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AVALIAGAO DO EFEITO DO ACIDO ASCORBICO, ASCORBATO E
LUZ UV SOBRE CELULAS HEPG2 E O FUNGO FILAMENTOSO
Aspergillus nidulans

Resumo

O acido ascérbico (AA) ou popularmente conhecido como vitamina C expandiu-
se de forma surpreendente, sendo hoje uma das vitaminas mais frequentemente
suplementadas. Essa vitamina é necessaria no metabolismo de varios aminoacidos e
€ ainda fundamental como cofator na biossintese de catecolaminas. Além de sua
atividade antioxidante, o AA também é capaz de se comportar como um pro-oxidante
em determinadas situagdes. O AA é um excelente agente redutor e sofre facilmente
duas oxidagdes consecutivas de um elétron para formar seus radicais ascorbato
(ASC) e dehidroascorbato (DHA). Aos valores de pH normalmente encontrados no
meio intracelular, o AA encontra-se predominantemente na sua forma ionizada, o ASC,
sendo essa a sua principal forma no corpo humano O objetivo do trabalho é avaliar o
efeito do AA, ASC e Luz Ultravioleta (UV) sobre o desenvolvimento e crescimento de
A. nidulans e sobre a toxicidade em células humanas HepG2 in vitro. Consiste em um
estudo de pesquisa basica de carater experimental do tipo quantitativo. Foram
analisados o crescimento da colbnia e a germinagdo dos conidios de A. nidulans.
Também foram realizados testes de viabilidade de células humanas HepG2 in vitro.
Na germinagao dos conidios, foi feito screening inicial com as concentragdes 10, 25,
50, 100 e 200 ug por mL" e todas as concnetragoes em algum momento de analise
apresentaram diferenga significativa quando comparado ao controle. Os ensaios de
crescimento vegetativo da col6nia de A. nidulans expostas tanto ao AA quanto ao ASC
mostraram alteracbes em varias concentracdes e periodo de analise quando
comparado ao controle. Os ensaios com AA com células HepG2 mostraram um
aumento significativo na viabilidade média apds 24 horas de tratamento na
concentracéo 40 ug/mL indicando um estimulo da divisdo celular nesta concentracao
e tempo. Em contrapartida, ocorreu uma diminuigdo significativa apos 72 horas de
tratamento nas concentracdes de 5, 10, 40 e 100 ug/mL. Ja nos ensaios de ASC com
células as HepG2 n&o mostraram diferenga significativa para nenhuma das
concentragdes e tempos testados quando comparado ao controle negativo. Quanto a
citotoxicidade para a luz UV mostrou toxicidade em todos os tempos de irradiagao

(um, cinco, 10 e 20 s), apods 24, 48 e 72 horas, quando comparado ao controle



negativo. Os resultados desta pesquisa mostram que o AA em concentragdes
menores aumenta o crescimento vegetativo de A. nidulans, possivelmente por
estimular a proliferagao celular, enquanto concentragbes maiores parecem diminuir o
crescimento vegetativo, atrasando a proliferacdo, ou mesmo induzindo apoptose. Para
a cultura de células HepG2, o AA aumentou o crescimento em concentragdo menor e
diminuiu 0 em concentragdo maior e 0 ASC nao causou toxicidade para esta linhagem.

Esse perfil de resposta é semelhante ao encontrado no fungo.

Palavras-chave: Fungo filamentoso; Genética do desenvolvimento; Radiagéo

eletromagnética; Toxicidade; Vitamina C.



EVALUATION OF THE EFFECT OF ASCORBIC ACID, ASCORBATE
AND UV LIGHT ON HEPG2 CELLS AND THE FILAMENTOUS
FUNGUS Aspergillus nidulans

Abstract

Ascorbic acid (AA), communly known as vitamin C has seen a remarkable
increase in use and is currently one of the most frequently supplemented vitamins.
This vitamin is necessary for amino acid metabolism and is also an essential cofactor
for the catecholamines biosynthesis. In addition to its antioxidant activity, AA can act
as a pro-oxidant under specific conditions. AAis an excellent reducing agent and easily
undergoes two consecutive one-electron oxidations, forming ascorbate (ASC) and
dehydroascorbate (DHA) radicals. At pH values normally found in the intracellular
environment, AA is predominantly identified in its ionized form, ASC, which is its main
form in the human body Objective: Evaluate the effect of AA, ASC, and Ultraviolet Light
(UV) on the development and growth of A. nidulans, as well as their toxicity in human
HepG2 cells in vitro. Consists of a basic research study with an experimental and
quantitative approaches. Colony growth and conidia germination of A. nidulans were
analyzed. Viability tests of human HepG2 cells in vitro were also performed. During the
germination of conidia, an initial screening was performed using concentrations of 10,
25, 50, 100 and 200 pg per mL-1. At various time points, all concentrations showed
significant difference compared to the control. Growth assays of A. nidulans colonies
exposed to both AA and ASC demonstrated changes at different concentrations and
days of analysis compared to the control. AA assays with HepG2 cells presented a
significant increase in mean absorbance after 24 hours of treatment at a concentration
of 40 ug/mL, indicating a stimulation of cell division. On the other hand, a significant
decrease occurred after 72 hours of treatment at concentrations of 5, 10, 40 and 100
ug/mL. In the ASC assays with HepG2 cells, no significant difference were observved
for any of the concentrations and timepoints tested in comparison to the negative
control. Regarding cytotoxicity to UV light, it showed toxicity at all irradiation times (one,
five, 10 and 20 s), after 24, 48 and 72 hours compared to the negative control. The
current findings have shown that AA in lower concentrations increased the growth of
A. nidulans, possibly by stimulating cell proliferation, while higher concentrations seem
to decrease growth, delaying proliferation, or inducing apoptosis. For HepG2 cell

culture, AA increased growth at a lower concentration and decreased growth at higher



concentration, while ASC did not cause toxicity in this cell line. This response profile is

similar to that found in the fungus.

Keywords: Filamentous fungus; Developmental genetics; Electromagnetic radiation;

Toxicity; Vitamin C.
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1. INTRODUGAO GERAL

As dietas enriquecidas com vitaminas possuem atividade antioxidante, por
consequéncia, as células do organismo ficam protegidas contra danos que ocorrem
naturalmente (Sena et al., 2022). Com base nessas informagdes, o consumo diario de
multivitaminicos aumentou consideravelmente, bem como novas formula¢des ou
outras vitaminas de destaque com novas formas de agdo. No entanto, as
consequéncias dessa auto suplementacédo a longo prazo sao ainda desconhecidas
para a saude (Hamishekar et al., 2016).

Extraido pela primeira vez em 1928 de extratos de pimenta e glandula adrenal
pelo bioquimico Albert Szent-Gorgyi, o que lhe concedeu o Prémio Nobel em 1937, o
acido ascorbico (AA), ou popularmente conhecido como vitamina C, expandiu-se de
forma surpreendente, sendo hoje uma das vitaminas mais frequentemente
suplementadas (Kazmierczak-Baranska et al., 2020).

Ao reciclar a atividade da vitamina E, o AA ajuda na prote¢cdo das membranas
celulares, participa do sistema imunolégico e facilita a absorgdo de minerais. Além de
ser importante na formacgao de aminas aromaticas e de neurotransmissores (Fonseca
e Pentean, 2018).

O AA apresenta um grande papel na fisiologia dos seres humanos,
principalmente no sistema imunologico, porém a sua administracdo deve ser
equilibrada. Segundo Mocellin et al., (2021), a administragdo de uma unica dose
elevada de AA diminui bastante o dano oxidativo ao acido desoxirribonucleico (DNA),
porém, a maioria dos estudos subsequentes de intervengdo a longo prazo com AA,
nao relataram nenhum efeito profilatico ou terapéutico em nivel de dano ao DNA.

A recomendaéo diaria de AA para adultos é de 45 mg, chegando a 55 e 70 mg
para lactantes e gestantes respectivamente (Brasil, 2005). Porém, segundo Pauling
(1970), em seu artigo, individuos chegaram a ingerir de 40 a 100g de AA por dias ou
semanas sem serem prejudicados. Isso equivale de 50 a 100 vezes a quantidade
recomendada atualmente pelo Ministério da Saude. A ingestao diaria recomendada
(IDR), é a quantidade minima da vitamina que deve ser consumida diariamente para
atender as necessidades nutricionais da maior parte dos individuos e grupos de

pessoas de uma populagédo sadia (Brasil, 2005). Porém, segundo Manela-Azulay et
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al., (2003), doses mais elevadas sdo necessarias em situagbes diversas, tais como
infecgdes, gravidez e amamentacdo, e em tabagistas.

A suplementacao em altas doses de AA, pode ter efeitos opostos ao esperado,
0 que pode ser prejudicial. Seu excesso pode desencadear efeitos pro-oxidantes e
gerar, em determinadas circunstancias, efeitos nocivos a saude humana (Santos et
al., 2018). Essa atividade pré-oxidante € devido ao aumento da produgéo de peréxido
de hidrogénio (H202) (Alexander et al., 2018), pois altos niveis de AA sofrem auto-
oxidag&o, resultando num alto fluxo de H202 extracelular, em seguida, o H202 se
difunde nas células, iniciando cascatas oxidativas e efeitos pré-oxidantes (Du; Cullen;
Buettner, 2012).

Segundo Smirnoff (2018), essa atividade pro-oxidante ocorre devido a um
subproduto do AA, o ascorbato (ASC). Esse composto, possui uma atividade doadora
de elétrons, portanto, em alguns casos, pode ocorrer a produgao de radicais livres.
Com o aumento de radicais livres, ha também um aumento no risco para o organismo,
uma vez que, devido a oxidagao lipidica, a membrana plasmatica, composta por uma
bicamada de fosfolipideos, € o principal alvo, e altamente suscetivel, a agentes proé-
oxidantes (Sena et al., 2022).

Neste sentido, ha um grande interesse em investigar o efeito dessas
substancias em diferentes organismos teste, que possam mostram efeitos que ainda
nao foram avaliados sob a exposicdo dessas vitaminas. Nesse contexto, cita-se o
fungo filamentoso Aspergillus nidulans, que tem sido utilizado como modelo em testes
para avaliar inumeros efeitos no desenvolvimento de suas diferentes fases, além de
avaliar os efeitos das variagdes genéticas em resposta a agentes externos (Arruda;
Soares; Rocha, 2021). Além desse organismo teste, os ensaios envolvendo células in
vitro sdo de extrema importancia e tem seu estudo consolidado em células isoladas,
em tecidos e em 6rgéos isolados, controlados em laboratério. Em especial as células
tumorais sao as mais utilizadas para descoberta e desenvolvimento de novas drogas
(Itharat, 2004).

Portanto, testar os efeitos do AA e ASC em laboratério, variando suas
concentracbes, € fundamental para compreender os mecanismos benéficos e
maléficos associados a essas substancias, pois a vitamina C, desempenha um papel
crucial no organismo humano, atuando como antioxidante e participando de diversas

vias metabdlicas, ja o ASC, a forma ionizada do acido ascérbico, também possui
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efeitos que variam de acordo com sua concentragdo, podendo exercer efeitos
antioxidantes em baixas concentracbes, mas potencialmente induzir estresse
oxidativo em niveis elevados. Portanto, testes laboratoriais que investigam os efeitos
dessas substancias em diferentes concentracdes, utilizando diferentes organismos
testes, sdo essenciais para orientar a utilizacdo adequada e segura desses
compostos, contribuindo para a promogao da saude e prevengao de possiveis danos
a saude humana. Além disso, nao foram encontrados na literatura testes do efeito de
diversas concentracbes de AA e ASC sobre o desenvolvimento de A. nidulans e
toxicidade em culturas de células humanas.

Associado a estas questdes, esta pesquisa propds também investigar o efeito
do AA e do ASC na presenca de danos causados pela exposi¢ao pré tratamento com
luz UV. Aluz UV atua no material genético, produzindo alteragées moleculares através
de fotoprodutos formados a partir das pirimidinas. Espécies reativas de oxigénio
(ROS) também sao produzidas, contribuindo para o estresse oxidativo das moléculas.
O dano induzido gera efeitos mutagénicos capazes de inibir mecanismos replicativos,
sendo assim, o grau de prejuizo da radiagado UV nos tecidos depende em grande parte
da sua capacidade de penetragdo e o grau de absorgédo do tecido (Cadet e Douki,
2018).

Portanto, considerando a importancia de se avaliar tais efeitos, delimitou-se
como problema de pesquisa a atividade do AA e do ASC a nivel celular. OAAe 0 ASC
tém atividade toxica em um modelo eucarioto? Quais as concentragdes para ocorrer
essas agdes toxicas ou nao toxicas? Ha atividade citotdxica na presenca de diferentes
concentracdes de AA e ASC? Ha alteragcdo do ciclo celular? Na presenca de dano,
causada pela luz UV, é possivel que os efeitos do AA e do ASC sejam diferentes a
nivel celular?

Neste sentido, o objetivo da pesquisa é avaliar o efeito do AA, ASC e luz UV
sobre o desenvolvimento e crescimento de A. nidulans e sobre a toxicidade em células

humanas in vitro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar o efeito do AA e ASC sobre o desenvolvimento e crescimento de A.

nidulans e sobre a citotoxicidade em células humanas HepG2 in vitro.

2.2 Especificos

Avaliar efeito das soluctes de AA e ASC em diferentes concentracdes no ciclo

celular do A. nidulans.;

Avaliar influéncia dos compostos testados no crescimento da colénia do A.

nidulans.
Avaliar citotoxicidade em cultivo de células humanas HepG2;

Avaliar citoprotecdo em cultivo de células humanas HepG2;
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3. METODOLOGIA

3.1 Tipo e local de pesquisa

Pesquisa basica de carater experimental do tipo quantitativo, desenvolvida no
Laboratdrio de Biotecnologia, Saude e Ambiente da Universidade Estadual do Oeste
do Parana (UNIOESTE), Centro de Ciéncias da Saude, campus Francisco Beltréo,
Parana. As analises de citotoxicidade foram feitas no Laboratério de Biotecnologia e
Ecotoxicologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR), campus
Francisco Beltrdo, Parana. A pesquisa ocorreu entre o segundo semestre de 2022 e o

primeiros semestre de 2024.

3.2 Ensaios com A. nidulans
Os ensaios com A. nidulans seguirdo o protocolo de Berti et al., (2015). Foi
utilizada a linhagem haploide biA1methG1, gentilmente fornecida pela Professora Dra.

Carmem Lucia M. S. C. Rocha da Universidade Estadual de Maringa.

3.2.1 Preparo do meio sélido com AAe ASC

Serao utilizados: meio completo liquido (MCL) e meio completo sélido (MCS),
preparados segundo Pontecorvo et al., (1953). Foram preparados meio de cultura,
acrescidos de AA e ASC nas concentragdes: 1, 5, 10, 25, 50, 100 e 200 pg por mL-
'para os experimentos. Todas as solugbes foram esterilizadas utilizando filtro milipore
0,22 uym.

3.2.2 Analise da germinacao de conidios

O ensaio da germinacgéo foi utilizado para realizagdo do screening inicial com
diferentes concentragdes testes para entao definir as concentragcdes para os proximos
experimentos. Antes do experimento, a colénia de A. nidulans foi rejuvenescida em
MCS e apds 5 dias de crescimento, a 37°C, foram coletados conidios para realizagéo
do experimento. Os conidios foram transferidos para 0,01% (v/v) de Tween 80. Em
seguida as suspensdes de conidios com foram filtradas em 1a de vidro estéril e
contadas em cadmara de Neubauer, para preparo de suspensdo com 2x10%mL

conidios. A suspenséao de conidios foi dividida em 14 grupos experimentais (AAe ASC
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nas seguintes concentragdes: 1, 5, 10, 25, 50, 100 e 200 ug por mL-") mais o grupo
controle, que so6 recebeu MCL.

Apoés a inoculacdo, 100 pL de cada tubo foi transferida para laminas de
microscopia em camara umida e incubadas a 37°C e apods 2, 4, 6 e 8 horas foram
analisadas para a quantificacdo de conidios em cada uma das fases da germinacao:
conidio dormente, embebido, com botdo germinatvo e com tubo

germinativo/germinado (Tabela 1).

Tabela 1 - Fases da germinagao e tamanho médio de conidios de A. nidulans.
Nomenclatura Imagem Tamanho médio
2,65+0,18um

Conidio Dormente

(D)

4,11£0,58um
Conidio Embebido
(E)
Conidio com Botdo Germinativo X 7,84+0,80um
(B) :
Conidio com Tubo Germinativo Q 22,7146,38um
Pequeno
(P)
Conidio com Tubo Germinativo Q 50,22+4,24um
Médio
(M)

83,64+11,18um
Conidio com Tubo Germinativo

Grande
(G)

As laminas de cada condigao foram analisadas pelo microscépio optico em
cada tempo. Em cada leitura foram analisados, randomicamente, aproximadamente
500 conidios e calculadas as porcentagens de conidios em cada uma das fases. Na
leitura de oito horas foi feita uma estimativa da sobrevivéncia, considerando-se vivos
apenas os conidios com tubo germinativo e uma estimativa de conidios germinados
malformados.

Foram consideradas malformacdes conidios onde o primeiro tubo germinativo
se bifurcava, ou segundo tubo iniciava sua formacao precocemente ou em angulo
diferente de 180° ou quando formavam-se mais que dois tubos, além de outras
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alteracdes presentes. A contagem das células foi feita em microscopio optico, com
aumento final de 400x, por meio de captura de imagem (Canon EOS Rebel 3Tl), com
adaptador SLR/DSLR NDPL-2 (2x), para microscopio binocular. Foi utilizado o
Software Fiji J para medigdo dos conidios. Este teste foi feito em triplicatas em trés
ensaios independentes para todos 0s grupos experimentais.

3.2.3 Analise de crescimento da col6énia em meio solido

Antes do experimento, a colénia de A. nidulans foi rejuvenescida em MCS e
apods 5 dias de crescimento, a 37°C, foi inoculada em MCS contendo AA ou ASC ou
controle (apenas MCS). As colbnias foram acompanhadas por 7 dias, onde foi medido
o diametro de crescimento a cada 24 horas. Com estes dados, foi estimada a
velocidade de crescimento da colonia com e sem o AA e ASC, para avaliar a resposta
do crescimento vegetativo da linhagem na presenga dessas vitaminas. Durante todo
0 experimento as coldnias foram mantidas em estufa a 36°C. Esse experimento foi

feito em triplicata em 3 ensaios independentes.

3.2.4 Tratamento com a luz UV

Antes da exposicao a luz UV, a colénia de A. nidulans foi rejuvenescida em
MCS e apds 5 dias de crescimento, a 37°C, foi inoculada em MCS contendo AA ou
ASC ou controle (apenas MCS). Apds inoculacao, as placas foram inseridas em uma
cabine com luz UV (5 Joules/m?/s) (lampada modelo Mineralight UVSL-25, 115 volts,
60H, 0,16 Amps), abertas expondo o indculo a luz nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45
e 60 segundos. Apds esse procedimento, as coldnias foram mantidas a 37° C e
acompanhadas durante 7 dias, onde media-se o didmetro da colénia a cada 24 horas,
a fim de estimar a velocidade de crescimento da colénia apds exposicao a esse agente

fisico.

3.2.5 Tratamento cruzando Luz UV e AAe Luz UV e ASC

Antes da exposi¢ao a luz UV, a colénia de A. nidulans foi rejuvenescida em
MCS e apés 5 dias de crescimento, a 37°C, foi inoculada em MCS contendo AA 5 ug
por mL™" ou ASC 5 pug por mL" ou controle (apenas MCS). Apds inoculagéo, as placas
foram inseridas em uma cabine com luz UV (5 Joules/m?/s) (lampada modelo
Mineralight UVSL-25, 115 volts, 60H, 0,16 Amps), abertas expondo o inéculo a luz no

tempo de 20 segundos. Apds esse procedimento, as coldnias foram mantidas a 37° C
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e acompanhadas durante 7 dias, onde media-se o didametro da colénia a cada 24
horas, a fim de estimar a velocidade de crescimento da colénia apds exposicao a esse
agente fisico e estimar se o efeito do AA e do ASC mudam na presenga de dano

causado pela luz UV.

3.2.6 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a comparagcdo de médias, utilizando como
referéncia o erro padrdo da meédia (EPM). Foram comparadas as médias das fases da
germinacgao dos tratamentos versus o controle através de ANOVA (Two-way) com poés-
hoc Bonferroni. A andlise de crescimento e a diferenga de crescimento da coldnia
tratada com AA, ASC e luz UV foi feita comparando-se o tratamento versus o controle
através de ANOVA (Two-way) com pos-hoc Dunnet. O cruzamento entre luz UV e AA
e luz UV e ASC foi feita comparando-se o todos os grupos experimentais relativos ao
experimento através de ANOVA (Two-way) com pos-hoc Tukey. Todas as analises
foram feitas utilizando o software GraphPad Prism 9.5.1, com significancia definida

como p < 0,05.

3.3 Teste de viabilidade de células humanas in vitro
3.3.1 Cultivo das células

As células HepG2, derivadas de figado humano, foram cultivadas em frascos
de cultura de 25 cm?, contendo 10 mL de meio de cultura DMEM, suplementando com

10% de soro fetal bovino, e incubadas em estufa a 37 °C com 5% de COx.

3.3.2 Teste de citotoxicidade

Para verificar a viabilidade celular foi realizado o ensaio do MTT (3- [4,5-
dimetiltiazol-2-il] -2,5 brometo de difenil tetrazélio) de acordo com o protocolo sugerido
por Mosmann (1983), com modificagdes.

Uma quantidade de 10* células foram cultivadas por pogo, em placas de cultura
celular de 96 pocos, com 100 uL de meio de cultivo suplementado, por 24 horas. Apos
estabilizagdo, o meio de cultivo foi descartado e adicionado meio completo com os
seguintes tratamentos: meio de cultivo (controle negativo - CO-), agente citotoxico

metil metanossulfonato (MMS — 150 uM - CO+), e tratamentos com acido ascorbico e
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ascorbato nas concentragdes 1, 5, 10, 15, 20, 40, 60, 80 e 100 ug por mL™' de meio
de cultivo.

Entdo, as placas foram incubadas por 24, 48 e 72 horas e, apos cada
periodo, o tratamento foi substituido por meio de cultura acrescido de MTT (0,167 mg
mL"). As placas foram incubadas por mais quatro horas e o meio com MTT foi
substituido por 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO) para a solubilizagédo dos cristais de
formazan. A leitura das absorbancias foi realizada em leitura de microplacas (Thermo
Plate) a 492 nm.

Os valores percentuais de viabilidade celular (VC) foram estimados pela
razao entre a absorbancia do tratamento e a absorbancia do controle negativo, de
acordo com a equagao 1.

a5s, ass,

ve = (25) x 100vC = (225) x 100 (1)

Onde:
VC = Viabilidade celular [%];
AB5:ABS: = Absorbancia do tratamento;

ABSg_ABS,_ = Absorbancia do controle negativo.

3.3.2.1 Analise estatistica
Os valores das absorbancias foram submetidos ao teste de normalidade, a
andlise de variancia (one way ANOVA) e ao teste de comparagdo de médias de

Dunnet (a = 0,05), pelo software Action Stat, com significancia definida como p < 0,05.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 Acido ascérbico

O AA é uma molécula neutra de cor branca, inodora, hidrossoluvel e pouco
soluvel em solventes organicos. E também um antioxidante incomum, pois doa um
unico equivalente redutor, e o radical que forma, reage preferencialmente com radicais
em vez de compostos n&o radicais (Vannucchi; Rocha; Takeuchi, 2012).

Como micronutriente essencial, o AA desempenha um papel vital na
manutencdo dos processos metabdlicos normais e da homeostase no ser humano
(Yin et al., 2022). O AA é um poderoso antioxidante e atua na prevencao da formagao
de espécies reativas de oxigénio (EROs). Diretamente age com a molécula alvo e
indiretamente, atua como cofator de enzimas responsaveis pela diminuicdo de
radicais livres. (Anschau, 2016).

Estd sendo estudada extensamente em relagcdo ao seu papel como
antioxidante. Sua forma oral esta associada a uma diminuicdo de risco para certos
tipos de cancer, doencgas cardiovasculares e cataratas, bem como na cicatrizagao de

feridas e modulacédo imune (Cavalari e Sanches, 2018).

4.1.1 Estrutura quimica e propriedades do AAe ASC

O AA possui férmula quimica CeHgOs, € sua estrutura foi elucidada em 1933,
por Haworth e Hirst (Anschau, 2016). Essa estrutura pode ser observada na Figura 1.
Caracteriza-se como uma cetolactona de 6 carbonos, estruturalmente relacionada
com a glicose e outras hexoses. Se oxida reversivelmente no organismo a
dehidroascorbato (DHA) e ASC (Du; Cullen; Buettner, 2012).

Figura 1. Estrutura do acido ascérbico

OH

HO O 0

H H

Fonte: (Anschau, 2016).

O AA é um excelente agente redutor e sofre facilmente duas oxidagbes

consecutivas de um elétron para formar o radical ASC e DHA. O AA é relativamente
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pouco reativo devido a estabilizagdo de ressonancia do elétron desemparelhado;
prontamente dismuta em ascorbato e DHA. Assim, 0 ASC é a forma dominante em pH
fisiolégico (Du; Cullen; Buettner, 2012). Aos valores de pH normalmente encontrados
no meio intracelular, o AA encontra-se predominantemente na sua forma ionizada, o
ASC, sendo essa a sua principal forma no corpo humano (Ribeiro, 2019).
Dependendo do pH e do estado de oxidagao, o AA tem varias formas, mas o
ASC e DHA sao as de maior importancia fisiologica. Ambos podem ser reduzidos
novamente a AA por agao de redutases especificas e elétrons de glutationa, NADH ou
NADPH no ciclo ascorbato-glutationa (Anschau, 2016). Esse processo pode ser

observado na Figura 2.

Figura 2. Compostos oxidados a partir do acido ascorbico

HO HO HQ o
* O b o . .
HO O _<_Ho ) O _«_Ho 0
- . ‘_.e
0o OH (o) OH 0 0
Ascorbato Radical ascorbil Acido dehidroascorbico
(ASC) (DHA)
H||+H*
HQ o
HO 0
HO OH
Acido ascorbico
(AA)

Fonte: Adaptado (Vannucchi; Rocha; Takeuchi, 2012).

Os seres humanos e alguns outros primatas dependem do AA em sua dieta
devido a perda de uma forma funcional da enzima gulonolactona oxidase, sem essa
enzima, ndo ocorre a sintese, a partir da glicose, do AA e seus produtos (Kazmierczak-
Baranska et al., 2020; Carr e Maggini, 2017).

A maioria das plantas e animais tem habilidade de sintetizar a vitamina C a
partir da D-glicose ou D-galactose, via acido glucurénico (Vannucchi; Rocha; Takeuchi,
2012). Ja os fungos divergem de outros organismos na sintese de ASC, produzindo o
D-eritroascorbato, um analogo do ASC (Smirnoff, 2018), um composto com 5 atomos
de carbono, com estrutura e propriedades fisico-quimicas similares ao ASC. O D-
eritroascorbato pode ser utilizado no lugar do ASC em varios processos industriais,

porém, n&o possui a mesma atividade biolégica em seres humanos (Larrainzar, 2010).
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A necessidade de ASC impulsionou a evolugdo de pelo menos trés vias
biossintéticas diferentes e a produgéo de D-eritroascorbato (DASC) em fungos (Figura
3). Dada esta situacdo é interessante que se enfatize as fungbes de ASC em
mamiferos e particularmente em trabalhos utilizando células cultivadas de mamiferos,
tem como foco seus efeitos pro-oxidantes (Smirnoff, 2018). Como o DASC parece ser
o analogo do ASC presente em fungos, € provavel que a atuagcdo nestes
microrganismos funciona de forma semelhante ao ascorbato. A pesquisa mostrou que

o DASC funciona como um antioxidante (Spickett; Smirnoff; Pitt., 2000).

Figura 3. Biossintese do D-eritroascorbato

D-arabingsa - /"3 ;?- - l,ll/ ‘\f._,
=,

D-ERITROASCORBATO

Fonte: Adaptado (Du; Cullen; Buettner, 2012).

O ASC ¢é mais conhecido por sua fungdo como antioxidante e por seu papel
na sintese de colageno. Sendo que deficiéncia de colageno resulta nos sintomas do
escorbuto, que é a principal manifestacao clinica da deficiéncia de AA e seus produtos
(Smirnoff, 1996).

O radical ASC é relativamente nao reativo devido a estabilizagcdo de
ressonancia do elétron desemparelhado (Du; Cullen; Buettner, 2012). O DHA, sua
forma oxidada, € absorvido mais rapidamente do que o ASC, sendo que sua fungao é
dependente do ASC e nao foi totalmente elucidada (Smirnoff, 1996).

O produto de oxidagao de um elétron do ASC é provavelmente o determinante
chave de seu papel biologico. Devido a estabilidade, ele ndo reage prontamente com
oxigénio ou outras moléculas para gerar mais radicais reativos e, portanto, é muito

eficaz como um sequestrador de radicais (Smirnoff, 2018).
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4.1.2 Absorcéo, distribuicao e excrecao

A principal forma de AA nos organismos € o ASC, nas plantas e na maioria
dos animais, ele é sintetizado a partir da glicose (Du; Cullen; Buettner, 2012). Os
fungos produzem o D-eritroascorbato a partir da D-arabinose (Smirnoff, 2018), e para
0s seres humanos e alguns primatas, a obtengéo dessa vitamina deve ser feita a partir
da ingestado de alimentos que a contenha (Carr e Maggini, 2017)

As principais fontes de AA estdo no reino vegetal, tais como os vegetais

folhosos, os legumes e as frutas. Em geral é nesse reino o local de mais facil obtencao
dessa vitamina, mas pode ainda ser encontrada em menor quantidade no reino
animal, como no figado e rins de carnes bovinas, suinas e de peixes e no leite de vaca
(Fonseca e Pentean, 2018).
Diferente da maioria dos compostos de baixo peso molecular, a absorgao, distribuicéo,
metabolismo e excrecdo do AA em humanos é altamente complexa (Ribeiro, 2019).
Apos a sua ingestdo, a absorgdo ocorre na cavidade oral, esttmago e intestino
delgado respectivamente (Figueroa-Mendez e Rivaz-Arancibia, 2015).

O transporte celular do AA, ASC e DHA é mediado por transportadores que
variam de acordo com o tipo de célula. A maior parte da captacdo intestinal,
distribuicado e recaptacao renal € mediada pela familia de transportadores de vitamina
C dependentes de sodio (SVCT) e GLUT1. Essas proteinas co-transportam ions sodio
junto ao AA através das membranas (Lykkesfeldt e Tveden-Nyborg, 2019).

A administracao intravenosa de ASC ultrapassa o rigido controle do intestino e
da excregao renal, sendo que essa forma de administragao induz niveis plasmaticos
elevados, ndo alcangaveis através da sua suplementagéo oral (Smirnoff, 2018).

O mecanismo de regulagao é a excregao renal de AA ou dos seus metabdlitos.
Os principais produtos do metabolismo do AA excretados na urina, além de sua forma
inalterada, sdo o DHA, o acido oxalico e o acido 2,3-dicetoguldnico, cujos teores na
urina s&o variaveis e relacionados com a dose de AA ingerida (Ribeiro, 2019).

O DHA possui forma molecular semelhante a glicose, portanto, seu produto de
degradagao tem facilidade de absorg¢ado, sao rapidamente transportados em pouco
tempo, enquanto o ASC requer SVCTs e podem levar varias horas (Du; Cullen;
Buettner, 2012). Apds a oxidagao do AA, as maiores concentragdes do ASC ocorrem

nas células do sistema nervoso central, nos olhos, nos fagocitos e na glandula
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suprarrenal, que sao tecidos particularmente expostos ao estresse oxidativo (Smirnoff,
2018).

A ocorréncia de ASC em neurdnios esta relacionada a alta taxa de respiragao
aerobica que pode levar a produgao de superdxido nas mitocéndrias. Os niveis
encontrados nos tecidos oculares, geram protegao a possiveis danos causados pela
radiacao solar e finalmente nas células secretoras de epinefrina e medula adrenal, o
ASC é um redutor fisiolégico na reagdo que converte a dopamina em norepinefrina
(Du; Cullen; Buettner, 2012).

4.2 Fungo filamentoso Aspergillus nidulans

O reino fungico engloba uma enorme variedade de espécies que garantiram
nichos ecolégicos como simbiontes, patégenos e decompositores. Os fungos
representam alguns dos maiores produtores de metabdlitos secundarios que foram
refinados evolutivamente para interagir com macromoléculas bioldgicas, impedir o
ataque do hospedeiro, comunicar com microorganismos vizinhos e se protege de
toxinas (Caesar; Kelleher; Keller, 2020).

O A. nidulans é um fungo pertencente ao filo Ascomycota, que se propaga
através de esporos sexuais (ascosporos) e assexuais (conidios) (Kumar, 2020;
Geiser; Arnold; Timberlake, 1994). E composto por mais de 300 espécies e tem um
notavel impacto medicinal e comercial dentro deste género, sendo assim, A. nidulans
recebeu amplo reconhecimento como um modelo eucarioto (Samson et al., 2014).

Sendo inicialmente reconhecido por Pontecorvo et al., (1953) como excelente
candidato para experimentos genéticos, esse organismo pode ser utilizado em
estudos sobre regulacdo génica e mutagdes em ensaios de genotoxicidade e
mutagenicidade, devido ao seu acelerado crescimento em meios definidos, com
resultados fenotipicamente faceis de identificar.
Esse organismo tem sido objeto de estudo de milhares de trabalhos e pesquisas, e
tem avancando significativamente a compreensao da fisiologia e desenvolvimento
celular, enzimologia, estrutura da cromatina, reparo de DNA, recombinacgao, biologia
celular, metabolismo primario e regulagdo das vias metabdlicas (Caesar; Kelleher;
Keller, 2020).

O ciclo de vida de A. nidulans progride tanto em fases de reproducao sexuada

quanto assexuada e esses estagios sdo controlados por diversos fatores ambientais,
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como luz, oxigénio e disponibilidade de nutrientes. Sendo assim, seu ciclo de vida
pode ser dividido nas seguintes fases: assexual, sexual e parassexual (Adams;
Wieser; Yu, 1998; Timberlake e Clutterbuck, 1994).

A fase assexuada, ou conidiogénese, consiste na producdo de esporos
assexuados, os conidios, a partir de estruturas diferenciadas, os conidiéforos. Apds
12 horas de crescimento vegetativo, a hifa ramificada, diferencia-se em um
conidioforo, estrutura assexual de A. nidulans. Ocorre a transformacédo de uma célula
hifa em uma célula pé, que é uma estrutura que sustenta e desenvolve o conidiéforo
(Adams; Wieser; Yu, 1998). A regiao apical da haste é rica em vesiculas, as quais
possuem substancias que auxiliam na manutengao e desenvolvimento da membrana
celular. Essas vesiculas fundem-se a membrana e promovem o aumento da haste do
conidiéforo (Gooday, 1983).

As vesiculas do conidioforo possuem varios nucleos que passam por divisdo
mitética, em seguida surgem protuberancias nessas vesiculas, estas estruturas sao
chamadas de métulas da vesicula (Adams; Wieser; Yu, 1998). Enquanto os nucleos
da métula sofrem mitose, o nucleo gerado pela mitose, migra para a sua ponta
formando as fidlides, sendo assim, um nucleo vai para a fialide e o outro permanece
na métula. Ao completar seu desenvolvimento, no apice das fialides, ocorre entéo, a
formacao dos conidios (Timberlake e Clutterbuck, 1994).

A fase sexuada ou ascosporogénese, geralmente comega apos conidiagao
assexuada e estimulada pela limitacao de oxigénio e falta de luz. O primeiro sinal
visivel da diferenciagcdo sexual, € o aparecimento das células hille. Essas células
especializadas cercam uma frutificacdo fechada gerada pelo A. nidulans, corpo
conhecido como cleistotécio (Kumar, 2020).

Além do desenvolvimento do cleistotécio, ocorre também a formacgao dos ascos
com 8 esporos binucleados. O ciclo se inicia a partir da extremidade das hifas, onde
o nucleo diploide, sofre meiose e da origem a 4 células hapléides. Em seguida cada
nucleo sofre divisao mitotica, gerando 8 células, e cada uma dessas estruturas, sofre
entdo nova mitose, tornando-se binucleado, que, por fim, sera envolvido por uma
membrana chamada de asco (Adams; Wieser; Yu, 1998).

Por fim, o ciclo parassexual, envolve essencialmente a anastomose de hifas, é
um mecanismo que faz com que diferentes nucleos ocupem um citoplasma em

comum. A variabilidade genética é gerada pela transferéncia de material nuclear por
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essas conexdes. Apos a anastomose, ocorre a fusdo de dois nucleos hapldides
diferentes formando um dipldide heterozigoto. Finalmente, ocorre a multiplicagédo dos
nucleos, gerando recombinagbes mitoticas, os produtos da multiplicagcao
recombinante podem permanecer, e se multiplicar no estado dipléide ou gerar

recombinantes haploides (Pontecorvo et al., 1953).

4.2.1 Desenvolvimento de Aspergillus nidulans como sistema teste

Quando se trata sobre fungos, os genomas de mais de mil espécies estao
disponiveis publicamente. Esse fato impulsionou analises evolutivas sistematicas,
desenvolvimento de analises diagnosticas mais rapidas e precisas de cepas
patogénicas e o aprimoramento de diversos processos biotecnologicos (Etxebeste e
Espeso, 2020).

O A. nidulans tem sido utilizado como modelo em testes para avaliar o efeito
de agentes fisicos e quimicos no desenvolvimento de suas diferentes fases (Arruda;
Soares; Rocha, 2021). Com seu genoma completamente sequenciado, o Aspergillus
nidulans se destaca como um excelente modelo de sistema fungico. Este organismo
tem sido amplamente estudado para manipulagdo genética, bem como para a sintese
e secrecao de diversos tipos de macromoléculas (Kumar, 2020). Desde os primeiros
estudos publicados por Pontecorvo et al. (1953), o A. nidulans continua sendo um dos
modelos mais referenciados entre os fungos filamentosos. Suas aplicagdes abrangem
diversas areas de pesquisa, incluindo morfogénese de hifas, transporte intracelular,
programas de desenvolvimento, metabolismo secundario e resposta ao estresse
(Etxebeste e Espeso, 2020).

Esse fungo possui um sofisticado mecanismo de regulagéo da expressao de
genes que coordenam a germinagao, por isso a germinacdo de conidios € um
instrumento de observacido do efeito de diversos fatores sobre os mecanismos de
regulagao desta cascata de eventos (Pontecorvo, 1953; D'enfert, 1997).

A germinagéao do esporo acontece em trés fases, inicialmente ocorre a ativagao
do esporo dormente, em seguida o crescimento da parede celular e a expansao
conidial, que é dirigida pela entrada de agua e substratos do meio, por ultimo ocorre
divisbes mitéticas que iniciam o crescimento polarizado do tubo germinativo (Osheroy;
May, 2000). A fase em que o botado germinativo brota marca a ativagéo do ciclo celular,

resultado da primeira mitose do nucleo original do conidio e o eixo que se estabelece

28



nessa fase é o eixo principal para o desenvolvimento polarizado da fase seguinte
(D’enfert, 1997).

O estudo da germinacédo de A. nidulans é usado para verificar o efeito de
compostos sobre o desenvolvimento desse organismo. Os parametros avaliados sao
a velocidade de cada etapa da germinacdo determinada pela porcentagem de
conidios dormentes, embebidos, com botdo germinativo e germinados, porcentagem
de conidios ndo germinados (mortos) e de conidios germinados malformados apés 8
horas de germinagao (Berti et al., 2015; Guidoti, 2015).

Cada linhagem de A. nidulans apresenta uma velocidade de crescimento da
colénia de acordo com o meio de cultura a que é submetido. Este crescimento é
padrao e pode demonstrar o efeito de inibicdo ou de aceleracéo provocado por fatores
ambientais ou por substancias em estudo. Outros parametros que sao utilizadas nos
bioensaios empregando esse organismo sao a medida de didmetro de colbnia a cada

24 horas durante 10 dias e peso umido do micélio (Berti et al., 2015)

4.3 Ensaio teste com células humanas in vitro

A cultura de células ganhou grande importancia no século XIX, quando se
descobriu um método de manter as células vivas em ambientes artificiais, ou seja, fora
do organismo de origem, permitindo avaliar variaveis apos exposi¢cao dessas células
a diferentes concentracdes das substancias quimicas citadas. A viabilidade celular é
utilizada para avaliar efeitos citotdéxicos de agentes externos que podem comprometer
o metabolismo ou ainda levar as células a morte (Verma; Verma; Singh, 2020).

A determinagdo do numero de células viaveis tem sido muito utilizada para
analisar os efeitos carcinogénicos de compostos quimicos, efeitos de solventes e
concentragdo de compostos téxicos (Rogero et al., 2003).

Atualmente, € um dos métodos laboratoriais mais usados na investigagédo de
potenciais agentes citotoxicos e mutagénicos, caracterizagao de células cancerosas,
terapias génicas, produgao de vacinas e no préprio estudo da biologia celular (Verma;
Verma; Singh, 2020).

4.4 Luz ultravioleta (UV)
Aluz ultravioleta (UV) pode agir de forma eficaz como um agente desinfetante,

descontaminando superficies onde ha a presenga de microrganimos. Entretanto,
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sabe-se também que o uso indiscriminado de UV em humanos pode causar catarata,
queimaduras, cancer ou envelhecimento prematuro da pele (Welch et al. 2018). Seu
poder descontaminante, esta intimamente atribuido a geracdo de foto dimeros
indutores de UV nos genomas, afeta quaisquer células expostas a esse agente fisico.
E também um exemplo de mutagenico fisico, ndo ionizante, pois possui a capacidade
de dissipar sua energia para os atomos que encontra, elevando os elétrons a niveis
de alta energia, ou seja, elétrons excitados. (Visba, Barros; Hernandez, 2021).

A luz UV tém diferentes nomenclaturas dependendo do comprimento de onda
onde se encontram, podendo ser classificadas segundo Carvalho et al. (2022) como:
UV-A, que cobre a faixa entre 320 nm e 400 nm, correspondente a cerca de 95% da
luz ultravioleta existente e capaz de penetrar na pele humana, a UV-B que fica entre
280 nm e 320 nm que pode causar mutagdes genéticas resultando em cancer de pele.
E por fim, a luz UV-C se situa entre 200 nme 280 nme é capaz de destruir o RNA e o
DNA de microrganismos, sendo considerada a mais danosa.

A luz UV atua no genoma e provoca alteragbes moleculares através de
fotoprodutos , e a formagao desses fotoprodutos correspondentes a UV-A, UV-B e UV-
C, gerando danos mutagénicos capazes de inibir seus mecanismos celulares (Visba,
Barros; Hernandez, 2021). A radiagcao por luz UV pode agir eficazmente como um
descontaminante, entretanto, a acao do UV-C é limitada a superficie dos materiais
irradiados, sendo que a sua eficacia na destruicdo de possivel carga viral presente

internamente nos alimentos é restrita (Carvalho et al. 2022).
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RESUMO

O acido ascorbico (AA), conhecido como vitamina C, é uma das vitaminas mais
frequentemente suplementadas. E um excelente redutor e sofre duas oxidacdes
consecutivas, formando radicais ascorbato (ASC) e desidroascorbato. Este trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito de AA, ASC e luz UV no desenvolvimento e
crescimento de A. nidulans e sua toxicidade em células HepG2 humanas in vitro.
Foram analisados o crescimento de colénias e germinacéo de conidios de A. nidulans
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e testes de viabilidade de células humanas HepG2. Durante a germinagdo dos
conidios, todas as concentragdes apresentaram diferenga significativa em relagéo ao
controle. Ensaios de crescimento de colonias de A. nidulans expostas tanto a AA
quanto a ASC demonstraram alteracées em diferentes concentragdes. Os ensaios de
AA com células HepG2 apresentaram aumento significativo na absorbancia média
apo6s 24 horas de tratamento na concentragdo de 40 ug/mL. Uma diminui¢gao ocorreu
ap6s 72 horas de tratamento nas concentragdes. Nos ensaios ASC com células
HepG2, ndo foram observadas diferencgas significativas. Quanto a citotoxicidade a luz
UV, apresentou toxicidade em todos os tempos de irradiagdo. O AA aumentou o
crescimento em concentracbes mais baixas e diminuiu o crescimento em
concentragbes mais altas, enquanto o ASC ndo causou toxicidade nesta linhagem
celular.

Palavras-chave: Fungo filamentoso; Genética do desenvolvimento; Radiagéo
eletromagnética; Toxicidade; Vitamina C.

ABSTRACT

Ascorbic acid (AA), communly known as vitamin C is currently one of the most
frequently supplemented vitamins. Is an excellent reducing agent and easily
undergoes two consecutive one-electron oxidations, forming ascorbate (ASC) and
dehydroascorbate radicals.This manuscript has with objective, evaluate the effect of
AA, ASC, and UV Light on the development and growth of A. nidulans, and their toxicity
in human HepG2 cells in vitro. Colony growth and conidia germination of A. nidulans
and viability tests of human HepG2 cells in vitro were analyzed. During the germination
of conidia, all concentrations showed significant difference compared to the control.
Growth assays of A. nidulans colonies exposed to both AA and ASC demonstrated
changes at different concentrations. AA assays with HepG2 cells presented a
significant increase in mean absorbance after 24 hours of treatment at a concentration
of 40 ug/mL. A significant decrease occurred after 72 hours of treatment at
concentrations. In the ASC assays with HepG2 cells, no significant difference were
observed. Regarding cytotoxicity to UV light, it showed toxicity at all irradiation times.
AA increased growth at a lower concentration and decreased growth at higher
concentration, while ASC did not cause toxicity in this cell line.

Keywords: Filamentous fungus; Developmental genetics; Electromagnetic radiation;

Toxicity; Vitamin C.

RESUMEN
El &cido ascérbico (AA), conocido como vitamina C, es una de las vitaminas que se
suplementa con mas frecuencia. Es un excelente agente reductor y sufre dos
oxidaciones formando radicales ascorbato (ASC) y deshidroascorbato. Este
manuscrito tiene como objetivo evaluar el efecto de la luz AA, ASC y UV en el
desarrollo y crecimiento de A. nidulans. y su toxicidad en células HepG2 humanas in
vitro. Se analizo el crecimiento de colonias y la germinacion de conidios de A. nidulans
y pruebas de viabilidad de células HepG2. Durante la germinacién de los conidios,
todas las concentraciones mostraron diferencia. Los ensayos de crecimiento de
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colonias de A. nidulans expuestas a AA y ASC demostraron cambios en diferentes
concentraciones. Los ensayos de AA con células HepG2 presentaron un aumento en
la absorbancia media después de 24 horas de tratamiento a una concentracion de 40
ug/mL. Hube disminucion de 72 horas de tratamiento en las concentraciones. EI ASC
con células HepG2, no hube diferencias. Pero la citotoxicidad a la luz UV, mostré que
el AA aumento el crecimiento a una concentracion mas baja y disminuyo el crecimiento
a una concentracion mas alta, mientras que ASC no causo toxicidad en esta linea
celular.

Palabra clave: hongo filamentoso; Genética del desarrollo; Radiacion

electromagnética; Toxicidad; Vitamina C.

1. INTRODUGAO

Extraido pela primeira vez em 1928 de extratos de pimenta e glandula adrenal
pelo bioquimico Albert Szent-Gorgyi, o que concedeu a ele o Prémio Nobel em 1937,
o acido ascorbico (AA), ou popularmente conhecido como vitamina C, expandiu-se de
forma surpreendente, sendo hoje uma das vitaminas mais frequentemente
suplementadas (Kazmierczak-Baranska et al., 2020).

A suplementacao em altas doses de AA, pode ter efeito oposto ao esperado, o
que pode ser prejudicial, e o seu excesso pode desencadear efeitos pré-oxidantes e
gerar, em determinadas circunstancias, efeitos nocivos a saude humana (Santos et
al., 2019). Essa atividade pré-oxidante € devido ao aumento da produgao de peréxido
de hidrogénio (H202) (Alexander et al., 2018), pois altos niveis de AA sofrem auto-
oxidag&o, resultando num alto fluxo de H202 extracelular, em seguida, o H202 se
difunde nas células, iniciando cascatas oxidativas e efeitos pré-oxidantes (Du; Cullen;
Buettner, 2012).

Segundo Smirnoff (2018), essa atividade pro-oxidante ocorre devido a um
subproduto do AA, o ascorbato (ASC). Esse composto, possui uma atividade doadora
de elétrons, portanto, em alguns casos, pode ocorrer a producdo de radicais livres.
Com o aumento de radicais livres, ha também um aumento no risco para o organismo,
uma vez que, devido a oxidacao lipidica, a membrana plasmatica, composta por uma
bicamada de fosfolipideos, € o principal alvo, e altamente suscetivel, a agentes proé-
oxidantes (Sena et al., 2022).

Neste sentido, ha um grande interesse em investigar o efeito dessas

substancias em diferentes organismos teste, que possam mostram efeitos que ainda
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nao foram avaliados sob a exposicao dessas vitaminas. Nesse contexto, cita-se o
fungo filamentoso Aspergillus nidulans, que tem sido utilizado como modelo em testes
para avaliar inumeros efeitos no desenvolvimento de suas diferentes fases, além de
avaliar os efeitos das variagdes genéticas em resposta a agentes externos (Arruda;
Soares; Rocha, 2021).

Além desse organismo teste, os ensaios envolvendo células in vitro sdo de
extrema importancia e tem seu estudo consolidado em células isoladas, em tecidos e
em orgéos isolados, controlados em laboratorio. Em especial as células tumorais sao
as mais utilizadas para descoberta e desenvolvimento de novas drogas (ltharat, 2004).

Portanto, testar os efeitos do AA e ASC em laboratério, variando suas
concentracbes, € fundamental para compreender os mecanismos benéficos e
maléficos associados a essas substancias, pois a vitamina C, desempenha um papel
crucial no organismo humano, atuando como antioxidante e participando de diversas
vias metabdlicas, ja o ASC, a forma ionizada do acido ascoérbico, também possui
efeitos que variam de acordo com sua concentragdo, podendo exercer efeitos
antioxidantes em baixas concentragbes, mas potencialmente induzir estresse
oxidativo em niveis elevados. Portanto, testes laboratoriais que investigam os efeitos
dessas substancias em diferentes concentracdes, utilizando diferentes organismos
testes, sdo essenciais para orientar a utilizacdo adequada e segura desses
compostos, contribuindo para a promocéo da saude e prevencao de possiveis danos
a saude humana. Além disso, ndo foram encontrados na literatura testes do efeito de
diversas concentracbes de AA e ASC sobre o desenvolvimento de A. nidulans e
toxicidade em culturas de células humanas.

Associado a estas questdes, esta pesquisa propds também investigar o efeito
do AA e do ASC na presencga de danos causados pela exposicao pré tratamento com
luz UV. Alluz UV atua no material genético, produzindo alteragdes moleculares através
de fotoprodutos formados a partir das pirimidinas. Espécies reativas de oxigénio
(ROS) também sao produzidas, contribuindo para o estresse oxidativo das moléculas.
O dano induzido gera efeitos mutagénicos capazes de inibir mecanismos replicativos,
sendo assim, o grau de prejuizo da radiagéo UV nos tecidos depende em grande parte
da sua capacidade de penetragao e o grau de absorgao do tecido (Cadet e Douki,

2018). Neste sentido, o objetivo da pesquisa é avaliar o efeito do AA, ASC e luz UV
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sobre o desenvolvimento e crescimento de A. nidulans e sobre a toxicidade em células

humanas HepG2 in vitro.

2. METODOS
2.1 Tipo e local de pesquisa

Pesquisa basica de carater experimental do tipo quantitativo, desenvolvida no
Laboratdrio de Biotecnologia, Saude e Ambiente da Universidade Estadual do Oeste
do Parana (UNIOESTE), Centro de Ciéncias da Saude, campus Francisco Beltrao,
Parana. As analises de citotoxicidade foram feitas no Laboratério de Biotecnologia e
Ecotoxicologia da Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR), campus
Francisco Beltrdo, Parana. A pesquisa ocorreu entre o segundo semestre de 2022 e o

primeiros semestre de 2024.

2.2 Ensaios com A. nidulans
Os ensaios com A. nidulans seguirdo o protocolo de Berti et al., (2016). Foi
utilizada a linhagem haploide biA1methG1, gentilmente fornecida pela Professora Dra.

Carmem Lucia M. S. C. Rocha da Universidade Estadual de Maringa.

2.2.1 Preparo do meio sélido com AAe ASC

Serao utilizados: meio completo liquido (MCL) e meio completo sélido (MCS),
preparados segundo Pontecorvo et al., (1953). Foram preparados meio de cultura,
acrescidos de AA e ASC nas concentragdes: 1, 5, 10, 25, 50, 100 e 200 pg por mL-
'para os experimentos. Todas as solugbes foram esterilizadas utilizando filtro milipore
0,22 um.

2.2.2 Anadlise da germinacé&o de conidios

O ensaio da germinacgao foi utilizado para realizagdo do screening inicial com
diferentes concentragdes testes para entao definir as concentracdes para os proximos
experimentos. Antes do experimento, a coldnia de A. nidulans foi rejuvenescida em
MCS e apds 5 dias de crescimento, a 37°C, foram coletados conidios para realizagéo
do experimento. Os conidios foram transferidos para 0,01% (v/v) de Tween 80. Em
seguida as suspensbes de conidios com foram filtradas em 1a de vidro estéril e
contadas em cadmara de Neubauer, para preparo de suspensdo com 2x10%mL

conidios. A suspenséao de conidios foi dividida em 14 grupos experimentais (AAe ASC
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nas seguintes concentragdes: 1, 5, 10, 25, 50, 100 e 200 ug por mL-") mais o grupo
controle, que so6 recebeu MCL.

Apoés a inoculacdo, 100 pL de cada tubo foi transferida para laminas de
microscopia em camara umida e incubadas a 37°C e apods 2, 4, 6 e 8 horas foram
analisadas para a quantificacdo de conidios em cada uma das fases da germinacgao:
conidio dormente, embebido, com botdo germinatvo e com tubo
germinativo/germinado (Tabela 1).

Tabela 1 - Fases da germinagao e tamanho médio de conidios de A. nidulans.
Nomenclatura Imagem Tamanho médio
2,65+0,18um

Conidio Dormente

(D)

4,11£0,58um
Conidio Embebido
(E)
Conidio com Botdo Germinativo X 7,84+0,80um
(B) :
Conidio com Tubo Germinativo Q 22,7146,38um
Pequeno
(P)
Conidio com Tubo Germinativo Q 50,22+4,24um
Médio
(M)

83,64+11,18um
Conidio com Tubo Germinativo
Grande
(G)

As laminas de cada condigao foram analisadas pelo microscépio optico em
cada tempo. Em cada leitura foram analisados, randomicamente, aproximadamente
500 conidios e calculadas as porcentagens de conidios em cada uma das fases. Na
leitura de oito horas foi feita uma estimativa da sobrevivéncia, considerando-se vivos
apenas os conidios com tubo germinativo e uma estimativa de conidios germinados
malformados.

Foram consideradas malformacdes conidios onde o primeiro tubo germinativo
se bifurcava, ou segundo tubo iniciava sua formacao precocemente ou em angulo
diferente de 180° ou quando formavam-se mais que dois tubos, além de outras
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alteracdes presentes. A contagem das células foi feita em microscopio optico, com
aumento final de 400x, por meio de captura de imagem (Canon EOS Rebel 3Tl), com
adaptador SLR/DSLR NDPL-2 (2x), para microscopio binocular. Foi utilizado o
Software Fiji J para medi¢cdo dos conidios. Este teste foi feito em triplicatas em trés

ensaios independentes para todos 0s grupos experimentais.

2.2.3 Analise de crescimento da col6nia em meio solido

Antes do experimento, a colénia de A. nidulans foi rejuvenescida em MCS e
apods 5 dias de crescimento, a 37°C, foi inoculada em MCS contendo AA ou ASC ou
controle (apenas MCS). As coldnias foram acompanhadas por 7 dias, onde foi medido
o diametro de crescimento a cada 24 horas. Com estes dados, foi estimada a
velocidade de crescimento da colonia com e sem o AA e ASC, para avaliar a resposta
do crescimento vegetativo da linhagem na presenca dessas vitaminas. Durante todo
0 experimento as coldnias foram mantidas em estufa a 36°C. Esse experimento foi

feito em triplicata em 3 ensaios independentes.

2.2.4 Tratamento com a luz UV

Antes da exposicao a luz UV, a colénia de A. nidulans foi rejuvenescida em
MCS e apds 5 dias de crescimento, a 37°C, foi inoculada em MCS contendo AA ou
ASC ou controle (apenas MCS). Apoés inoculacao, as placas foram inseridas em uma
cabine com luz UV (5 Joules/m?/s) (lampada modelo Mineralight UVSL-25, 115 volts,
60H, 0,16 Amps), abertas expondo o inoculo a luz nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45
e 60 segundos. Apds esse procedimento, as colénias foram mantidas a 37° C e
acompanhadas durante 7 dias, onde media-se o didmetro da colénia a cada 24 horas,
a fim de estimar a velocidade de crescimento da coldénia apds exposigao a esse agente

fisico.

2.2.5 Tratamento cruzando Luz UV e AAe Luz UV e ASC

Antes da exposi¢ao a luz UV, a colénia de A. nidulans foi rejuvenescida em
MCS e apés 5 dias de crescimento, a 37°C, foi inoculada em MCS contendo AA 5 ug
por mL™" ou ASC 5 pug por mL" ou controle (apenas MCS). Apds inoculagéo, as placas
foram inseridas em uma cabine com luz UV (5 Joules/m?/s) (lampada modelo
Mineralight UVSL-25, 115 volts, 60H, 0,16 Amps), abertas expondo o inéculo a luz no

tempo de 20 segundos. Apds esse procedimento, as coldnias foram mantidas a 37° C
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e acompanhadas durante 7 dias, onde media-se o didametro da colénia a cada 24
horas, a fim de estimar a velocidade de crescimento da colénia apds exposicao a esse
agente fisico e estimar se o efeito do AA e do ASC mudam na presenga de dano

causado pela luz UV.

2.2.6 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a comparagcdo de médias, utilizando como
referéncia o erro padrdo da meédia (EPM). Foram comparadas as médias das fases da
germinacgao dos tratamentos versus o controle através de ANOVA (Two-way) com poés-
hoc Bonferroni. A andlise de crescimento e a diferenga de crescimento da coldnia
tratada com AA, ASC e luz UV foi feita comparando-se o tratamento versus o controle
através de ANOVA (Two-way) com pos-hoc Dunnet. O cruzamento entre luz UV e AA
e luz UV e ASC foi feita comparando-se o todos os grupos experimentais relativos ao
experimento através de ANOVA (Two-way) com pos-hoc Tukey. Todas as analises
foram feitas utilizando o software GraphPad Prism 9.5.1, com significancia definida

como p < 0,05.

2.3 Teste de viabilidade de células humanas in vitro
2.3.1 Cultivo das células

As células HepG2, derivadas de figado humano, foram cultivadas em frascos
de cultura de 25 cm?, contendo 10 mL de meio de cultura DMEM, suplementando com

10% de soro fetal bovino, e incubadas em estufa a 37 °C com 5% de COx.

2.3.2 Teste de citotoxicidade

Para verificar a viabilidade celular foi realizado o ensaio do MTT (3- [4,5-
dimetiltiazol-2-il] -2,5 brometo de difenil tetrazélio) de acordo com o protocolo sugerido
por Mosmann (1983), com modificagdes.

Uma quantidade de 10* células foram cultivadas por pogo, em placas de cultura
celular de 96 pocos, com 100 uL de meio de cultivo suplementado, por 24 horas. Apds
estabilizacdo, o meio de cultivo foi descartado e adicionado meio completo com os
seguintes tratamentos: meio de cultivo (controle negativo - CO-), agente citotoxico

metil metanossulfonato (MMS — 150 uM - CO+), e tratamentos com acido ascérbico e
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ascorbato nas concentragdes 1, 5, 10, 15, 20, 40, 60, 80 e 100 ug por mL™' de meio
de cultivo.

Entdo, as placas foram incubadas por 24, 48 e 72 horas e, apos cada
periodo, o tratamento foi substituido por meio de cultura acrescido de MTT (0,167 mg
mL"). As placas foram incubadas por mais quatro horas e o meio com MTT foi
substituido por 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO) para a solubilizagédo dos cristais de
formazan. A leitura das absorbancias foi realizada em leitura de microplacas (Thermo
Plate) a 492 nm.

Os valores percentuais de viabilidade celular (VC) foram estimados pela
razao entre a absorbancia do tratamento e a absorbancia do controle negativo, de
acordo com a equagao 1.

a5s, ass,

ve = (25) x 100vC = (225) x 100 (1)

Onde:
VC = Viabilidade celular [%];
AB5:ABS: = Absorbancia do tratamento;

ABSg_ABS,_ = Absorbancia do controle negativo.

2.3.2.1 Analise estatistica
Os valores das absorbancias foram submetidos ao teste de normalidade, a
andlise de variancia (one way ANOVA) e ao teste de comparagdo de médias de

Dunnet (a = 0,05), pelo software Action Stat, com significancia definida como p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaios com A. nidulans

3.1.1 Screening inicial utilizando o ensaio da germinacgao de conidios de A. nidulans
O screening inicial foi feito com as concentragdes um, cinco, 10, 25, 50, 75,

100, 125 e 200 pyg/mL" e todas as concentragbes em algum dos horarios de analise

apresentaram diferenga significativa quando comparado ao controle. Diante desses

resultados foram mantidas as concentragdes um, cinco, 10, 25, 50, 100 e 200 pg/mL-

' para os ensaios com AA e ASC para os experimentos com A. nidulans e um, cinco,

10, 15, 20, 40, 60, 80 e 100 pug/mL-" para os ensaios com células em cultura.
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3.1.2 Ensaio de crescimento da colénia de A. nidulans tratadas com AA

Os ensaios de crescimento da colonia de A. nidulans expostas ao AA
mostram altera¢cdes em varias concentragoes e dias de analise quando comparado ao
controle. As concentragdes um e cinco yg/mL-" mostraram aumentar o crescimento da
col6nia a partir do terceiro dia de tratamento, exceto pelo quinto dia na concentragao
de cinco yg/mL-". Ja a concentragdo de 10 ug/mL" alterou o crescimento, aumentando
ou diminuindo o crescimento, dependendo do dia de analise. Ja as concentragdes de
25, 50, 100 e 200 pg/mL" diminuiram o crescimento da colénia em todos os dias de

analise (Tabela 2).

Tabela 2 — Crescimento médio total (cm) e desvio padrao da colbénia de A. nidulans
por até sete dias nos tratamentos com AA (ug/mL™") e controle.

Tratamentos

Dias Controle AA 1 AA5 AA 10 AA 25 AA 50 AA 100 AA 200
0,45 + 0,54 £ 0,54 £ 0,47 £ 0,34 £ 0,29 + 0,10 £ 0,05+

1 0,05a 0,05a 0,05a 0,05a 0,05b 0,04b 0,00b 0,00b
1,03 = 1,03 £ 1,02 + 1,13 % 0,77 £ 0,59 £ 0,29 £ 0,10 £

2 0,09a 0,07a 0,08a 0,05b 0,05b 0,09b 0,08b 0,00b
2,10 £ 2,16 £ 2,17 £ 1,77 = 1,75 1,29 + 0,69 + 0,36 £

3 0,10a 0,05a 0,05a 0,05b 0,08b 0,04b 0,08b 0,05b
2,90 £ 3,16 £ 2,95+ 2,82+ 2,66 2,04 £ 1,78 £ 0,89 £

4 0,10a 0,05b 0,05b 0,07b 0,22b 0,05b 0,07b 0,07b
3,52+ 3,93 ¢ 3,45+ 3,45+ 3,20 2,82+ 247 + 1,21 %

5 0,13a 0,05b 0,05b 0,05b 0,10b 0,07b 0,05b 0,04b
415+ 4,63 + 445+ 4,54 + 3,54 3,39+ 2,80 £ 1,31+

6 0,16a 0,05b 0,05b 0,05b 0,05b 0,04b 0,00b 0,04b
4,35+ 5,00 £ 5,00 £ 4,74 + 3,74 £ 3,59 £ 3,07 £ 1,71

7 0,16a 0,00b 0,00b 0,05b 0,09b 0,04b 0,05b 0,08b

a,b - Letras diferentes indicam diferenca estatistica comparando tratamento ao controle dia a dia (ANOVA, pds hoc Dunnet).

Quando feita a analise de crescimento médio pela diferenga de crescimento
descontando-se o quanto a colbnia cresceu no dia anterior, pode-se entender quais
dias tiveram maior influéncia sobre o crescimento entre os sete dias de analise. A
concentragdo de um pg/mL-' mostrou alteragdes do terceiro para o quarto dia de
crescimento, igual ao crescimento total da colbnia (tabela 2). Ja para a concentragao
de cinco pg/mL™" as alteragdes comegaram a aparecer do quarto para o quinto dia,
sendo que a diferenca maior ficou entre os dias cinco e sete. As concentracbes 10,
25, 50 e 100 yg/mL-" mostraram influenciar em alguns dias de analise. A concentragéo
de 200 pg/mL-"diminuiu o crescimento em todos os dias de analise, exceto no sétimo
dia, onde aumentou. Esse resultado € porque do sexto para o sétimo dia a placa
controle ja tinha alcangado as bordas da placa, portanto, n&o apresentou crescimento

consideravel, devido ao impedimento fisico (Tabela 3).
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Tabela 3 — Crescimento médio total (cm) e desvio padrao da col6nia de A. nidulans,
descontando-se o crescimento do dia anterior, por até sete dias nos tratamentos com
AA (ug/mL-") e controle.

Tratamentos
Dias Controle AA 1 AA5 AA 10 AA 25 AA 50 AA 100 AA 200
0,58 + 0,58 + 0,49 £ 0,66 0,43 £ 0,31+ 0,19 ¢ 0,05+
1/2 0,05a 0,10a 0,05a 0,07b 0,07b 0,06b 0,09b 0,00b
1,08 £ 1,10 £ 1,13 ¢ 0,63 0,98 + 0,69 + 0,36 £ 0,26 £
2/3 0,05a 0,07a 0,10a 0,08b 0,10b 0,06b 0,07b 0,05b
0,80 + 1,00 + 0,78 £ 1,05+ 0,92 + 0,76 £ 1,09 £ 0,54
3/4 0,00a 0,09b 0,05a 0,05b 0,14b 0,07a 0,11b 0,08b
0,62 + 0,78 £ 0,50 £ 0,65+ 0,54 + 0,76 £ 0,69 £ 0,33 ¢
4/5 0,04a 0,04b 0,00b 0,05a 0,14b 0,05b 0,03a 0,05b
0,63 0,70 £ 1,00 £ 1,10 £ 0,33 ¢ 0,57 £ 0,33 ¢ 0,11 %
5/6 0,05a 0,00b 0,05b 0,04b 0,07b 0,05a 0,05b 0,03b
0,20 + 0,35+ 0,55 0,20 £ 0,20 £ 0,20 £ 0,27 £ 0,40 £
6/7 0,00a 0,12b 0,05b 0,00a 0,00a 0,00a 0,05a 0,07b

a,b - Letras diferentes indicam diferenca estatistica comparando tratamento ao controle dia a dia (ANOVA, p6s hoc Dunnet).

A tabela 4 apresenta os resultados de cada um dos dias e a diferenca entre
os dias descontando-se o crescimento do dia anterior para todas a concentragdes de
AA, com a sinalizagao (=) para crescimento igual ao controle, sinalizagao (-) quando
o crescimento foi menor que o controle e sinalizagdo (+) quando o tratamento
aumentou o crescimento. Nesta tabela pode-se observar de uma forma diferente um
perfil de crescimento da coldnia para cada uma das concentragdes ao longo do tempo.
Pode-se observar que nao existe uma resposta dose-dependente e tempo-
dependente, sendo que a resposta é bastante variavel ao longo dos dias, onde em
alguns dias a coldnia aumenta o crescimento, em outros diminui e em outros mantém-

se igual ao controle, exceto pela concentragdo de 200 pg/mL".

Tabela 4 — Progressao no crescimento das colénias de A. nidulans expostas aos

tratamentos com AA (ug/mL™") por até sete dias de tratamento.
Dias
6

Concentracdes 2 12 2/3 34 4/5 56 6/7
1

’
"

5 + -
+

Lo+ o+
" NN
13

10 +
25
50 - - - - - - - - -
100 - - - - - - - - -
200 - - - - - - - - - - - - +
= indica crescimento igual ao controle; + indica crescimento maior que o controle; - indica crescimento menor que o controle

'
o+ o+
o+ o+ o+ (N

I
+

+ 0+ + 0+

+ o+ o+ o+
o+ o+

00N+ +

Como os resultados na literatura sobre os efeitos do AA em células sao
escassos, principalmente em fungos, esta pesquisa procurou estabelecer os efeitos
dessa substancia na toxicidade celular e também no crescimento de A. nidulans, visto
que sao dois organismos eucariotos com mecanismos semelhantes de crescimento e

desenvolvimento.
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O desenvolvimento celular de A. nidulans responde a fatores externos e é
coordenado geneticamente por varios genes que controlam a cascata que leva a
formacgao das estruturas da colénia do fungo (Oliveira et al., 2006). Desta forma, o
estudo dos ciclos do seu desenvolvimento € um modelo ideal para avaliagdo de
substancias inibidoras ou protetoras que possuem efeitos sobre os mecanismos de
controle da expressao génica e preservagdo da homeostase (Reis, 2009).

Os resultados mostrados por essa pesquisa, identificam perfis de respostas
totalmente diferentes de acordo com a concentragdo de AA. De maneira geral,
concentragbes mais altas (25, 50, 100 e 200 pyg/mL™") diminuiram o crescimento,
concentragbes mais baixas (um e cinco pg/mL") aumentaram o crescimento,
enquanto a concentragdo intermediaria (10 pug/mL') em alguns dias aumentou e
outros diminuiu o crescimento (Tabela 2).

O ciclo de vida de A. nidulans é dividido em: vegetativo, assexual, sexual
(Giancoli, 2004) e parassexual (Adams et al., 1998). No ciclo de vida vegetativo ocorre
a proliferagao e crescimento das hifas que sao células tubulares, que se desenvolvem
no plano da superficie do meio de cultura. As hifas se ramificam para formar uma rede
de células interconectadas, chamada de micélio (Pontecorvo et al., 1953). As hifas
crescem e se ramificam, formando uma colénia que cresce radialmente (Timberlake;
Clutterbuck, 1994). Portanto, o crescimento ocorre devido a divisbes celulares
consecutivas que levam ao aumento do tamanho da colbnia.

Neste sentido, pode-se concluir que diminuigdes no crescimento da colbnia
atrasam ou inibem a proliferagdo celular, ou mesmo levam células a apoptose,
enquanto concentragcbes que aumentam o crescimento da coldnia estimulam a
proliferagao celular. Uma nova célula surge no momento em que outra se divide, este
fendbmeno é conhecido como proliferagao celular. Este processo € responsavel pela
reproducao de todos os organismos (Alberts et al. 2017).

De fato, segundo Silva et al., (2023) o AA é capaz de estimular a proliferagao
celular, assim como, a sintese de colageno em fibroblastos. Em contrapartida, Azqueta
etal., (2013) demonstraram que o AA pode causar dano ao DNA, atuando como o pré-
oxidante. Isso explicaria o atraso na proliferagao celular, pois danos ao DNA, ativam
0 mecanismo de reparo, ou se o dano nao puder ser reparado, ativam os mecanismos
de apoptose, o que também explicaria o atraso. Ja € muito bem estabelecido que
células com dano no DNA podem estimular o mecanismo de reparo celular (Bernstein
et al., 2002) e que quando o dano néao é reparado a célula é direcionada a apoptose
(Stevens et al., 2007).
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O efeito do AA ja foi testado em Aspergillus parasiticus, mas num ensaio teste
diferente deste trabalho, e que corroboram aos encontrados nesta pesquisa,
concentragdes maiores (50mg/mL) inibem o crescimento do fungo (Dana et al., 2018).

Outro aspecto relevante a ser discutido é que o fato de algumas concentragdes
alguns dias aumentarem e outros dias diminuirem o crescimento da colbnia, pode
indicar desregulagao do processo de proliferagao celular. A desregulagao do processo
de proliferagéo celular pode gerar erros durante a transcricdo e sintese do DNA ou a
desregulacao do ciclo celular pode gerar uma producédo demasiada e descontrolada
formando células mutantes (Alberts et al., 2017).

Em um estudo realizado por Pinnel (2001) verificando a absorgao tépica do AA,
foi constatado que na concentracédo de 20% foi alcangado o nivel maximo de
absorgao, e segundo os autores, concentragdes mais altas foram menos eficazes por
razbes desconhecidas e resultaram em um decréscimo nos niveis teciduais.
Semelhantes aos resultados encontrados nesta pesquisa, decréscimo do crescimento

fungico.

3.1.3 Ensaio de crescimento da colénia de A. nidulans tratadas com ASC

Os ensaios de crescimento da colbnia de A. nidulans expostas ao ASC
mostram alteragdes em varias concentragdes e dias de analise. As concentragdes um,
cinco e 10 pyg/mL" mostraram aumentar o crescimento da colonia a partir do quarto
dia de tratamento. Ja as concentragdes 25, 50 e 100 pg/mL"' diminuiram o
crescimento em alguns dias e aumentaram em outros dias. A concentragéo de 200
ug/mL-! diminuiu o crescimento da colénia em todos os dias de analise (Tabela 5),
igual ao efeito do AA (Tabela 2).

Tabela 5 — Crescimento médio total (cm) e desvio padrao da colbénia de A. nidulans
por até sete dias nos tratamentos com ASC (ug/mL™") e controle.

Tratamentos

Dias Controle ASC 1 ASC 5 ASC 10 ASC 25 ASC 50 ASC 100 ASC 200
0,45+ 0,56 + 0,55 0,47 + 0,23 + 0,27 £ 0,10 £ 0,10 +
1 0,05a 0,05a 0,05a 0,05a 0,05a 0,04a 0,00b 0,00b
1,03 £ 1,21+ 1,23 = 1,07 £ 0,59 + 0,57 + 0,38 £ 0,30 +
2 0,09a 0,07a 0,08b 0,05a 0,05b 0,09b 0,08b 0,00b
2,10 £ 2,16 £ 2,15+ 2,03+ 1,45 £ 1,25 0,70 £ 0,66
3 0,10a 0,05a 0,05a 0,05a 0,08b 0,04b 0,08b 0,05b
2,90 £ 3,05 3,06 + 3,08 + 2,54 + 2,63 2,44 2,16 £
4 0,10a 0,05b 0,05b 0,07b 0,22b 0,05b 0,07b 0,07b
3,52 + 3,84 + 3,96 £ 4,19+ 3,36 + 3,70 £ 3,44 £ 3,19+
5 0,13a 0,05b 0,05b 0,05b 0,10a 0,07a 0,05a 0,04b
4,15+ 4,45+ 4,56 = 4,62 3,71+ 4,06 = 4,02 + 3,86 +
6 0,16a 0,05b 0,05b +0,05b 0,05b 0,04a 0,00a 0,04b

48



4,35 + 4,50 + 4,56 + 4,62+ 3,78 = 4,26 + 412 + 4,06 +
7 0,16a 0,00b 0,00b 0,05b 0,49b 0,04a 0,05a 0,08b
a,b - Letras diferentes indicam diferenca estatistica comparando tratamento ao controle dia a dia (ANOVA, pds hoc Dunnet).

Quando feita a analise de crescimento médio pela diferenga de crescimento
descontando-se o quanto a colbnia cresceu no dia anterior, os resultados para ASC
apresentaram algumas diferencas significativas. Na concentragdo de um pg/mL™" a
diferencga ficou concentrada do sexto para o sétimo dia de analise. A concentracao de
10 ug/mL™" variou bastante com relag&o a influéncia no crescimento ao longo dos sete
dias. As concentragdes de cinco, 25, 50, 100 e 200 pug/mL™" tiveram maiores diferengas
entre os dias um e cinco ou seis, estabilizando do sexto para o sétimo dia essa

diferenca (Tabela 6).

Tabela 6 — Crescimento médio total (cm) e desvio padrdao da col6nia de A. nidulans,
descontando-se o crescimento do dia anterior, por até sete dias nos tratamentos com
ASC (ug/mL") e controle.

Tratamentos
Dias Controle ASC 1 ASC 5 ASC 10 ASC 25 ASC 50 ASC 100 ASC 200
0,58 + 0,64 + 0,69 + 0,59 + 0,35+ 0,29 + 0,28 + 0,20 £
12 0,05a 0,10a 0,06b 0,07a 0,09b 0,07b 0,04b 0,09b
1,08 + 0,98 + 0,91+ 0,96 0,86 £ 0,68 £ 0,33+ 0,38 £
2/3 0,05a 0,13a 0,08b 0,05a 0,15b 0,06b 0,10b 0,15b
0,80 + 0,89 + 0,91+ 1,05 1,01 £ 1,38 + 1,07 £ 1,44 +
3/4 0,00a 0,08b 0,08b 0,05b 0,41b 0,12b 0,47b 0,27b
0,62 + 0,79 £ 0,90 £ 1,10 + 0,83 1,08 + 1,00 + 1,03 +
4/5 0,04a 0,12a 0,00b 0,00b 0,39b 0,04b 0,00b 0,24b
0,63 + 0,61+ 0,60 0,69 £ 0,35+ 0,36 + 0,58 + 0,66
5/6 0,05a 0,03a 0,00a 0,22a 0,16b 0,05b 0,05a 0,05a
0,20 + 0,05+ 0,00 £ 0,00 £ 0,08 £ 0,20 £ 0,10 £ 0,20 £
6/7 0,00a 0,09b 0,00b 0,00b 0,10a 0,00a 0,00a 0,00a

a,b - Letras diferentes indicam diferenca estatistica comparando tratamento ao controle dia a dia (ANOVA, pés hoc Dunnet).

A analise do perfil geral das colbnias expostas ao ASC (Tabela 7) mostra que
ao longo dos sete dias, as concentragbes um, cinco e 10 ug/mL-' parecem aumentar
o crescimento, enquanto as concentragdes 25, 50, 100 e 200 yg/mL-" diminuem. Cabe
destacar, que da mesma forma que a concentragéo de 10 ug/mL~" de AA, 0 ASC nesta
mesma concentragdo também pareceu desregular o crescimento, pois em alguns dias
aumentou e em outros diminui o crescimento. Quando observadas as diferencas,
descontando-se o crescimento do dia anterior, observa-se que a maior diferenga entre
os tratamentos e o controle esta entre os dias trés e cinco em todas as concentragoes
testadas. Nao parece ser observado um efeito dose-dependente ou tempo-

dependente.
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Tabela 7 — Progressdo no crescimento das colénias de A. nidulans expostas aos

tratamentos com ASC (ug/mL™") por até sete dias de tratamento.
Dias
5 6

2

-
=
N

Concentragoes 2/3 3/4 4/5 56 6/7

]
o+ o+ |w
o+ 4+

+

L+ o+ (N

1
+

5 + -
+

A
Vo o+ 4+
,

50 - - - - - - -

100 - - - - - - - - -

200 - - - - - - - - - + + + =
= indica crescimento igual ao controle; + indica crescimento maior que o controle; - indica crescimento menor que o controle

+ 4+ + + + 4+
+ 4+ + + 4+ +

A tabela 8 mostra o perfil de crescimento da colénia de A. nidulans exposta a
AA e ASC. Interessante perceber que ambos os compostos tiveram perfil igual de
resposta, em todas as concentracbes em todos os dias de analise. Quando uma
concentracédo de AA estimula o crescimento e um dado dia, essa mesma concentragao
de ASC, no mesmo dia, tera o mesmo efeito sobre as coldnias de A. nidulans, exceto
pelo dia quatro na concentragdo de um pg/mL™". Isso vale também para diminuigbes

no crescimento.

Tabela 8 — Progressao no crescimento das coldnias de A. nidulans expostas aos

tratamentos com AA (ug/mL-") e ASC (ug/mL™") por até sete dias de tratamento.
Dias/tratamentos

Concentragdes AA ASC

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

1 + = + - + + + + = + + + + +

5 + - + + - + + + - + + + +

10 + + - - - + + + + - - - + +

50 - - - - - - - - - - - - - -

100 - - - - - - - - - - - - - -

200 - - - - - - - - - - - - - -

= indica crescimento igual ao controle; + indica crescimento maior que o controle; - indica crescimento menor que o controle

Embora exista esse perfil de resposta igual entre AA e ASC, quando se
observa o crescimento médio isoladamente para cada dia e cada concentracéo, pode-
se observar que o AA teve um efeito maior sobre o crescimento do que o ASC,
principalmente nas concentragbes mais altas (50, 100 e 200 ug/mL™") (Figura 1). A
exemplo disso, a média de crescimento do controle com sete dias € de 4,35 £ 0,16,
do AA 200 ug/mL" é 1,71 + 0,08 (Tabela 2) e a do ASC 200 pg/mL" ¢é 4,06 + 0,08
(Tabela 5).
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Figura 1: Crescimento médio total (cm) da colénia de A. nidulans por até sete dias nos
tratamentos com AA (ug/mL") e ASC (ug/mL™").

Esses resultados mostram que o AA possui maior capacidade de diminuir o
crescimento, quando comparado ao ASC nas colbnias do fungo A. nidulans,
possivelmente estes resultados estejam associados a forma de absorgcéo e
metabolizacdo dessas substancias neste organismo teste, visto que fungos possuem
um analogo ao ASC, chamado de D-eritroascorbato (DASC), que € um conhecido
antioxidante.

Os fungos nao sintetizam o ASC em si, algumas espécies investigadas
pertencentes também ao filo Ascomycota, possuem o DASC (D-eritroascorbato), com
estrutura e propriedades fisico-quimicas similares ao ASC. O DASC, por ser um
analogo ao ASC, é provavel que atue da mesma forma que o ASC em humanos, deve-
se destacar que o DASC nao possui atividade antioxidante em humanos (Smirnoff,
2018; Larrainzar, 2010).

A falta de pesquisa envolvendo essas vitaminas e esse organismo teste
tornam esse trabalho de grande relevancia, no entanto, dificultam as discussées e o
entendimento do que esta acontecendo com essas substancias a nivel celular, porém
segundo Du, Cullen, Buettner (2012) o conhecimento e compreensdo dos
mecanismos de absorcao e distribuicdo do AA tem revigorado o interesse no estudo

de seu uso em diferentes dosagens.

3.1.2 Ensaio de crescimento da coldnia de A. nidulans tratadas com luz UV
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Os resultados com luz UV mostraram algumas diferengas significativas
quando comparadas ao controle, apenas a partir do quarto dia apds a irradiagao,
exceto pelo segundo dia no tempo de 45s. As irradiagdes de 10, 15, 20, 30,45e 60 s

aumentaram o crescimento da colbnia a partir do quarto ou quinto dia (Tabela 9).

Tabela 9 — Crescimento médio total (cm) e desvio padrao da colénia de A. nidulans
por até sete dias nos tratamentos com luz UV (s) e controle.

Tratamentos/Tempos
Dias Controle 5 10 15 20 30 45 60
0,45 + 0,55 ¢ 0,48 £ 0,48 £ 0,40 = 0,50 + 0,46 + 0,46 +
1 0,05a 0,06a 0,05a 0,05a 0,00a 0,08a 0,05a 0,05a
1,03 + 1,03 + 0,86 + 0,99 + 0,85+ 1,05+ 0,85+ 0,89 +
2 0,09a 0,05a 0,05a 0,06a 0,06a 0,05a 0,05b 0,11a
2,10 £ 1,98 + 2,04 £ 2,05+ 2,05+ 2,09 + 2,05+ 2,03+
3 0,10a 0,13a 0,05a 0,08a 0,06a 0,10a 0,05a 0,07a
2,90 + 2,85+ 2,86 + 3,29+ 3,05+ 2,93+ 2,88 + 2,94 +
4 0,10a 0,17a 0,07a 0,08b 0,06b 0,09a 0,09a 0,20a
3,52+ 3,65 % 3,90 + 414 + 3,95+ 3,70 + 3,86 + 3,98 +
5 0,13a 0,44a 0,08b 0,05b 0,06b 0,24b 0,07b 0,09b
415+ 415+ 433+ 4,44 + 4,45+ 4,34 + 431+ 4,35+
6 0,16a 0,70a 0,05b 0,05b 0,06b 0,12b 0,04b 0,05b
4,35+ 4,20 + 4,53 + 4,50 + 4,50 + 4,50 + 451+ 4,53 +
7 0,16a 0,60a 0,05b 0,00b 0,00b 0,00b 0,04b 0,05b

a,b - Letras diferentes indicam diferenca estatistica comparando tratamento ao controle dia a dia (ANOVA, pés hoc Dunnet).

Esses resultados mostram que nos tempos de irradiacdo testados neste
trabalho n&o levam a morte das células de A. nidulans, pois em todos os tempos houve
aumento do crescimento, ou seja, estimulam a proliferagdo celular, provavelmente
devido ao efeito mutagénico da luz UV. Estudos de Palioto, Palioto e Rocha (2010)
verificaram que apenas um segundo de luz UV é o suficiente para causar mutagao da
linhagem biA1TmethG1 em A. nidulans, usando outro teste, porém com a mesma
linhagem utilizada nesta pesquisa.

Em um estudo realizado por Stenback (1975) em ratos, a exposi¢ao a luz UV
gerou um aumento na proliferagdo celular com uma unica dose de luz UV. Embora a
pesquisa ndo traga o tempo de exposi¢ao a luz UV, pode-se observar que a luz UV
causa aumento da proliferagao celular.

Quando feita a analise de crescimento médio pela diferenca de crescimento
descontando-se o quanto a coldnia cresceu no dia anterior, os resultados para luz UV
mostram diferengas significativas principalmente a partir do quinto dia apés a

exposi¢cao, em todos os tempos testadas, exceto 30s (Tabela 10).

Tabela 10 — Crescimento médio total (cm) e desvio padrao da colbénia de A. nidulans,
descontando-se o crescimento do dia anterior, por até sete dias nos tratamentos com
luz UV (s) e controle.
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Tratamentos/Tempos

Dias Controle 5 10 15 20 30 45 60
0,58 + 0,48 = 0,39 + 0,51+ 0,45+ 0,55+ 0,39 + 0,43+
1/2 0,05a 0,05a 0,06b 0,06a 0,06a 0,08a 0,08b 0,12b
1,08 + 0,95+ 1,15+ 1,05 1,20 + 1,04 + 1,20 + 1,14 =
2/3 0,05a 0,10a 0,08a 0,05a 0,00a 0,05a 0,08b 0,07a
0,80 + 0,88 + 0,83 1,24 + 1,00 + 0,84 + 0,83 + 0,91+
3/4 0,00a 0,05a 0,09a 0,07b 0,00b 0,05a 0,09a 0,16b
0,62+ 0,80 + 1,04 + 0,85+ 0,90 + 0,78 + 0,99 + 1,04 +
4/5 0,04a 0,29a 0,13b 0,05b 0,00b 0,21a 0,14b 0,14b
0,63 0,33 0,43 = 0,30 + 0,50 + 0,64 + 0,45+ 0,38 +
5/6 0,05a 0,33b 0,05b 0,00b 0,00a 0,17a 0,05b 0,05b
0,20 + 0,05+ 0,20 + 0,06 + 0,05+ 0,16 = 0,20 + 0,18 +
6/7 0,00a 0,10b 0,00a 0,05b 0,06b 0,12a 0,00a 0,05a

a,b - Letras diferentes indicam diferenca estatistica comparando tratamento ao controle dia a dia (ANOVA, p6s hoc Dunnet).

O perfil geral de respostas mostra que o crescimento ficou concentrado a
partir do quarto dia, ja as diferengas entre um dia e outro se concentrou principalmente

do terceiro ao quinto dia apos a irradiacéo (Tabela 11).

Tabela 11 — Progressao no crescimento das colénias de A. nidulans expostas aos

tratamentos com luz UV (s) por até sete dias de tratamento.
Dias

IS
()]
o
~

Tratamentos/ 1 2 3 12 2/3 3/4 4/5 56 6/7

Tempos

+ 4+ + + + 1
+ 4+ + + + 1l
[TRRT T
W+ + o
+ 0+ + + 1

oo
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o
m o nn

[T T T TR TR TR
W+ + o
+ 4+ + ++ + 0
[ (R TR TR TR

+
= indica crescimento igual ao controle; + indica crescimento maior que o controle; - indica crescimento menor que o controle

+ -

+

+ -

Como os resultados dos experimentos testando os efeitos de AA, ASC e luz
UV mostraram resultados que nao foram dependentes da dose e do tempo, foram
conduzidos ensaios na presenca de AA e luz UV e ASC e luz UV concomitantes, para
poder entender se os efeitos dessas vitaminas mudam na presenca de dano, neste

caso causados pela luz UV. Esses resultados serao trazidos a seguir.

3.1.3 Ensaio de crescimento da colbnia de A. nidulans tratadas com luz UV, ASC e AA

Os experimentos foram conduzidos com tempo de 20s de exposicéo a luz UV
com a concentragdo de 5 ug mL-' para AA e para ASC. Os resultados para irradiagdo
e presenga de AA estdo apresentados na tabela 12. Pode-se perceber que na
presenca de dano o efeito do AA sobre o crescimento de A. nidulans muda.
Comecando ja no dia um, onde o crescimento do grupo experimental UV+AA passou
a ter o crescimento igual ao controle, mostrando o efeito do AA na recuperagao dos

efeitos isolados apenas da luz UV sobre a colénia. Esse mesmo perfil foi encontrado
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nos dias cinco e sete. De qualquer forma, nos dias dois, trés, quatro e seis, embora
algumas diferengas com o controle, a colénia sempre divergiu do tratamento exclusivo

com UV, mostrando mais uma vez que o efeito do AA muda na presenca de dano.

Tabela 12 — Crescimento médio total (cm) e desvio padrdo da colénia de A. nidulans
por até sete dias nos tratamentos com luz UV (20 s), AA (5 ug mL™") e controle.
Tratamentos
Dias Controle Luz UV AA AA + Luz UV

1 054+0,05a 040£0,00b1 0,54+0,05a* 0,58 +0,05a2*

2 1,04 £0,05a 0,85+ 0,06b1 1,02 £ 0,08a* 1,34 £ 0,07c2#

3 2,05+0,08a 2,05+ 0,06a1 2,17 + 0,05b* 2,19 + 0,04b2*
4 2,96 £0,07a 3,05+ 0,06a1 2,95 + 0,05a* 3,10 £ 0,05b1#
5
6

3,89+0,08a 3,95+ 0,06a1 3,45 + 0,05b" 3,91 £ 0,14a1#
4,44 £0,07a 4,45+ 0,06a1 4,45 + 0,05a* 4,52 + 0,10b1#

7 4,50 £ 0,00a 4,50 +0,00a1 5,00 * 0,00b* 4,55 + 0,05a1#
a,b - Letras diferentes indicam diferenga estatistica comparando tratamentos ao controle dia a dia (ANOVA, p6s hoc Dunnet).
1,2 - Numeros diferentes indicam diferenca estatistica comparando Luz UV ao tratamento AA + Luz UV dia a dia (ANOVA, pés
hoc Dunnet).
*# - Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica comparando AA ao tratamento AA + Luz UV dia a dia (ANOVA, pés hoc
Dunnet).

Larrainzar (2010) tentou comprovar a atividade antioxidante do AA “in vivo”,
utilizando o microrganismo Pseudomonas fluorescens, utilizando as concentracdes de
50, 70 e 100 yM. O AA mostrou efeito protetor apenas na concentracdo de 50 uM,
permitindo recuperagdo do microrganismo apds condi¢des de estresse oxidativo.
Segundo Lykkesfeldt (2002) o AA tem boa atividade como eliminador de radicais livres
“in vivo”. Portanto, segundo Huang et al., (2002) pesquisas demonstrando esse efeito
“in vitro” sao raros.

Portanto, o efeito positivo visto nesses resultados com luz UV + AA
concomitante, podem ser oriundos de compostos derivados do AA. Os resultados para
o crescimento médio, descontando-se o dia anterior de crescimento, mostram

diferencgas principalmente nos dias um a trés e do quarto ao sexto dia.

Tabela 13 - Crescimento médio total (cm) e desvio padrao da colénia de A. nidulans,
descontando-se o crescimento do dia anterior, por até sete dias nos tratamentos com
luz UV (20 s), AA (5 ug mL™") e controle.

Tratamentos
Dias Controle Luz UV AA AA + Luz UV
1/2 0,50 £ 0,05a 0,45 £ 0,06a1 0,49 £ 0,05a* 0,76 £ 0,05b2#
2/3 1,01 £ 0,04a 1,20 £ 0,05b1 1,13 £ 0,10b* 0,85 £ 0,08b2#
3/4 0,91 £0,08a 1,00 £ 0,00a1 0,78 £ 0,05b* 0,91 £ 0,06a1#
4/5 0,92 £0,13a 0,90 £ 0,00a1 0,50 £ 0,00b* 0,81 £ 0,10b1#
5/6 0,25 £ 0,09a 0,50 £ 0,00a1 1,00 + 0,05b* 0,61 £ 0,04b2#
6/7 0,12 £ 0,07a 0,05 £ 0,06a1 0,55 £ 0,05b 0,2 +0,07a1

a,b - Letras diferentes indicam diferencga estatistica comparando tratamentos ao controle dia a dia (ANOVA, p6s hoc Dunnet).
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1,2 - Numeros diferentes indicam diferenga estatistica comparando Luz UV ao tratamento AA + Luz UV dia a dia (ANOVA, pés
hoc Dunnet).

*# - Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica comparando AA ao tratamento AA + Luz UV dia a dia (ANOVA, pés hoc
Dunnet).

Os resultados com o tratamento concomitante de luz VV e ASC também
apresentaram algumas diferengas, mostrando mais uma vez que o comportamento da
vitamina muda na presenca de dano, neste caso causada pela luz UV. Quando
comparado ao controle, ASC+UV, na maioria dos dias, a colénia teve seu crescimento
aumentado. Quando comparado a luz UV as diferengas ficaram concentradas nos dias
um, dois, cinco, seis e sete, refletindo novamente que na presenga do dano o ASC
apresenta resultados diferentes. Quando comparado ASC+UV com ASC nao foram

observadas diferengas.

Tabela 14 — Crescimento médio total (cm) e desvio padrdo da colénia de A. nidulans
por até sete dias nos tratamentos com luz UV (20s), ASC (5 uyg mL™") e controle.

Tratamentos
Dias Controle Luz UV ASC ASC + Luz UV
1/2 0,54 + 0,05a 0,40 + 0,00b1 0,55 + 0,05a* 0,56 + 0,05a2*
2/3 1,04 £ 0,05a 0,85 + 0,06b1 1,23 £ 0,08c* 1,26 £ 0,05c2*
3/4 2,05 +0,08a 2,05 + 0,06a1 2,15 + 0,05b* 2,16 + 0,05b2*
4/5 2,96 + 0,07a 3,05 + 0,06b1 3,06 + 0,05b* 3,09 £ 0,04b1*
5/6 3,89 +0,08a 3,95 + 0,06a1 3,96 + 0,05b* 4,01 £ 0,06b1*
6/7 4,44 +0,07a 4,45 + 0,06a1 4,56 + 0,05b* 4,56 + 0,05b2*

a,b - Letras diferentes indicam diferenca estatistica comparando tratamentos ao controle dia a dia (ANOVA, po6s hoc Dunnet).
1,2 - Numeros diferentes indicam diferenga estatistica comparando Luz UV ao tratamento ASC + Luz UV dia a dia (ANOVA, pés
hoc Dunnet).

*# - Simbolos diferentes indicam diferenga estatistica comparando ASC ao tratamento ASC + Luz UV dia a dia (ANOVA, pés hoc
Dunnet).

Os resultados do crescimento médio descontando-se o dia anterior mostram
diferengas s6 no dia um e dois quando comparado ASC+UV com o controle e luz UV

com ASC+UV. Nao foram encontradas diferencas quando comparado ASC e ASC+UV.

Tabela 15 - Crescimento médio total (cm) e desvio padrao da colénia de A. nidulans,
descontando-se o crescimento do dia anterior, por até sete dias nos tratamentos com
luz UV (20 s), ASC (5 ug mL™") e controle.

Tratamentos
Dias Controle Luz UV ASC ASC + Luz UV
1/2 0,50 + 0,05a 0,45 + 0,06a1 0,69 £ 0,06b* 0,70 £ 0,09b2*
2/3 1,01 £0,04a 1,20 + 0,05b1 0,91 + 0,08b* 0,90 £ 0,08b2*
3/4 0,91 £0,08a 1,00 £ 0,00a1 0,91 £0,08a* 0,92 £ 0,07a1*
4/5 0,92 £0,13a 0,90 £ 0,00a1 0,90 £ 0,00a* 0,92 £ 0,05a1*
5/6 0,25 £ 0,09a 0,50 £ 0,00a1 0,60 £ 0,00a* 0,55 £ 0,05a1*
6/7 0,12 £0,07a 0,05 £ 0,06a1 0,00 £ 0,00b* 0,10 £ 0,05a1*

a,b - Letras diferentes indicam diferenca estatistica comparando tratamentos ao controle dia a dia (ANOVA, pds hoc Dunnet).
1,2 - Numeros diferentes indicam diferenga estatistica comparando Luz UV ao tratamento AA5 + Luz UV dia a dia (ANOVA, p6s
hoc Dunnet).
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*# - Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica comparando AA ao tratamento AA + Luz UV dia a dia (ANOVA, pés hoc
Dunnet).

Para reduzir ou impedir os efeitos dos raios ultravioletas (UV), a industria
farmacéutica utiliza formulagdes contendo AA, pois, além de atuar na protegao e
estimulacdo da sintese das proteinas estruturais da pele como o colageno e elastina,
responsaveis pela firmeza e elasticidade cutanea (Puhl et al., 2018). Assim, o uso
tépico da vitamina C tem se mostrado uma forma importante de proteg¢ao contra os
efeitos prejudiciais da radiagao UV a longo prazo (Silva et al., 2023).

Com esses resultados, fica evidente que quando tratadas as colénias de A.
nidulans concomitante com luz UV e AA ou ASC, os resultados mudam, mostrando
que estudos que procurem estabelecer e entender qual é o real papel dessas
vitaminas na presenga de danos sao essenciais, pois podem garantir o controle de
danos a nivel celular. Aliado a isso, reflete-se sobre 0 uso exacerbado de vitaminas,
incluindo a vitamina C, que em concentracbes mais altas apresentaram resultados

significativamente negativos sobre o desenvolvimento e crescimento de A. nidulans.

3.2 Teste de viabilidade de células humanas in vitro
3.2.1 Citotoxicidade AA

Os ensaios com AA com células HepG2 mostraram um aumento significativo
na absorbancia média apdés 24 horas de tratamento na concentragdo 40 ug/mL
indicando um estimulo da divisao celular nesta concentragdo e tempo. Em
contrapartida, ocorreu uma diminui¢ao significativa apds 72 horas de tratamento nas
concentragdes cinco, 10, 40 e 100 ug/mL quando comparado ao controle negativo

(Figura 2/Tabela 16), indicando a citotoxicidade para essas concentragdes e tempo.

Tabela 16 - Percentual de viabilidade de células (VC) HepG2 tratadas com diferentes
concentragdes do AA (ug mL™") por 24, 48 e 72 horas, pelo teste do MTT

HepG2
Grupos VC [%]
24 h 48 h 72 h

CO- 100,00a 100,00a 100,00a
CO+ 47,18b 21,90b 13,34b
1 103,71a 104,49a 104,75a
5 109,30a 98,75a 78,25a
10 108,08a 91,02a 73,40c
15 103,65a 97,14a 77,44a
20 112,13a 95,10a 81,79a
40 121,04c 83,44a 76,17¢c
60 107,81a 94,63a 93,90a
80 101,66a 89,98a 81,25a
100 100,78a 84,20a 76,47¢c

CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo. a, b Letras diferentes indicam diferenga estatistica quando comparado
tratamento com controle positivo e negativo com 24, 48 e 72 horas (Teste de Dunnet).
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Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados para o crescimento de A.
nidulans, onde concentracbes mais baixas aumentaram o crescimento e
concentragcbes mais altas inibiram o crescimento. Os resultados para AA nao
mostraram perfil dose-dependente ou tempo-dependente, iguais aos encontrados
para o fungo.

Em um estudo realizado por Gao et al., (2019), os pesquisadores inseriram uma
nanoestrutura em ratos, desenvolvida e funcionalizada para que atinja a entregue as
células cancerigenas uma liberagdo de AA com pH controlado, tanto in vitro quanto in
vivo. No ambiente acido de hipdxia, descobriu-se que o AA enriquece as espécies
redutoras, quebra o equilibrio redox nas células HepG2 e desencadeia o estresse
redutor para induzir a via de sinalizagcéo apoptética. No estudo in vivo verificou que a
nanoestrutura tem um efeito letal nas células tumorais e na inibicdo do crescimento
tumoral, reduzindo assim a proliferagéo celular.

Assim como em um estudo realizado por Yurtcu, Iseri e Sahin (2010) utilizando
diferentes concentragdes (70, 35, 8 e 4 IM) por 24 e 48 horas, os resultados
demonstraram que o AA e o B-caroteno causaram danos no DNA em células HepG2,
demonstrando ainda que os danos na concentracao de 70 IM foram maiores que a de
35 IM em 24 horas, também foi demonstrado no estudo o aumento da apoptose e

necrose das células apés 48 horas.

3.2.2 Citotoxicidade ASC
Os ensaios de ASC com células as HepG2 nao mostraram diferenca
significativa para nenhuma das concentragdes e tempos testados quando comparado

ao controle negativo (Tabela 17).

Tabela 17 - Percentual de viabilidade de células (VC) HepG2 tratadas com diferentes
concentragdes (ug mL") do ASC por 24, 48 e 72 horas, pelo teste do MTT

HepG2
Grupos VC [%]
24 h 48 h 72 h

CO- 100,00a 100,00a 100,00a
CO+ 31,97b 20,19b 12,07b
1 125,12a 109,62a 90,98a
5 125,31a 104,81a 90,52a
10 124,69a 103,06a 108,46a
15 125,55a 101,90a 92,99a
20 125,73a 104,41a 103,15a
40 105,01a 101,15a 81,66a
60 125,43a 105,01a 80,07a
80 113,51a 95,69a 73,97a
100 119,13a 89,53a 75,64a
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CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo. a, b Letras diferentes indicam diferenga estatistica quando comparado
tratamento com controle positivo e negativo com 24, 48 e 72 horas (Teste de Dunnet).

O ASC nao teve toxicidade nas células testadas neste trabalho, embora tenha
causado dano para o crescimento de A. nidulans, foi observado um dano bem menor
que o AA, quando o fungo foi exposto.

Diferente dos resultados encontrados nesta pesquisa, segundo Navas e
Gomes-Dias (1995) ha evidéncias de que o ASC estimula a proliferagao celular em
culturas de células animais, encurtando o ciclo celular e estimulando a entrada na fase
S. Baixas concentragées em meio de cultura induziram uma baixa taxa de crescimento
de células HL-60 que foi significativamente aumentado tanto pelo ASC em si quanto
pelo radical livre de ascorbato (AFR) utilizado pelos pesquisadores. O AFR foi mais
eficaz que o ASC em concentragbes mais baixas, embora ambos tenham atingido o
mesmo nivel de estimulacao a 10 M (Navas e Gomez-Diaz, 1995).

3.2.3 Citotoxicidade luz UV

A citotoxicidade para a luz UV mostrou toxicidade em todos os tempos de
irradiacdo (um, cinco, 10 e 20 s), apds 24, 48 e 72 horas, quando comparado ao
controle negativo. Neste resultado o tempo pareceu influenciar, pois ao longo das 24
horas para 48 e para 72 horas houve diminui¢do da viabilidade das células (Tabela
18).

Tabela 18 - Percentual de viabilidade de células (VC) HepG2, tratadas com diferentes
tempos (segundos) de radiagao por 24, 48 e 72 horas, pelo teste do MTT

HepG2
Grupos VC [%]
24 h 48 h 72 h
CO- 100,00a 100,00a 100,00a
CO+ 68,69b 20,13b 8,84b
1 80,29c 89,14c 54,68¢
5 77,30c 54,69c 51,21c
10 75,29¢ 52,91c 23,55¢
20 73,36¢C 50,51c 33,31c

CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo. a, b Letras diferentes indicam diferencga estatistica quando comparado
tratamento com controle positivo e negativo com 24, 48 e 72 horas (Teste de Dunnet).

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados desta pesquisa mostram que o AA em concentracdes menores
aumenta o crescimento de A. nidulans, possivelmente por estimular a proliferagao

celular, enquanto concentracdes maiores parecem diminuir o crescimento, atrasando
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a proliferagdo, ou mesmo induzindo apoptose. Embora o efeito do ASC tenha sido
menor nesta espécie-teste, ele teve o mesmo perfil de resposta que o AA, baixas
concentracdes estimulam, altas concentracées inibem. A luz UV causou aumentos no
crescimento, a partir do quarto dia do tratamento. Quando feitos ensaios
concomitantes com luz UV e AA e luz UV e ASC, foi observado um perfil de resposta
diferente, mostrando que essas vitaminas podem ter efeito diferente na presenca de
dano, neste caso causado pela luz UV.

Para a cultura de células HepG2, o AA aumentou o crescimento em

concentragdo menor e diminuiu o crescimento em concentragao maior e o ASC nao
causou toxicidade para esta linhagem. Esse perfil de resposta € semelhante ao
encontrado no fungo.
Os resultados desta pesquisa sao de suma importancia, uma vez que provocam uma
reflexdo crucial sobre a utilizagdo de vitaminas, em particular a vitamina C, ao
revelarem variagdes significativas em concentragdes mais elevadas, especialmente
em contextos de dano celular.

Estas descobertas ndo apenas destacam a necessidade premente de uma
compreensao mais aprofundada dos efeitos da vitamina C, mas também apontam
para possiveis implicacbes no desenvolvimento de terapias e intervengdes medicas.
Ademais, os resultados obtidos instigam a realizacdo de testes adicionais, visando
esclarecer estas questbes, bem como aprofundar o conhecimento sobre o perfil de
estresse oxidativo das células expostas aos tratamentos. Assim, esta pesquisa nao
apenas contribui para o avango do conhecimento cientifico, mas também lancga luz

sobre potenciais direcdes futuras na area da saude e medicina.
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7. ANEXOS

Normas de publicagao da revista “Trabalho, Educacéo e Saude”

Instrugoes aos autores
Solicitamos que, antes de submeter o seu manuscrito, os autores leiam a Politica

editorial da TES e a seg¢ao Sobre a revista para avaliar se seu texto esta de acordo

com 0 nosso escopo editorial.
Os manuscritos devem ser submetidos somente pelo sistema de avaliacdo online da

Revista, disponivel aqui . Nao serdo consideradas contribui¢des enviadas por e-mail.

Para o envio do texto a revista, o autor responsavel deve cadastrar-se no

sistema e depois cadastrar seu texto, informando o seu ORCID e os de eventuais

coautores.
Ao submeter um manuscrito, € imprescindivel a leitura e o atendimento das normas
para publicacao referidas pela revista.

Para informagdes adicionais, consultar os editores: revtes.epsjv@fiocruz.br

Forma e preparagao de manuscritos

A revista aceita como submissdes espontaneas artigos e artigos de revisao.

Os Artigos devem apresentar resultados de pesquisas de natureza empirica ou
conceitual. Tamanho entre 4.000 e 7.000 palavras, sem contar referéncias
bibliograficas, figuras e notas.

Os Artigos de revisao devem apresentar analises criticas, sistematizadas e
metodologicamente consistentes da literatura cientifica sobre um tema prioritario para
o periédico. Deverao explicitar objetivos, fontes pesquisadas, aplicagdes dos critérios
de inclusdo e exclusdo. Tamanho: 4.000 a 7.000 palavras, sem contar referéncias

bibliograficas, figuras e notas.

Apresentagao do manuscrito

Colaboragdes devem ser digitadas no Word, na fonte Times New Roman, em corpo
12, em espaco duplo. Artigos, ensaios, notas de conjuntura e debates devem ainda
conter um resumo em portugués, espanhol e inglés de, no maximo, 200 palavras, e

titulo em inglés e espanhol, além do titulo na lingua original. Os manuscritos podem
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ser apresentados em portugués, espanhol, inglés e francés. O titulo deve ser conciso
e representativo do conteudo do texto. O(s) autor(es) deve(m) indicar se a pesquisa &
financiada, se é resultado de dissertacdo de mestrado ou tese de doutorado, se foi

aprovada por Comité de Etica da area e se ha conflitos de interesse.

Palavras-chave Minimo de trés e maximo de cinco palavras-chave descritoras do
conteudo do trabalho, apresentadas na lingua original, em espanhol (palabras clave)

e em inglés (keywords).

Figuras Tabelas, quadros, diagramas, fotografias, graficos e ilustracbes devem,
necessariamente, estar inseridos no seu devido lugar no corpo do texto e ser também
enviados separadamente como material suplementar. Nao devem ultrapassar o
maximo de seis por artigo, salvo excegdes especificas ao campo tematico do
manuscrito, caso em que o autor devera manter uma comunicagao prévia com o0s
editores. Todas as figuras, com excec¢ado de fotografias, devem ser numeradas e ter
titulo, estando apenas as iniciais do titulo em maiusculas. As referéncias devem ser

feitas por numeros (ex. Grafico 3) e nao por expressées como “a figura abaixo”.

Notas As notas devem vir ao fim do texto, sucintas e numeradas de forma

consecutiva. Nao devem ser utilizadas para referéncias bibliograficas.

Grifos Solicita-se a ndo utilizagdo de sublinhados e negritos. As aspas simples podem
ser usadas para chamar a atengao para um item particular do texto. Palavras de outras
linguas, que n&o o portugués, devem ser italicizadas, assim como titulos de obras

mencionadas.

Citacoes Para elaboragéo das citagdes, Trabalho, Educacdo e Saude (TES) baseia-
se na norma NBR 10520:2002, da Associacgéo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT),
com ligeiras modificacbes. A TES adota o sistema Autor-data, com os sobrenomes
dos autores escritos em caixa alta e baixa e ano da publicagdo, no corpo do artigo.
Exemplo:

(Frigotto; Ciavatta, 2001).
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A citacdo direta, no corpo do texto, de até trés linhas, deve vir entre aspas duplas,
sobrenome do autor e, entre parénteses, o ano e a pagina. Ou: citagédo direta, entre
parénteses o nome do autor, ano e pagina. Aspas simples indicam citagao no interior
da citacdo. Exemplos:

Minayo (2001, p. 74) descreve: “[...] a analise de conteudo é compreendida muito mais
como um conjunto de técnicas”.

Monografia “no sentido lato, é todo trabalho cientifico de ‘primeira mao’, que resulte
da investigacéo cientifica” (Salomon, 1978, p. 219).

Se a citacao direta exceder trés linhas, devera vir com recuo de 4 cm da margem
esquerda, em corpo 11. Exemplo:

O uso intensivo da microeletrdnica e a crescente automacgao dos laboratorios,
principalmente a partir da década de 1980,vem causando mudangas

importantes no processo produtivo,na organizagao do trabalho

e nas relagdes sociais (Deluiz, p. 99, 1995).

Nas citagbes indiretas, a indicagao da(s) pagina(s) consultada(s) € opcional. A citagao
indireta ocorre quando o autor faz um texto baseado na obra do autor consultado.
Exemplo:

As emogdes, independentes da vinculagdo ou ndo com o0 ambiente
organizacional, influenciam no desempenho das pessoas (Frost, 2003).

Se a citacao tiver texto traduzido pelo autor, deve incluir o termo “tradu¢ao nossa’.
Exemplo:

“Ao final de duas semanas, avalie sua experiéncia” (McGraw, Deane e Francis, 2009,
p. 28, tradugéo nossa).

No caso de citagdo com trés autores, todos devem ser nomeados; mais de trés
autores, somente o sobrenome do primeiro devera aparecer no texto, como em
Spink et al. (2001).

Para enfatizar trechos da citacdo, destaque-os com a expressao “grifo nosso” entre
parénteses, apds a chamada da citagao, ou “grifo do autor”, caso o destaque ja faga
parte da obra consultada. Exemplos:

A hipotese da escassez nao explica sozinha o processo de mudanca de valores de

uma sociedade. (Okado; Ribeiro, 2017, p. 10, grifo do autor).
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Em termos de comportamento, a motivacdo pode ser conceituada como esforco e
tenacidade exercidos pela pessoa para fazer algo ou alcangar algo. (Chiavenato,
1994, p. 165, grifo nosso)

Adotar a ordem cronolégica em que os documentos foram publicados, separados por
ponto e virgula, no caso de varios citados em sequéncia. Exemplo:
(Crespo, 2005; Costa; Ramalho, 2008; Moresi et al., 2010).

Referéncias Para elaboracao das referéncias, a Trabalho, Educag¢éao e Saude baseia-
se na norma NBR 6023:2018, da ABNT, com ligeiras modificagbes. As referéncias
bibliograficas devem ser elencadas, em ordem alfabética de autores, ao final do
manuscrito e conter todas as obras citadas no corpo do texto, compondo assim a lista
de referéncias, sem numeracao de entrada e com espaco simples entre elas. Quando
houver até trés autores, todos devem ser indicados. No caso de mais de trés autores,
indicar apenas o primeiro, seguido da expressao et al. O primeiro nome dos autores
deve ser escrito por extenso nas referéncias. Diferentes titulos de um mesmo autor
publicados no mesmo ano deverao ser distinguidos, adicionando-se uma letra (a, b,
c...) em minuscula apés a data, tanto nas citagées no corpo do texto quanto na lista
de referéncias bibliograficas. Os titulos dos periddicos devem ser escritos por extenso.
O autor é responsavel pela exatidao e pertinéncia das referéncias. Para os casos nao
exemplificados, o autor deve consultar a norma NBR 6023:2018, da ABNT. No caso
de existir um numero DOl para o documento, ele deve ser incluido ao final da

referéncia. Observem-se os exemplos a seguir:

Artigo em periédico eletrénico

TESSER, Charles D.; NORMAN, Armando H.; VIDAL, Tiago B. Acesso ao cuidado na
Atencdo Primaria a Saude brasileira: situacdo, problemas e estratégias de
superagao. Saude em Debate, Rio de Janeiro, v. 42, num. esp. 1, p. 361-378, 2018.
https://doi.org/10.1590/0103-11042018S125. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/sdeb/a/cLcgmxhpPLWJjJMWrq9fL4K/?format=pdf&lang=pt.
Acesso em: 17 mar. 2022.

SPINK, Mary J. P. et al. A construgao da Aids-noticia. Cadernos de Sautde Publica, Rio
de Janeiro, v. 17, n. 4, p. 851-862, 2001. DOI: https://doi.org/10.1590/S0102-
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311X2001000400019. Disponivel em: https://scielosp.org/pdf/csp/v17n4/5291.pdf.
Acesso em: 22 ago. 2020.

Se nao houver DOI:

FONTES. Virginia. Capitalismo em tempos de uberizagdo: do emprego ao
trabalho. Marx e o Marxismo: Revista do NIEP, Rio de Janeiro, v. 5, n. 8, p. 46-67,
jan./jun. 2017. Disponivel em:
https://www.niepmarx.blog.br/revistadoniep/index.php/MM/article/view/220.  Acesso
em: 10 out. 2020.

Artigo fora de periédico eletrénico

MACHADO, Anténio B. Reflexbes sobre a organizagdo do processo de trabalho na
escola. Educagdo em Revista, Belo Horizonte, n. 9, p. 27-31, jul. 1989.

CARVALHO, Jorge. Agora é o desafio local-global. Entrevistado: Peter Senge. HSM
Management, Sao Paulo, n. 76, p. 50-57, set./out. 2009.

Livro e tese

GRAMSCI, Antonio. Os intelectuais e a organizagéo da cultura. 4. ed. Rio de Janeiro:
Civilizagao Brasileira, 1982.

MENDES-GONCALVES, Ricardo B. Medicina e histéria: raizes sociais do trabalho do
médico. 1979. 253f. Dissertacao (Mestrado em Medicina Preventiva) — Faculdade

de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 1979.

Capitulo de livro
BOURDIEU, Pierre. O campo cientifico. In: ORTIZ, Renato (org.). Pierre Bourdieu:
sociologia. Sdo Paulo: Atica, 1983. p. 122-155.

Congresso (evento) no todo

CONGRESSO BRASILEIRO DE EPIDEMIOLOGIA,10., 2017,
Florianépolis. Anais [...]. Florianépolis: Associagédo Brasileira de Saude Coletiva
(Abrasco), 2017. Tema: Epidemiologia em defesa do SUS: formagdo, pesquisa e

intervencao.

Partes de congresso (Evento)
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SILVA, Levy S. Uma analise experimental do impacto da selecdo de atributos em
processos de resolugdo de entidades. /n: SIMPOSIO BRASILEIRO DE BANCO DE
DADQS, 34., 2020, Fortaleza. Anais [...]. Fortaleza, 1994. p. 1-12.

Dados oferecidos por agéncias governamentais (Secretarias, Ministérios, IBGE
etc.)

SANTA CATARINA. Secretaria de Estado da Saude. Plano de contingéncia para
resposta as emergéncias em saude publica: doenga pelo SARS-CoV-2: Covid-19.
Floriandpolis: SES-SC, 2020.

RIO DE JANEIRO (Municipio). Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro
(SMS-RJ). Dados sobre acidentes ocupacionais com material biolégico. Rio de
Janeiro: SMS-RJ, 2000.

ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARAAEDUCACAO, CIENCIAE CULTURA
(Unesco). Politica de mudancga e desenvolvimento no ensino superior. Rio de Janeiro:
Garamond, 1999. 98p.

Leis, decretos, portarias etc.

BRASIL. Lei n. 9.394, de 20 de dezembro de 1996. Estabelece as Diretrizes e Bases
da Educacado Nacional. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil: Secao
1, Brasilia, DF, p. 27.839, 23 dez. 1996.

Legislagao em meio eletrénico

BRASIL. [Constituicao (1988)]. Constituicdo da Republica Federativa do Brasil de
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