- HAK; MOAWAD; HAFEZ, 2017). A parada completa do movimento dos
espermatozoides pode ser decorrente de anormalidades significativas na morfologia
flagelar prejudicando a motilidade e consequentemente a fungdo dos
espermatozoides (FAHMY et al., 2020).

Estudos em camundongos demonstraram que o 5-FU provocou aumentou na
toxicidade reprodutiva pela diminuigdo da fungédo das células de Sertoli, dos efeitos
diretos nas células germinativas e da diminuicdo dos niveis séricos de prolactina e
testosterona (TAKIZAWA; HORII, 2002). Esses efeitos provavelmente foram
mediados pelo desequilibrio hormonal no soro, pelo qual os niveis de GnRH e pro-
alfa C foram notavelmente aumentados, enquanto os niveis de testosterona, activina
A, prolactina e inibina B foram significativamente diminuidos. A testosterona em

ratos foi diminuida devido ao declinio da fung&o das células de Sertoli (GHAFOURI-
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FARD et al., 2021; TAKIZAWA; HORII, 2002).

Além disso, o 5-FU promoveu a formacdo de células gigantes, induziu
alteracdes morfologicas das células de Sertoli e descamacéo do epitélio, reduziu o
peso de 6rgaos reprodutivos, incluindo o testiculo, a prostata e a vesicula seminal
(GHAFOURI-FARD et al., 2021; TAKIZAWA; HORII, 2002). Portanto, o uso de
agentes ou componentes com potencial antioxidante e anti-inflamatorio foi sugerida
para modular os efeitos toxicos associados ao 5-FU, sem comprometer os seus
efeitos antineoplasicos (FAMUREWA et al., 2019).

2.5 Vitamina C

Os agentes quimioterapicos podem ser tdxicos para as células por aumentar
o EO nas células (ILGHAMI et al., 2020). A vitamina C atua como suporte na
manutengdo do equilibrio redox e protege contra danos ao DNA e as membranas
celulares, especialmente contra a peroxidacéao lipidica em tecidos como o cérebro e
células reprodutivas (WASILEWSKA; WASILEWSKI; ZWIERZ, 2019). A vitamina C
apresenta importdncia como adjuvante na quimioterapia por prevenir danos
celulares reagindo e eliminar moléculas oxidantes (SINGH et al., 2018), sendo
assim, um possivel candidato para reduzir os efeitos colaterais do 5-FU. Essa
vitamina pertence a classe das vitaminas essenciais soluveis em agua (KOVINA et
al., 2020).

Os humanos e outros mamiferos, ndo possuem a capacidade de sintetizar
vitamina C a partir da glicose, devido a mutagdes no gene que codifica a enzima L-
gulono-y-lactona oxidase (gulonolactona oxidase) (PAWLOWSKA; SZCZEPANSKA;
BLASIAK, 2019; ZASOWSKA-NOWAK; NOWAK; CIALKOWSKA-RYSZ, 2021),
enzima que catalisa o ultimo estagio da via de biossintese, devendo esta ser obtida
pela dieta ou como suplemento (ZASOWSKA-NOWAK; NOWAK; CIALKOWSKA-
RYSZ, 2021).

A vitamina C, in vivo e em condi¢des fisiologicas, apresenta-se sob duas
formas, a forma reduzida ASC (ascorbato), que é a forma predominante e a forma
oxidada DHA (acido deidroascorbico) (LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG, 2019),
que surgem pela atividade redutora da vitamina C, ou seja, sua capacidade em doar
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elétrons (ZASOWSKA-NOWAK; NOWAK; CIALKOWSKA-RYSZ, 2021). No plasma
sanguineo, a forma reduzida de ASC predomina, enquanto a concentragao de DHA
€ muito baixa (KOVINA et al., 2020).

O ASC, que é relativamente estavel e nao reativo, forma-se pela doagao do
primeiro elétron a partir da vitamina C, é transportado para os tecidos por meio da
corrente sanguinea e ativamente absorvido pelos transportadores de vitamina C
dependentes de sédio (SVCT) 1 e 2 (ZASOWSKA-NOWAK; NOWAK;
CIALKOWSKA-RYSZ, 2021), que sao diferencialmente expressos em diferentes
tecidos o que possibilita atingir concentragdes intracelulares varias vezes superiores
aos niveis plasmaticos (KOVINA et al., 2020). Ao perder o segundo elétron, durante
a segunda oxidacdo, a vitamina C é convertida em DHA, instavel em pH neutro
(VISSERS; DAS, 2018; KOVINA et al., 2020) e que utilizando transportadores de
glicose GLUT1-4, GLUT8 e GLUT14, por transporte facilitado (ECK, 2018), o DHA
pode ser captado pela célula, ser rapidamente reduzido a ASC pela reacdo com
GSH e liberado (KOVINA et al., 2020). A conversdo do DHA em ASC pela maioria
dos tipos celulares (LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG, 2019) € um processo de
reciclagem intracelular eficiente (VISSERS; DAS, 2018), que reflete sua capacidade
de sofrer oxidacdo e a concentracao total de vitamina C disponivel é considerada
como o conjunto combinado de ASC e DHA (LYKKESFELDT; TVEDEN-NYBORG,
2019).

A vitamina C quando aplicada em concentragdes baixas/fisiologicas, o ASC
pode atuar como antioxidante e melhorar o efeito do tratamento quimioterapico e
diminuir os efeitos adversos (BLASZCZAK et al., 2019). Interessante observar que
a maior absorcdo do acido ascérbico € observada em uma dose mais baixa e é
ativamente transportada através das membranas celulares (KAZMIERCZAK-
BARANSKA et al., 2020).

Estudos in vitro evidenciaram que as concentracbes de ascorbato
(concentragao plasmatica em milimolares), apenas atingiveis ap6s a administragao
intravenosa de vitamina C, sdo citotdxicas para células tumorais de crescimento
rapido, como foi demonstrado em outros estudos em que inje¢des de altas doses de

vitamina C, que prolongaram a sobrevivéncia dos animais de laboratério ao inibir o
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crescimento de células malignas (ZASOWSKA-NOWAK; NOWAK; CIALKOWSKA-
RYSZ, 2021).

A manutencdo do equilibrio redox seminal pelo sistema antioxidante
enddgeno, esta diretamente relacionada a produgao excessiva de ROS frente a sua
capacidade antioxidante, necessaria para a manutengdo de processos fisioldgicos
como a regulagdo da reprodugdo masculina (DUTTA et al.,, 2022). A eficacia na
prevencao ao dano oxidativo de lipideos, proteinas e DNA é feita pela vitamina C por
aumentar a concentracdo de GSH, a atividade de enzimas antioxidantes testiculares
como a CAT e a SOD, essenciais para a sobrevivéncia dos espermatozoides, e por
reduzir as lesbes decorrentes do EO, a partir do anion superoxido, oxigénio singlete
e radicais hidroxila (DUTTA et al., 2022; WASILEWSKA; WASILEWSKI; ZWIERZ,
2019)

Os efeitos protetores da vitamina C contra citotoxicidade e genotoxicidade
foram observados em camundongos e sdo responsaveis por até 65% da atividade
antioxidante no sémen, estando no testiculo associada a fertilidade, por prevenir a
aglutinagcdo e melhorar a motilidade dos espermatozoides (HAJJAR; SOLEYMANI;
VATANCHIAN, 2020; LEITE et al., 2019).

Os niveis reduzidos ou a deficiéncia de vitamina C no plasma seminal de
homens foram relacionados ao aumento da ROS e a fragmentagdo do DNA, sua
suplementacgao foi relacionada a integridade do DNA espermatico (CHAMBIAL et al.,
2013; DUTTA et al.,, 2022) e em homens inférteis, a vitamina C pode melhorar
aspectos relacionados a contagem, morfologia e motilidade dos espermatozoides
(WASILEWSKA; WASILEWSKI; ZWIERZ, 2019). Além disso, a suplementagado de
vitamina C melhora a diferenciacdo completa das células testiculares, indicando ser
benéfica para o sistema genital masculino (érgaos e células) em diferentes etapas
da espermatogénese (IQBAL et al., 2022), estando positivamente correlacionada a
porcentagem de espermatozoides com morfologia normal em homens férteis e
inférteis (CHAMBIAL et al., 2013).

Para Akmal et al. (2006) a suplementacdo com vitamina C em homens
inférteis pode servir como suplemento para melhorar a qualidade do sémen até a
concepgao, quanto a sua contagem, motilidade dos espermatozoides e a morfologia
dos espermatozoides.
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A concentragao de vitamina C deve ser adequada para proteger os testiculos
e a espermatogénese do EO (IQBAL et al., 2022). Em humanos nas concentracdes
abaixo de 1.000 uM, observou-se aumento da motilidade espermatica e diminuigao
peroxidagao lipidica, aumento do EO e danos ao DNA (HENKEL; SANDHU,;
AGARWAL, 2019), enquanto que em concentragdes acima de 1.000 uM, observou-
se o efeito oposto. A completa imobilidade foi observada em concentragbes acima
de 4.000 uM (DUTTA et al., 2022; HENKEL; SANDHU; AGARWAL, 2019). Um
estudo prospectivo, sem grupo placebo, realizado por Akmal et al. (2006), observou
que em homens inférteis com oligozoospermia idiopatica, a suplementagdo de
vitamina C 2g/dia, induziu um aumento significativo na motilidade e contagem de
espermatozoides, bem como um aumento na porcentagem de espermatozoides
normais (ALAHMAR, 2018).

A vitamina C atua como co-transmissor na regulagdo da expressao dos
receptores do hormdnio luteinizante (LH), levando ao seu aumentando nas células
de
Leydig (IQBAL et al., 2022) e estimulo das enzimas esteroidogénicas testiculares 33-
hidroxiesteroide desidrogenase (3b-HSD), 17B-hidroxiesterdide desidrogenase (173-
HSD) (LEITE et al., 2019) que por sua vez, aumentam a produgdo de testosterona
podendo aumentar o numero de células espermatogénicas (SADEGHZADEH,;
MEHRANJANI; MAHMOODI, 2019).

Em pacientes submetidos a um regime continuo de infusdo, a quimioterapia
produz maior nivel de EO pela peroxidacao lipidica, como consequéncia da reducao
dos niveis séricos de vitaminas antioxidantes, como a vitamina C (SINGH et al.,
2018). O EO produzido pelo 5-FU, provoca um estado de peroxidacdo lipidica
superior a capacidade de reparo do dano oxidativo, levando a mutacdes no DNA
seguidas de parada do ciclo celular, morte celular ou senescéncia (OBEID;
ELSHARKAWY; EL-KAMMAR, 2021). A vitamina C por ser instavel em meio alcalino
e nao deve ser administrada juntamente com o 5-FU, pois este aumenta a
alcalinidade do sangue, o que pode permitir o funcionamento inadequado da
vitamina C (OBEID; ELSHARKAWY; EL-KAMMAR, 2021).

As quimioterapias citotoxicas podem ativar o fator nuclear-kB (NFkB)
ocasionando inflamagdo e dano testicular (FAHMY et al., 2020). A capacidade
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antioxidante e anti-inflamatdria da vitamina C pode ser atribuida a sua capacidade
de inibir a translocacdo do NF-kB ao DNA nuclear, impedindo a ativacdo de uma
variedade de genes inflamatérios como iINOS, COX-2, IL-1, IL-6, IL-8 e TNFa (EL
KOTB; EL-GHAZOULY; AMEEN, 2020).

A manutencado do metabolismo e do equilibrio redox é realizado de maneira
critica pela via de sinalizagdo Keap1-Nrf2-ARE, composta por trés componentes
celulares: proteina 1 associada a ECH do tipo Kelch (Keap1), fator nuclear 2
relacionado ao fator eritréide 2 (Nrf2) e elementos de resposta antioxidante (ARE)
(ZHANG et al., 2016). Em condigbes fisiolégicas normais, Keap1, também chamado
de um inibidor de Nrf2 (INrf2), esta associado a Nrf2. O EO pode ativar Nrf2 via
modificagdo conformacional de seu supressor KEAP1, resultando na translocacao
de Nrf2 do citosol para dentro do nucleo (AL-ASMARI; KHAN; AL-MASRI, 2016;
ZHANG et al., 2016). O Nrf2 regula a expressédo de varios genes dependentes do
ARE, minimizando os efeitos adversos da exposi¢ao ao oxidante (SENGUPTA et al.,
2022). A acdo moduladora de vitamina C em NFkB pode ser devido ao seu efeito de
eliminacao de ROS e, portanto, a inibigdo da ativagao do inibidor kB quinase (IKK)
que leva a dissociagéo de inibidor de kB (IkB) (AL-ASMARI et al., 2015).

Outro suplemento candidato para ser usado com a finalidade de reduzir os
efeitos téxicos do 5-FU é o aminoacido L-arginina (BALMANT et al., 2018).

2.6 L-arginina

A L-arginina é um aminoacido semi-essencial, que em condigdes fisioldgicas,
como infancia, crescimento, gravidez, apresenta sintese enddgena suficiente para
atender as necessidades do organismo, ndao sendo necessaria nenhuma
suplementagao adicional da dieta (KESHET; EREZ, 2018), em algumas condi¢des
patolégicas provocadas pelo estresse fisiologico, como queimaduras ou outras
lesdes inflamatdrias ou doengas, como infecgbes e cancer (ZOU et al., 2019), a L-
arginina deve ser suplementada, pois € produzida em quantidades insuficientes
(SZEFEL; DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019).

Para manter a quantidade de nucleotideos e a capacidade de reparo do DNA

€ preciso uma quantidade suficiente de L-arginina, que embora nao esteja
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diretamente envolvida na sintese de nucleotideos, a arginina aumenta a transcrigao
de genes envolvidos na sintese de purinas e pirimidinas (CHEN et al., 2021). Assim,
a homeostase da L-arginina € obtida por: (1) suplemento nutricional enriquecido com
L-arginina ou ingestao dietética (ex.: frango, lombo de porco, sementes de abdbora,
amendoim, soja), (2) sintese enddgena a partir de citrulina (15% da producao total
de L-arginina), (3) catabolismo de proteinas, através de aminoacidos reciclados
liberados pela degradagdo de proteinas (aproximadamente 80% da L-arginina
circulante) e (4) eficiéncia de transporte de L-arginina através das membranas
celulares (CHEN et al., 2021; SZEFEL; DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019).

Nos mamiferos, a biossintese endogena da L-arginina ocorre principalmente
pelo eixo intestinal-renal, que tem a citrulina como principal percussor sintético.
(SZEFEL; DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019; ZOU et al., 2019). A citrulina é
proveniente da ornitina, prolina, glutamina ou glutamato e da degradagao da arginina
pela oxido nitrico sintase (NOS). No intestino delgado, as células epiteliais produzem
a citrulina que é transportada para os rins (ZOU et al., 2019). As células renais, na
por¢cao proximal dos seus tubulos renais, em condigbes fisiolégicas sintetizam L-
arginina, a partir da citrulina e aspartato, via argininosuccinato sintase (ASS) e
argininosuccinato liase (ASL), através do ciclo da ornitina (ciclo da ureia) (CHEN et
al., 2021). A arginina também poderia gerar guanidina através da arginina
descarboxilase (ADC) e ent&do participar da via de sinalizagdo celular. A guanina
pode ser produzida sob a agcdo da arginina desaminase (ADI) ou do éxido nitrico
sintetase. Além disso, a arginina poderia ser sintetizada novamente através da
arginina succinato sintetase (ASS1) e da arginina succinato liase (ASL) (DU.; HAN,
et al.,, 2021). Além disso, a arginina promove a fosforilagdo e oligomerizagado do
complexo CAD (carbamoil-fosfato sintetase 2, aspartato transcarbamilase e
diidroorotase) para aumentar a sintese de pirimidina, por ativar a via mTOR/S6K. Por
outro lado, o aspartato participa das vias de sintese de arginina e de pirimidina
gerando uma competicao entre elas (CHEN et al., 2021).

A L-arginina por ndo ser permeavel a dupla camada lipidica das células,
requer para seu transporte celular, o envolvimento de um sistema transportador
localizado nas membranas plasmatica e mitocondrial (SZEFEL; DANIELAK;
KRUSZEWSKI, 2019). Para as fungbes metabdlicas, além das fontes alimentares e
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da sintese enddgena, a disponibilidade de L-arginina € determinada pela agdo dos
transportadores catibnicos localizados nas membranas. A deficiéncia desses
transportadores limita o transporte da L-arginina do plasma para as células
(SZEFEL; DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019). O sistema transportador catiénico € o
principal sistema para o transporte de L-arginina na atividade celular (ZOU et al.,
2019) e, é constituido por sistema transportador de aminoacido catiénico-1 (CAT-1),
que ocorre constitutivamente em todas as células, exceto nos hepatdcitos; CAT-2
que ocorre nos hepatécitos; CAT-2B, que é um transportador induzido por citocinas
e o CAT-3, que esta envolvido no desenvolvimento embrionario. Os transportadores
de L-arginina tém sua atividade aumentada por citocinas, interferon e TNFa
(SZEFEL; DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019).

A catalise da L-arginina ocorre por quatro enzimas: arginase, NOS, L-arginina
descarboxilase e L-arginina glicina amidinotransferase (ZOU et al., 2019). A L-
arginina € metabolizada pela NOS, em NO e citrulina; pela arginase, em ornitina e
ureia e pela L-arginina descarboxilase (ADC) em agmatina (CHEN et al., 2021).
Moléculas importantes, sao provenientes da degradagdo da L-arginina, incluindo
ornitina, NO, glutamato, poliaminas, creatina prolina (ZOU et al., 2019).

A ornitina e a agmatina sdo os precursores da putrescina que é essencial
para a sintese de poliaminas (CHEN et al., 2021). Os produtos mais importantes da
L-arginina sdo NO e poliaminas geradas pela NOS e arginase, respectivamente
(JAHANI et al., 2019).

A putrescina, espermidina e espermina, sdo poliaminas que estimulam a
biossintese de acidos nucleicos e proteinas nas células, ao interagirem com DNA,
RNA, proteinas e fosfolipideos, responsaveis pelo crescimento, proliferacdo e
diferenciagao celular; e a concentragdo das poliaminas é fundamental para a
atividade nos processos de replicagao, transcrigao e tradugao (SZEFEL; DANIELAK;
KRUSZEWSKI, 2019).

A arginase, em mamiferos, apresenta-se em duas isoformas que diferem na
sua distribui¢cao tecidual e localizagdo. A arginase 1 € uma proteina citoplasmatica,
expressa em células hepaticas e catalisa a ultima etapa do ciclo da ureia. A arginase
2 é uma proteina mitocondrial que compete com a NOS pela L-arginina (KESHET;
EREZ, 2018; SZEFEL; DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019; ZOU et al., 2019). E
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expressa no figado e apresenta baixa expressdo em células extra-hepaticas, como
neurénios, néfrons, células musculares e células vasculares (ZOU et al., 2019).

A NOS é uma enzima de vital importancia que apresenta uma variedade de
funcbes na atividade celular. Sua trés isoformas sdo NOS1, NOS2 e NOS3 que
desempenham papéis diferentes em diferentes 6rgdos (ZOU et al., 2019). Nos
mamiferos, a NOS é codificada por trés genes distintos em trés isoformas: nNOS
(NOS neuronal; codificado por NOS1 e expressa principalmente em neurénios),
iINOS codificada por NOS2 e expressa principalmente em células imunes (SZEFEL,;
DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019).

A INOS é expressa em macrofagos e outras células imunes em resposta aos
estimulos pro-inflamatorios desencadeados principalmente por TNFa, IL-1, IL-6 e IL-
8 ou por produtos microbianos como o lipopolissacarideo (LPS) (KESHET; EREZ,
2018) e eNOS (NOS endotelial; codificado por NOS3 e expressa principalmente em
células endoteliais). A NOS tem sua atividade aumentada por citocinas (Th1),
interferon e TNFa. As citocinas Th1 regulam positivamente a iINOS, que € uma
enzima chave para a via de sintese de NO (SZEFEL; DANIELAK;
KRUSZEWSKI, 2019).

O NO, produzido endogenamente pela NOS, é uma molécula gasosa de curta
duragdo, caracterizada por regular varias vias de sinalizagdo em uma série de
processos fisiologicos (KESHET; EREZ, 2018) e patologicos que sao dependentes
de fatores como: tipo celular, microambiente, tempo de exposicdo e concentragao
(ZOU et al., 2019). Em baixas concentra¢des, o NO pode inibir a apoptose (SZEFEL,;
DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019), aumentar a capacitagdo do esperma humano e
estimular a proliferacdo de células endoteliais (DE LUCA et al., 2021) que é
favoravel ao crescimento tumoral (KESHET; EREZ, 2018). Em altas concentragoes,
o NO pode interromper o ciclo celular, estimular a apoptose e o envelhecimento
celular, ocasionados pela citotoxicidade, como resultado de danos ao DNA pela via
da proteina P53 e da condensacao de grupos tiol e/ou amino (DE LUCA et al., 2021;
SZEFEL; DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019).

. O NO pode desencadear a apoptose através do aumento da permeabilidade
da membrana mitocondrial ao fator indutor de apoptose (AIF) e liberacdo do Cyt C
para o citoplasma ativando eventos dependentes de caspases (ZOU et al., 2019).
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As principais vias de sinalizacdo do NO sido a dependente de cGMP
(SZEFEL; DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019) e a independente, por modificagdo pos-
traducional (PTM) por S-nitrosilagdo, também chamada de via de oxidagdo do NO
(KESHET; EREZ, 2018). A via de sinalizagao dependente do NO envolve a guanilato
ciclase soluvel (sGC) que ao ser ativada pelo NO leva a formagcdao de cGMP
(SZEFEL; DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019), que ativa quinases dependentes de
cGMP responsaveis pela fosforilagdo de proteinas e transducdo de multiplos
eventos de sinalizagdo (KESHET; EREZ, 2018). A via independente de cGMP,
apresenta cinética de reagcao mais lenta que a via dependente de cGMP e requer
maior concentragdo de NO, envolve modificacbes pods-traducionais levando a
formagdo de proteinas por S-nitrosilacdo de residuos de cisteina (SZEFEL;
DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019). A S-nitrosilagao modifica as proteinas de ligagao
do DNA, alterando a afinidade dos sitios de ligacdo contendo cisteina (KESHET;
EREZ, 2018), resultando em perda da capacidade do fator de transcrigdo NFkB em
se ligar ao DNA (SZEFEL; DANIELAK; KRUSZEWSKI, 2019).

Multiplas fungdes sao reguladas pela L-arginina, como resposta inflamatéria e
imune, citotoxicidade, estresse redox, metabolismo da glicose, neurogénese
(ZHANG et al., 2020) e manutencédo e renovagao da mucosa gastrointestinal (DE
ANDRADE BERNAL FAGIANI et al., 2019). A L-arginina possui capacidade
antioxidante por eliminar o radical superoxido e suprimir o processo de oxidacao. O
aumento das enzimas antioxidantes séricas, como a glutationa peroxidase, a partir
de suplementos de L-arginina pode melhorar o estado de EO (ZHANG et al., 2020).
A L-arginina também estimula a produgédo do TNFa, de IL-1, IL-2, IL-6 e do receptor
da IL-2 (BALMANT et al., 2018).

Além disso, muitas vias metabdlicas importantes para a reproducéo,
desenvolvimento e saude sao regulados pela L-arginina (WU et al., 2009). Esse
aminoacido é frequentemente prescrito durante a gravidez para proteger a saude do
feto e da mae (CHEN et al,, 2016). A L-arginina também é capaz de reduzir
expressdo de Bax e caspase 3 e prevenir a apoptose em células de Leydig
submetidas a toxina T2 (ZHANG et al., 2020).

A administragdo de 5-FU mostrou uma tendéncia a reduzir o nivel de L-
arginina (SATOH et al., 2020). Em seu estudo de Jahani et al. (2017), o 5-FU inibiu



40

a atividade de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) aumentando os niveis de NO
e ROS. Em seu estudo Temel (2021) verificou que a atividade de G6PD é
significativamente reduzida em células MCF-7 pela L-arginina e pelo 5-FU utilizados

isoladamente ou em combinacéo.
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

Como o 5-FU é utilizado no tratamento de cancer associado a outros
medicamentos e possui efeitos deletérios para a reproducdo masculina, verifica-se a
necessidade de maior conhecimento sobre o potencial téxico do 5-FU para as
células reprodutivas e mais estudos de como minimizar seus efeitos deletérios com a
associagao de agentes antioxidantes e anti-inflamatérios, como a Vitamina C e a L-
arginina.
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Legenda do Graphical Abstract: O quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU) € usado na
terapia sistémica combinada para varios tipos de cancer, apesar de apresentar
efeitos colaterais nos testiculos. O objetivo deste estudo foi testar o efeito da
suplementacao prévia de L-arginina e Vitamina C na morfofisiologia dos testiculos
de ratos submetidos a dose unica de 5-FU. A vitamina C reduziu a expressao de
mediador apoptético e as patologias testiculares provocados pelo 5-FU. Porém,

associada a L-arginina potencializou a degeneracgéo testicular.
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RESUMO

O quimioterapico S-fluorouracil (5-FU) ¢ comumente administrado para o tratamento de
diferentes tipos de neoplasias, porém apresenta toxicidade para células normais em
proliferagdao, como as do sistema reprodutor masculino. O objetivo deste estudo foi verificar
os efeitos da suplementacdo prévia de L-arginina e de acido ascorbico (vitamina C) em
parametros morfologicos e moleculares de testiculos de ratos saudaveis submetidos ao 5-FU.
A suplementacao na agua de L-arginina (231 mg/dia) e de vitamina C (5,71 mg/dia) por 7 dias
foi anterior a aplicagdao de 5-FU. A aplicacao de uma dose de 5-FU (50 mg/ Kg) foi realizada
no oitavo dia do experimento e, apos 72 horas, os ratos foram eutanasiados e os Orgaos
colhidos. Houve uma redugdo de tubulos seminiferos dos animais que receberam 5-FU, mas
1Ss0 ndo ocorreu nos animais que receberam a suplementagao de um dos dois: L-arginina ou
vitamina C (P<0,05). A suplementa¢do da associacdo de L-arginina e vitamina C aumentou a
degeneracdo do epitélio germinativo testicular (P<0,05). Houve redu¢do na altura do epitélio
seminifero nos animais submetidos ao 5-FU e a suplementa¢cdo com L-arginina sozinha ou
associada a vitamina C. Nao houve diferenca significativa entre os grupos experimentais na
morfologia espermatica. O 5-FU e a Arg aumentaram a expressdo de BAX nos testiculos dos
ratos, e a suplementagdo com vitamina C normalizou parcialmente essa expressdo (P<0,05).
A aplicagdo de uma tunica dose de 5-FU leva ao aumento de patologias testiculares e a
suplementagdo preventiva de vitamina C, sem a associacdo da L-arginina, reduz os efeitos
deletérios do 5-FU nos testiculos de ratos Wistar. Assim, conclui-se que a L-arginina parece
ndo ser adequada para esse modelo de estudo

Palavras-Chave: dacido ascorbico, apoptose, estresse oxidativo, expressdo, tubulos

seminiferos.
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ABSTRACT

The chemotherapy drug 5-fluorouracil (5-FU) is commonly administered for the treatment of
different types of neoplasms, but it is toxic to normal cells in proliferation, such as those of
the male reproductive system. The aim of this study was to verify the effects of L-arginine
and ascorbic acid (vitamin C) supplementation on morphological and molecular analyzes of
rat testes submitted to 5-FU. Supplementation of L-arginine (231 mg/day) and vitamin C
(5.71 mg/day) in water for 7 days was prior to 5-FU application. The application of a dose of
5-FU (50 mg/Kg) was performed on the eighth day of the experiment and, after 72 hours, the
rats were euthanized and the organs harvested. There was a reduction of seminiferous tubules
without pathologies in the animals that received 5-FU, but this did not occur in the animals
that received the supplementation of one of the two: L-arginine or vitamin C (P<0.05).
Supplementation of the combination of L-arginine and vitamin C increased testicular
degeneration (P<0.05). There was a reduction in the height of the seminiferous epithelium in
animals submitted to 5-FU and supplementation with L-arginine alone or associated with
vitamin C. There was no significant difference between groups in sperm morphology. 5-FU
increased BAX expression in the testes of rats, and vitamin C supplementation reduced this
expression (P<0.05). The application of a single dose of 5-FU leads to an increase in testicular
pathologies and the preventive supplementation of vitamin C, without the association of L-

arginine, reduces the deleterious effects of 5-FU on the testicles of Wistar rats.

Key words: ascorbic acid, apoptosis, expression, oxidative stress, seminiferous tubules.
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1. Introducao

O 5-FU, por ser um agente antineoplédsico de baixo custo, ¢ um dos medicamentos
mais utilizados na quimioterapia combinada sistémica para o tratamento de uma variedade de
tipos de cancer por alterar os acidos nucleicos da célula e a mitose celular [1,2].

A citotoxicidade do 5-FU esta relacionada a inducao da parada do ciclo celular na
fase S, devido inibi¢do da timidilato sintase (TS) e incorporacao incorreta de seus metabolitos
fluoronucleotideos na sintese de RNA e DNA tanto em células cancerigenas como nao
cancerigena [3,4]. Outros mecanismos envolvem o estresse oxidativo, pro-inflamacdo via
superexpressao de 6xido nitrico sintase, do fator nuclear indutivel renal kB (NFkB), citocinas
e ativacao da via apoptdtica pela suprarregulacao da caspase-3 [5].

Um dos sistemas afetados pelo tratamento do 5-FU ¢ o sistema reprodutor, uma vez
que a proliferacao celular faz parte da fisiologia reprodutiva. Diversas alteragdes morfologicas
testiculares, prostaticas e enddcrinas foram observadas em ratos submetidos ao 5-FU [5,6].
Alteragdes morfologicas prostaticas também sao observadas em ratos com o uso do 5-FU [7].

Alteragdes morfoldgicas espermaticas também sao observadas com o uso do 5-FU
como a presenca de defeitos grosseiros de cabeca, espermatozoide com cabega amorfa,
decorrente da acdo do 5-FU sobre os genes responsaveis pela expressao das caracteristicas dos
acrossomos, espermatozoide intermediario angular e espermatozoide com cauda enrolada
[3,8]. Em camundongos, foi observada diminui¢ao da motilidade, viabilidade e anormalidades
em espermatozoides de camundongos submetidos ao 5-FU [8,9].

Por outro lado, alguns suplementos com agdo antioxidativa podem auxiliar na
prevencao dos efeitos colaterais do 5-FU para células ndo cancerigenas com intensa

proliferagdao celular, como as células gonadais. Nesse sentido, L-arginina e vitamina C que
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sdo agentes antioxidantes sdo possiveis candidatos para reduzir o estresse oxidativo tecidual e
diminuir os danos celulares [10,11].

A hipoétese do presente estudo € que a suplementagdo com vitamina C e L-arginina
pode prevenir os efeitos deletérios provocados pelo quimioterdpico 5-FU nos testiculos de

ratos Wistar.

2. Materiais e métodos

Todos os protocolos experimentais que foram utilizados estavam em conformidade
com os principios de cuidados com animais de laboratorio formulado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA) e de acordo com o “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” [12]. Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEUA) da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente

Prudente (SP), nimero de protocolo 6753.

2.1 Animais

Foram utilizados 40 Rattus novergicus da linhagem Wistar, machos, com 12 semanas
de idade, peso corporal médio de 354,7+49,6 g, mantidos em gaiolas, sob as mesmas
condigdes ambientais com padrdo de fotoperiodo de 12/12 horas, e com temperatura
controlada em 23 + 2°C. Todos os animais foram alimentados com rag¢dao comercial

balanceada (Primor® MP 77, Pro-biotério, Brasil) e receberam filtrada agua ad libitum.

2.2 Delineamento experimental
Os ratos foram distribuidos aleatoriamente por meio de sorteio nos 5 grupos

experimentais e nas gaiolas, cada grupo contendo 8 ratos com 4 animais/gaiola. Apds a
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randomizagdo aleatoria, os animais foram pesados, € ndo houve diferenca entre os pesos dos
animais nos diferentes grupos. Os grupos foram: Grupo controle (Gc); Grupo 5-FU (G5-FU);
Grupo 5-FU + Arginina (G5-FU+Arg); Grupo 5-FU + Vitamina C (G5-FU+VitC); e Grupo 5-
FU + Arginina + Vitamina C (G5-FU+Arg+VitC), conforme a figura 1.

A administra¢do de L-arginina e a vitamina C foi por 7 dias, anterior a aplicacao de
5-FU, por meio de um comprimido efervescente em agua filtrada disponibilizada ad libitum e
o controle de consumo foi verificado diariamente. A L-arginina utilizada foi Tagifor®![]
(Sanofi-Aventis, Brasil) na dose de 213 mg/dia e o acido ascérbico (Vitamina C) utilizado foi
o Redoxon®[! (Bayer, Brasil) na dose de 5,71 mg/dia. Para o grupo que recebeu tanto
vitamina C quanto L-arginina foi utilizado Targifor C®[] Sanofi-Avent.

Os ratos dos grupos 5-FU receberam aplicacdo nica de uma injecdo intraperitoneal
na dose de 50 mg/ Kg de peso corporal, conforme recomendado por Leocadio et al. [13] no
oitavo dia do experimento. Os ratos do Gc receberam aplicagdo de 0,9% de solucdo
fisioldgica via intraperitoneal no mesmo volume.

As doses ideais de administragdo do quimioterapico 5-FU, L-arginina e &cido
ascorbico foram extrapoladas alometricamente conforme recomendado por Cubas e Joppert
[14]. A dose de 5-FU foi adaptada da dose preconizada que ¢ de 1000 mg/ m?/ dia em infusdo
continua. A dose de L-arginina, foi suplementada conforme o recomendado pela Dietary
Reference Intakes (Institute of Medicine, 2005) [15], que ¢ de 4,2 g/ dia e a vitamina C,
extrapolada conforme recomendado pela Dietary Reference Intakes (Institute of Medicine,

2000) [16], que ¢ de 90 mg/ dia.

2.3 Peso dos animais e colheita de orgaos
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Apds 72 horas da aplicagdo de 5-FU, os ratos Wistar foram pesados e entdo
eutanasiados, utilizando uma dose de 100 mg de tiopental/Kg de peso corporal por via
intraperitoneal. Os testiculos, epididimos e adrenais direitos foram colhidos e pesados logo
apos a morte dos animais. Os ductos deferentes foram colhidos para a obtencdo de
espermatozoides para a morfologia espermatica. Os testiculos direitos foram mergulhados em
solugdo fixadora de Methacarn (60% de metanol, 30% de cloroférmio e 10% de acido aceto
acético). Os testiculos esquerdos dos animais foram imediatamente dissecados, cortados e
congelados em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80°C para posterior analise de

expressao génica e proteica.

2.4 Analises morfologicas e morfométricas testiculares

Os testiculos fixados em Methacarn foram lavados ap6s 24 horas e a solucdo foi
substituida por alcool 70%, onde as pegas permaneceram até o processamento. Entdo, o
material foi incluso em Paraplast para a obtengdo de cortes com 3 pm de espessura e
coloracdo com hematoxilina e eosina, para avaliagdo histopatologica em microscopio Optico
binocular, em aumento de 400X. Foram analisados qualitativamente 100 se¢des transversais e
aleatorias de tibulos seminiferos por animal, para detectar a presenca de anomalias nos
tubulos, como degeneragdo tubular, células germinativas imaturas no limen, células
acidofilas, células multinucleadas, infiltrados e vactolos [17]. Foi verificado o didmetro dos
tubulos seminiferos e a altura do epitélio germinativo usando BELView software (versao para
Windowns™). Foram realizadas 4 aferi¢des por tibulo em 10 segdes transversais aleatorias
de tubulos no estadio IX do ciclo seminifero por animal. As médias das 4 aferi¢des por tibulo

foram calculadas e usadas para calcular a média de todos os tiibulos para cada animal [17].
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2.5 Morfologia espermadtica

Para analise da morfologia espermatica, os espermatozoides foram colhidos do ducto
deferente direito com auxilio de uma agulha com seringa contendo 1,0 mL de formol salina a
10%. Em seguida, foram feitos esfregacos em laminas histoldgicas e deixadas a secar ao ar
livre por 90 minutos e entdo observadas em microscopio em aumento de 400X [18].

Foram analisados 200 espermatozoides por animal e as anormalidades morfologicas
encontradas foram classificadas em duas categorias: a) anormalidades da cabeca (sem
curvatura caracteristica, em forma de alfinete, ou isolada); e b) anormalidades da cauda

(enrolada, quebrada, dobrada e isolada) [19].

2.6 Analise de expressdo génica de Tnfa, Catalase e Gss

Os testiculos congelados em freezer -80°C foram triturados em homogeneizador de
tecidos e submetidos ao protocolo de extragdo do TRIzol™ (Invitrogen™, ThermoFisher
Scientific Inc., Carlsbad, California, EUA) de extragdo total. A concentragdo do RNA total
recuperado foi mensurada por epectrofotometro NanoDropTMLite (Fischer Scientific™,
ThermoFisher Scientific Inc., Wilmington, Delaware, EUA). Todas as amostras de RNA total
foram tratadas com DNAse antes de serem submetidas a transcri¢do reversa (RT) seguida de
PCR em tempo real (QPCR), conforme as instru¢cdes do protocolo DNAse I Amplification
Grade (InvitrogenTM ThermoFisher Scientific, Foster City, California, EUA).

A RT foi realizada utilizando o protocolo da High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Byosystems™, ThermoFisher Scientific, Vilnius, Lituania),
seguindo protocolo do fabricante com oligonucleotideos iniciadores randomicos do proprio

Kit.


https://www.google.com/search?sxsrf=APwXEdfGywzXfRwTGfXKHucfnXkh-EWQPA:1682619422099&q=Waltham&si=AMnBZoFk_ppfOKgdccwTD_PVhdkg37dbl-p8zEtOPijkCaIHMjrOwoPM9hDMB6S9ndin1hhkk2kMpihffl2mZilmTNokEJqEv39uafGaw1JwnhYW7jPqdyEhrVdU7kdNcm0w-UHLXRht_xteEjeHtKlllLzzxjUjN9rpPdqdbpYqRbNGFRP2JXFgkyS31pytWv5ZIJx8Waoq&sa=X&ved=2ahUKEwjh38jn1cr-AhVQu5UCHXDTDJkQmxMoAXoECFIQAw
https://www.google.com/search?sxsrf=APwXEdfGywzXfRwTGfXKHucfnXkh-EWQPA:1682619422099&q=Waltham&si=AMnBZoFk_ppfOKgdccwTD_PVhdkg37dbl-p8zEtOPijkCaIHMjrOwoPM9hDMB6S9ndin1hhkk2kMpihffl2mZilmTNokEJqEv39uafGaw1JwnhYW7jPqdyEhrVdU7kdNcm0w-UHLXRht_xteEjeHtKlllLzzxjUjN9rpPdqdbpYqRbNGFRP2JXFgkyS31pytWv5ZIJx8Waoq&sa=X&ved=2ahUKEwjh38jn1cr-AhVQu5UCHXDTDJkQmxMoAXoECFIQAw
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A gPCR foi realizada termociclador StepOnePlus™ (Applied Biosystems®, Foster
City, California, EUA) para a andlise quantitativa da expressdo génica relativa. Todos os
oligonucleotideos iniciadores e as sondas foram obtidos a partir de ensaios FAM-MGB
TagMan® (Applied Biosystems®, Foster City, Califérnia, EUA), ja padronizados. Os
seguintes ensaios TagMan® foram utilizados para os genes-alvo de proteinas relacionadas a
inflamacdo e ao estresse oxidativo: fator de necrose tumoral alfa (7nfa): Rn01525859 ¢l,
produto: 92 pb; catalase (Caf): Rn00560930 _m1 produto: 107 pb; e glutationa sintetase (Gss):
Rn00564188 ml, produto: 67 pb.

Como controle interno das reacdes de qPCR foram testados 3 genes referéncia para os
seguintes ensaios TagMan”: proteina ribossomal S18 (Rps/8): Rn01428913 gH, Produto: 62
pb; gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (Gapddh): Rn017775763 g1, produto: 174 pb; e
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase 1(Hprtl): Rn01527840 ml, produto: 64 pb. O
gene referéncia escolhido foi o mais estavel utilizando o programa NormFinder ™ Software
(https://moma.dk/normfinder-software, MOMA, Dinamarca).

As PCRs foram conduzidas em duplicatas para cada amostra e a expressdo foi
determinada pela quantificacdo em relacdo & combinagdo de genes enddgenos mais estavel.

Para quantificagdo relativa das amplificacdes foi empregado o método de Pfaffl [20].

2.7 Expressdo de proteinas ligadas a apoptose celular

A técnica de Western Blotting foi utilizada para verificar a expressdo de proteinas
ligadas a apoptose celular. As amostras de testiculos congelados para cada grupo experimental
foram homogeneizadas com tampao RIPA com 10% de inibidor de protease e centrifugas a
14.000 rpm a 4°C por 20 minutos. A analise da expressdo proteica foi realizada usando o

método Bradford e analisado por ELISA. A eletroforese com gel de SDS-poliacrilamida
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(SDS-PAGE) foi realizada com 30 mg da proteina total, depois foi transferida do gel para
uma membrana de nitrocelulose. A eficacia da transferéncia foi verificada usando o corante
vermelho de Ponceau. Apos isso, as membranas foram incubadas com o anticorpo primario
para as proteinas Caspase 3 (sc-56053), proteina X associada ao BCL2 (BAX) que ¢ pro-
apoptodtica (sc-7480), proteina de linfoma de células B2 (BCL2) que ¢ anti-apoptotica (sc-
7382) e também para B-actina (sc-47778), como controle. E entdo incubadas com o anticorpo
secundario m-IgG (BP-HRP, sc-516102, HRP conjugado) e reveladas com Cytiva
Amersham™ ECL™ Prime with C-Digit - Digital Western Blot Imaging. A expressdo das
bandas proteicas (animais/grupo) foi quantificada por ImajeJ software. Os valores para cada

proteina foram normalizados pelos valores da beta-actina respectiva de cada amostra.

2.8 Andlise dos dados

Cada animal foi considerado como uma unidade para o niimero por grupo dos
calculos estatisticos de todas as andlises, independentemente do nimero de aferigdes. Para os
resultados que passaram no teste de normalidade de Shapiro-Wilk, as varidveis foram
submetidas ao teste andlise de variancia (ANOVA) para comparar as médias dos grupos,
seguida do teste de Tukey. Para os dados ndo paramétricos foi realizado o teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn. O nivel de significancia adotado para todas as comparagdes

foi de 5%. O programa estatistico foi o GraphPad Prism (versdo 5.0).

3. Resultados

3.1 Pesos dos ratos e dos orgaos
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Houve diferenga (P < 0,0001) entre os grupos no peso dos animais (figura 2A). Os
ratos submetidos ao quimioterapico 5-FU tiveram menor peso corporal em relacdo ao Gc,
exceto no grupo que recebeu 5-FU e foi suplementado com vitamina C. No grupo
suplementado com vitamina C e arginina (G5-FU+Arg+VitC) houve menor ganho peso
corporal diferindo de todos-os outros grupos (figura 2A). O peso do testiculo e do epididimo,
também foi menor neste grupo. Somente o G5-FU+Arg+VitC diferiu do Ge no peso do
testiculo (P = 0,0165) e do epididimo (P = 0,0037), com menores pesos que o Gc (figura 2B,

20).

3.2 Histopatologia e Morfometria testicular

Na histopatologia testicular, houve uma maior diferenga (P < 0,0001) na porcentagem
de tibulos normais (P < 0,0001). Os ratos submetidos 5-FU tiveram menor porcentagem de
tubulos normais em relacdo ao Ge, exceto no grupo que recebeu 5-FU e foi suplementado
com vitamina C (Tabela 1). Foram encontrados mais tubulos degenerados no GS5-
FU+Arg+VitC. No grupo que além da vitamina C recebeu arginina (G5-FU+Arg+VitC)
houve menor porcentagem de tibulos normais, diferindo de todos os outros grupos (P =
0,0002). Maior porcentagem de vacuolos foram encontrados nos grupos G5-FU e GS5-
FU+Arg+VitC comparados ao grupo controle (P = 0,0001). O G5-FU+ VitC apresentou mais
células germinativas imaturas no limen (P = 0,0055) que o Gc e o G5-FU (Tabela 1).

Nao houve diferenga significativa entre os grupos no didmetro tubular, porém houve
diferenca na altura do epitélio germinativo, os grupos G5-FU+Arg e GS5-FU+Arg+VitC
apresentaram menor altura do epitélio germinativo em comparacdo ao Gc, ndo diferindo dos

demais grupos (P = 0,0032) (figura 3).



62

3.3 Morfologia espermadtica

Nao houve diferenca significativa entre os grupos experimentais para os parametros de
morfologia espermatica (figura 4): porcentagem de espermatozoides normais (P = 0.5670),
porcentagem de espermatozoides com defeitos de cabega (P = 0,5280) e porcentagem de

espermatozoides com defeitos de cauda (P = 0,0698).

3.4 Expressdo génica

Entre os genes endogenos testados, o normalizador mais estavel foi a combinagdo do
Hprtl e o Gapdh (0,130) e essa combinagdo foi a utilizada para as analises dos resultados.
Porém, todos os endogenos poderiam ser utilizados nesse modelo experimental, pois todos
ficaram abaixo de 0,5 de varia¢do: Gapdh = 0,166; Rpsi8 = 0,264 e Hprtl = 0,153. Nao
foram observadas diferencas entre os grupos na expressao génica relativa de Tnfo, Cat e Gss e

(figura 5), P =0,5574, P =0,1774 ¢ P = 0,2500, respectivamente.

3.4 Expressdo proteica

Foram encontradas diferencas significativas entre os grupos na expressdo proteica de
caspase 3 e BAX, mas ndo de BCL2 (figura 6), P = 0,0022, P = 0,0002 ¢ P = 0,1894,
respectivamente. O Gc apresentou menor expressao proteica de BAX nos testiculos do que
G5-FU e G5-FU+Arg. O unico grupo que diferiu do Ge, apresentando maior expressao

proteica de caspase 3 foi o G5-FU+Arg.

4. Discussao
O presente estudo foi pioneiro na investigacdo da suplementagdo de vitamina C e de

L-arginina como possiveis adjuvantes na reducdo dos efeitos deletérios testiculares do
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quimioterapico 5-FU no tratamento de canceres, o que denota sua relevancia para a clinica
oncoldgica.

No presente estudo foi verificado que a suplementacdo de Vitamina C no tratamento
de 5-FU minimizou os efeitos deletérios nos testiculos, como o aumento da proteina pro-
apoptdtica BAX, o aumento de patologias testiculares e a reducdo do peso corporal,
provocados por uma Unica aplicacdo de 5-FU. Embora a hipotese de que a suplementagdo de
vitamina C diminuiria os efeitos adversos provocados pelo 5-FU foi confirmada, a hipotese de
que a suplementagdo da L-arginina sozinha ou em associagdo com a vitamina C também
diminuiria os efeitos colaterais do 5-FU ndo foi confirmada. A suplementacdo somente com
L-arginina embora tenha aumentado a porcentagem de tubulos seminiferos normais, nao
reduziu as proteinas pro-apoptdticas, ndo normalizou o peso corporal dos animais e reduziu a
altura do epitélio germinativo. Quando a suplementagdo de L-arginina foi associada a
vitamina C todos os pardmetros avaliados foram prejudicados, inclusive aumento na
degeneracado testicular.

Assim, foi verificado que os ratos que receberam o 5-FU tiveram menor peso corporal
em comparacao aos que nao receberam o quimioterapico. Realmente o 5-FU provoca redugao
de peso nos animais [21,22], pois provoca vomito, dor abdominal, nduseas e mucosite [21]. A
perda de peso ¢ observada mesmo antes do 5-FU causar diarreia, devido a um mal
funcionamento do trato gastrointestinal [21]. Porém, quando a vitamina C foi suplementada
por 7 dias antes da aplicagdo de 5-FU, observa-se que nido houve prejuizo no peso dos
animais. E conhecido que a vitamina C ¢ capaz de reduzir as injurias do intestino delgado
provocadas pelo 5-FU, como inflamagdo das mucosas, atrofia das vilosidades intestinais e
desorganizacdo das criptas [22,23], o que justificaria esse maior peso corporal nos animais

que ingeriram vitamina C, uma vez que o intestino delgado ¢ o principal responsavel pela
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absor¢do dos alimentos. Assim ha piora consideravel no peso dos animais com a
suplementagdo de L-arginina associada a vitamina C.

Somente o G5-FU+Arg+VitC reduziu o peso dos testiculos e epididimos em relacao
ao grupo controle. Isso condiz com os resultados encontrados na histopatologia testicular, em
que foi observada degeneragdo testicular apenas nesse grupo, acompanhada da redu¢do na
altura do epitélio germinativo. Pode-se presumir que a degeneragdo testicular causou uma
reducdo na producdo espermatica que levou a redugdo da altura do epitélio germinativo e do
peso epididimario e testicular. Observa-se que a associagdo de L-arginina e vitamina C na
suplementagdo prévia ao 5-FU ndo foi benéfica para as gonadas masculinas.

Um dos mecanismos de agdo sugeridos para a associacdo da suplementacdo da
vitamina C com a L-arginina no tratamento de cancer ¢ que a vitamina C pode potencializar a
oxidacdo da L-arginina em 6xido nitrico, aumentando a tetraidrobiopterina intracelular que ¢
um cofator da sintese de 6xido nitrico (NO) [24,25]. A 6xido nitrico sintase (NOS) acoplada
ao seu cofator faz a conversao de L-arginina em L-citrulina e NO [24]. Isso pode ser a causa
dessa associag¢do ter sido deletéria para os testiculos quando associada ao 5-FU. O NO
produzido pelas células de Sertoli tem importante funcdo fisioldgica de controlar a abertura e
fechamento dos complexos juncionais da barreira hematopoiética e da migracdo dos
espermatocitos da barreira basal para a adluminal nos testiculos durante a espermatogénese,
tanto o aumento quanto a reducdo de NO podem ser prejudiciais para os testiculos [26,27]. O
aumento de NO proporciona a abertura dos complexos juncionais e o deslocamento de
aglomerados de células do epitélio seminifero para o limen do tibulo [27]. O aumento de NO
nos testiculos desorganiza o epitélio seminifero, causa degeneracao das células germinativas,

provoca atrofia e degeneracdo dos tubulos seminiferos [27], aspectos semelhantes aos
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encontrados no nosso estudo com o uso da suplementacdo de vitamina C associada a L-
arginina no tratamento com 5-FU.

Uma tnica dose do 5-FU sem suplementagdo prévia nao alterou o peso dos testiculos,
epididimos ou das adrenais dos ratos. Nesse grupo também nao houve redu¢do do didmetro do
tubulo ou da altura do epitélio seminifero. Isso contradiz um o estudo de D’Sousa e Narayana
[28], que também utilizou a dose Gnica de 50mg.kg’ e observou diminui¢io do peso
testicular, do didmetro do tibulo e da altura do epitélio seminifero 3 dias apds a aplicacao.
Porém, assim como no nosso estudo, o estudo de D’Sousa e Narayana [28] também verificou
um maior nimero de alteragdes histopatoldgicas nos tibulos seminiferos com o tratamento de
5-FU.

Em nosso estudo, a patologia encontrada no G5-FU foi principalmente vacuolizacdo,
seguida de células germinativas imaturas encontradas no limen. Nos testiculos, as principais
células afetadas pelos agentes anticancerigenos sdo as espermatogdnias [29]. As células-
tronco sdo espermatogdnias do tipo A ndo diferenciadas, elas sofrem divisdes mitoticas até se
tornarem espermatocitos. As espermatogdnias ndo diferenciadas sdo mais sensiveis aos
agentes toxicos do que os espermatocitos, espermatides e espermatozoides [29]. A presenca
de vacuolos pode estar associada a vacuolizagdo citoplasmatica, com dilatagdo do reticulo
endoplasmatico ou edema mitocondrial das células de Sertoli ou pode ser vacuolos maiores
remanescentes de vactiolos fagociticos da digestdo de células germinativas mortas [29]. A
vacuolizagdo em qualquer um dos casos leva a uma perda de contato entre as células
germinativas que provoca a esfoliagdo prematura e descamacdo das células [29].
Vacuolizagdo de células de Sertoli e descamacgao de células foi observada em outros estudos

com aplicagdo de 5-FU [5,6,8].
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A morfologia espermatica ndo foi alterada pela aplicacao de 5-FU e, portanto, nenhum
efeito foi observado nos grupos suplementados com L-arginina ou vitamina C. O processo
completo de espermatogénese no rato tem duracdo de 52-56 dias [30], tempo superior ao que
foi utilizado neste experimento. Com um maior tempo de aplicagdo de 5-FU, alteragdes
espermaticas podem ocorrer [3,8,9]. Sabe-se que o tratamento com 5-Fu ¢ citotoxico para as
espermatogonias, dificulta a maturacdo celular, formando esperméatides anormais com defeitos
acrossomais e de cabeca [28,31] e defeitos na morfologia espermatica, tanto de cabeca quanto
de cauda [3]. Além disso, ratos tratados com 5-Fu tem uma redugdo na contagem epididimaria
de espermatozoides [32].

Nao houve alteragdo na expressdo génica de 7nfa nos testiculos, que ¢ um importante
fator indicador de inflamac¢do tecidual. Em outros tecidos, o 5-FU causa inflamagdo com
elevagdo de niveis de citocinas pro-inflamatérias, NF-kB, TNFa e interleucinas, antes da
evidéncia histologica de dano tecidual [33-35].

No presente estudo, nenhuma alteracdo na expressdo dos genes antioxidantes (Cat e
Gss) estudados em testiculos foi verificada nos grupos experimentais submetidos ao 5-FU. O
5-FU causa estresse oxidativo em muitos 6rgdos, como medula dssea [36], no intestino [37],
no figado [38], cora¢do [39], em consequéncia da reducdo na expressdo de enzimas anti-
oxidantes (catalase, glutationa peroxidase, superéxido-desmutase) [36,38]. Porém apesar de
ndo ter sido encontrado aumento na expressdo dessas enzimas, isso ndo descarta o
envolvimento do estresse oxidativo nos efeitos deletérios do 5-FU aos testiculos. Porém, o
estresse oxidativo ndo € o unico mecanismo da toxicidade do 5-FU para os testiculos [28], o
5-FU causa inibi¢do da timidilato sintase, causando desequilibrio nos desoxinucleotideos e
dano no DNA, com mudangas morfologicas como degeneragdo do epitélio seminifero e

vacuolizacdo das células de Sertoli [40].
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Houve um aumento de BAX nos testiculos com a aplicagdo de 5-FU, enquanto
nenhuma alteracdo foi verificada na quantidade de BCL2. A BCL2 ¢ antiapoptotica, enquanto
a BAX ¢ pro-apoptética e esta envolvida no caminho intrinseco da apoptose celular [41]. E
importante notar que a suplementagdo de vitamina C causou uma redu¢do de BAX nos
testiculos e o G5-FU+VitC ndo diferiu do controle. O 5-FU pode ativar o programa de morte
celular no testiculo por meio do aumento de BAX, porém seu efeito pode ser minimizado pela
suplementagdo de vitamina C. O 4cido ascorbico ou vitamina C apresenta protecdo contra
varios tipos de agentes toxicos, pois tem forte potencial antioxidante e anti-inflamatorio [10].
O GS5-FU+Arg+VitC também ndo diferiu do controle na quantificagdo proteica,
provavelmente pelo aspecto avancado de degeneragdo testicular, ja ndo esta mais expressando
as proteinas mediadoras de apoptose celular.

A quantificagdo de caspase 3 foi muito similar & do BAX, e o grupo que teve maior
expressdo de BAX e caspase 3 foi o G5-FU+Arg. O BAX pode ativar a caspase 3 no processo
de apoptose [11]. As caspases sdo proteases diretamente associadas a apoptose, possuem
residuo de cisteina em seu sitio ativo e clivam seus substratos proteicos, geralmente nos
residuos de acido aspartico. A caspase 3 esta relacionada a fragmentacdo do material genético
[42] e pode ser induzida por quimioterapicos [43,44]. Porém, estudos indicam que a apoptose
pode ocorrer por novas formas de morte celular independentes de caspases, € que apresentam

caracteristicas mistas de apoptose, necrose e outras formas de degeneragado celular [45].

5. Conclusao
A aplicag¢do de uma tnica dose de 5-FU leva um aumento de patologias testiculares e a
suplementagdo preventiva de vitamina C, sem a associacdo da L-arginina, reduz os efeitos

deletérios do 5-FU nos testiculos de ratos Wistar. A associagdo da suplementa¢do de Vitamina
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C e L-arginina prévia a aplicacdo de 5-FU ¢ prejudicial para os testiculos e para a
espermatogénese. A vitamina C isoladamente ¢ promissora como adjuvante na quimioterapia

com 5-FU para os tratamentos de cancer visando minimizar os danos a fertilidade masculina.
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Figura 1. Delineamento experimental: os 40 ratos Wistar foram divididos em 5 grupos

experimentais: grupo controle (Gc); grupo 5-Fluorouracil (G5-FU); grupo 5-FU + L-arginina

(G5-FU+Arg); grupo 5-FU + vitamina C (G5-FU+VitC); grupo 5-FU + L-arginina +

Vitamina C (G5-FU+Arg+VitC). Os comprimidos efervescentes de L-arginina e de vitamina

C foram fornecidos diluidos em &gua na dosagem de 213 mg/dia e 5,71 mg/dia,

respectivamente, por 7 dias consecutivos. Os ratos que receberam 5-FU receberam uma

inje¢do via intraperitoneal de 50 mg/ Kg de peso corporal no dia 8 do experimento, os ratos

do Gc receberam inje¢do de solugdo fisiologica a 0,9%. A eutanasia foi realizada 72 horas

apos a aplicagdo de 5-FU e os 6rgdos foram colhidos para analises histologicas e moleculares.
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Figura 2. Peso dos animais (2A), peso dos testiculos (2B), peso dos epididimos (2C) e peso
das adrenais (2D) dos ratos Wistar dos diferentes grupos experimentais: grupo controle (Gc);
grupo S-Fluorouracil (G5-FU); grupo 5-FU + L-arginina (G5-FU+Arg); grupo 5-FU +
vitamina C (G5-FU+VitC); grupo 5-FU + L-arginina + Vitamina C (G5-FU+Arg+VitC).
Letras diferentes representam diferencas significativas entre os grupos. ANOVA seguido de

Tukey.
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Tabela 1. Histopatologia testicular (porcentagem de tubulos normais e com patologias) dos
ratos Wistar de diferentes grupos experimentais: grupo controle (Gc); grupo 5-Fluorouracil
(G5-FU); grupo 5-FU + L-arginina (G5-FU+Arg); grupo 5-FU + vitamina C (G5-FU+VitC);

grupo 5-FU + L-arginina + Vitamina C (G5-FU+Arg+VitC). Letras diferentes representam

Tubulos (%) Grupos experimentais
Ge G5-FU G5-FU G5-FU G5-FU
+Arg +Vitc +Arg+VitC
Normais 97,63+0,50°  92.38+0,96° 94,00+0,27" 93,75+0,86%  77,34+3,38"

Degenerados ~ 0,25+0,25°  0,00£0,00°  0,13+0,13°  0,00£0,00°  12,3442,19°
Vacuolizagio  1,86+0,38°  6,86+0,88"  5,43+0,35®  5,00+£0,71°®  9,00+0,58"
Células no 0,13£0,13°  0,25+0,16°  0,50+0,27*  1,50+0,27*  1,00£1,00%
Limen

diferencas significativas entre os grupos. Kruskal-Wallis seguido de Dunn.
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Figura 3. Morfometria testicular: diametro do tibulo seminifero (3A) e altura do epitélio
germinativo (3B) dos ratos Wistar dos diferentes grupos experimentais: grupo controle (Gc);
grupo 5-Fluorouracil (G5-FU); grupo 5-FU + L-arginina (G5-FU+Arg); grupo 5-FU +
vitamina C (G5-FU+VitC); grupo 5-FU + L-arginina + Vitamina C (G5-FU+Arg+VitC).
Letras diferentes representam diferencas significativas entre os grupos. ANOVA seguida de

Tukey.
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Figura 4. Morfologia espermatica dos ratos: porcentagem de espermatozoides normais (3A),
porcentagem de espermatozoides com defeitos de cauda (3B) e porcentagem de
espermatozoides com defeitos de cabeca (3C) dos ratos Wistar dos diferentes grupos
experimentais: grupo controle (Gc); grupo 5-Fluorouracil (G5-FU); grupo 5-FU + L-arginina
(G5-FU+Arg); grupo 5-FU + vitamina C (G5-FU+VitC); grupo 5-FU + L-arginina +
Vitamina C (G5-FU+Arg+VitC). Nao houve diferenga significativa entre os grupos, teste de

Kruskal-Wallis.
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Figura 5. Expressdao génica relativa de Tnfa (4A), Cat (4B) e Gss (4C) em testiculos de ratos
Wistar dos diferentes grupos experimentais: grupo controle (Gc); grupo 5-Fluorouracil (G5-
FU); grupo 5-FU + L-arginina (G5-FU+Arg); grupo 5-FU + vitamina C (G5-FU+VitC);
grupo 5-FU + L-arginina + Vitamina C (G5-FU+Arg+VitC). Gapdh e Hprtl foram usados em
combinagdo para controle da reagdo. Nao houve diferenca significativa entre os grupos,

ANOVA.
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Figura 6. Expressao proteica de Caspase 3 (5A), BAX (5B) e BCL2 (5C) em testiculos de
ratos Wistar dos diferentes grupos experimentais: grupo controle (Gc); grupo S-Fluorouracil
(G5-FU); grupo 5-FU + L-arginina (G5-FU+Arg); grupo 5-FU + vitamina C (G5-FU+VitC);
grupo 5-FU + L-arginina + Vitamina C (G5-FU+Arg+VitC). Gapdh e Hprtl foram usados em
combinagdo para controle da reacdo. Letras diferentes representam diferencas estatisticas

significativas entre os grupos, ANOVA seguida de Tukey.
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