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RESUMO

Introducdo: A vitamina C (VC) e vitamina Kz (VK3) tém atividade
citotoxica, antiproliferativa e antitumoral. A citotoxicidade da VK; é
potencializada quando associada com VC. O encapsulamento com
quitosana pode retardar ou controlar a liberagdo de VCK; prevenindo contra
reacOes de biotransformacdo prematuras e aumentar a estabilidade e
biodisponibilidade. Relatos na literatura mostram que compostos de vanadio
induzem o estresse oxidativo in vitro sugerindo este como um possivel
mecanismo de agdo para seu efeito antineoplésico. Adicionalmente, alguns
autores tém evidenciado que VC possui atividade antioxidante, mas também
possui efeito citotéxico sobre células malignas através de atividade proé-
oxidante em elevadas doses. Objetivo: nesse trabalho pretendeu-se avaliar a
atividade citotoxica, pré-apoptotica e antitumoral da associacdo das VC e
VK; microencapsuladas com quitosana e a potencializacdo do efeito
antitumoral do ortovanadato de sodio pela associagdo com VC.
Metodologia: A liberagdo da VC das microparticulas de VC e VCK; foi
avaliada por CLAE. A citotoxicidade das microparticulas de VC, VK; e
VCK; foi avaliada em células de cancer de mama (MCF7) e a
citotoxicidade de ortovanadato e associagdo de ortovanadato e VC em
células de cancer de bexiga (T24). O efeito antitumoral foi avaliado em
liquido ascitico de camundongos isogénicos Balb/c inoculados com células
de tumor de Ehrlich. Resultados: A liberacdo da VVC das microparticulas de
VC e VCK; mostrou ser sustentada por mais de seis horas. O tratamento
com VK; encapsulada (E) foi o mais citotoxico (CI50 = 18,15 uM) quando
comparado com VC (CI50 > 9,65 mM) e VCK; (CI50 = 9,17 mM:51,58
uM) os quais ndo tiveram as respectivas citotoxicidades aumentadas ap0s
microencapsulamento. Na avaliagdo do efeito antitumoral in vivo os
tratamentos com VCKj; (E) e VK3 (E) resultaram na maior reducdo da
variacdo do peso do corpo (66,98 e 56,92 %). VCKj; (E) resultou na maior
inibicdo do crescimento tumoral (66,20 %), seguido de VK3 (NE) (49,86
%). VCKj3 (E) resultou em maior aumento de tempo médio de sobrevida
(TMS = 16,5 dias) e percentual de longevidade (PAL = 42,30 %) sugerindo
assim as microparticulas com efeitos antitumorais mais promissores. O dano
oxidativo em proteinas (0,068 umol/mg) foi maior apds o tratamento com
VCK; (E) o que pode ser resultado de estresse oxidativo. Os tratamentos
com VC (NE), VC (E), VCK; (NE) causaram 0s maiores aumentos nos
niveis de peroxidacdo lipidica (9,0; 7,5; 7,0 nmol/g, respectivamente). A
apoptose foi determinada nas células asciticas de tumor de Ehrlich
especialmente ap6s VCK; (E) e VK3 (NE) observando-se 38 e 52 % de
células apoptoticas. Na avaliacdo da potencializacdo do efeito antitumoral
de ortovanadato de sodio (NasVVO,) e associacdo com VC a citotoxicidade,



inibicdo da proliferacdo celular, geracdo de ERO e fragmentacdo de DNA
foram feitas com a linhagem de células de céncer de bexiga (T24).
Ortovanadato de sédio (0,5-10 puM) foi citotoxico contra a linhagem
tumoral (CI50 = 5,8 uM), mas a associacdo com VC (100 uM) apresentou
maior citotoxicidade (CI50 = 3,3 uM). A associa¢do ortovanadato e VC
aumentou a inibicdo da proliferacdo celular (mais de 20 %) dependente da
concentracdo e a geracdo de ERO (quatro vezes) indicando que esse pode
ser um mecanismo de acdo da associacdo ortovanadato e VC. Nao foi
significativa a clivagem do DNA plasmidial, sendo assim, ndo houve
sinergismo da associagdo ortovanadato/VC, pois o efeito da associacdo nédo
foi maior que a acdo do ortovanadato e VC individualmente. A avaliacdo da
atividade antitumoral sobre células de carcinoma ascitico de Ehrlich
inoculadas em camundongos Balb/c mostrou que os tratamentos com
ortovanadato (18,75 mg/kg/dia) e associacdo  ortovanadato/VC
(18,75:187,50 mg/kg/dia) reduziram as medidas de variacdo de peso do
corpo, variagdo da circunferéncia abdominal e volume de liquido ascitico
quando comparados aos grupos de controle (com tumor e sem tratamento).
Houve inibicdo do crescimento do tumor (73,71 %) quando comparado ao
tratamento realizado somente com ortovanadato de sodio (45,07 %) e
aumento da longevidade (TMS = 55,56 %). As células de tumor de Ehrlich
retiradas dos camundongos foram usadas para determinar a atividade de
enzimas antioxidantes, o dano oxidativo e o tipo de morte celular. Nessas
células os tratamentos com ortovanadato sozinho e em associagdo com VC
aumentaram a atividade da catalase, mas somente a associa¢do ortovanadato
e VC aumentou a atividade de SOD (mais de quatro vezes). O dano
oxidativo em proteinas e lipidios foi maior devido ao tratamento feito com
associacdo ortovanadato/VVC (2-3 vezes). A morte celular apds o tratamento
com associacdo ortovanadato e VC ocorreu por apoptose (41,18 %) e foi
devido a inibicdo de Bcl-xL e ativacdo de Bax. Conclusdo: com isso
sugere-se que a associacdo VC e VK; microencapsuladas com quitosana e
associacdo ortovanadato/VVC apresentaram efeitos citotoxico, pré-apoptético
e antitumoral nas linhagens celulares testadas e nos ensaios in vivo e
possivelmente o aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio
seriam um dos mecanismos de acdo associado a estes efeitos observados.

Palavras-chave: Vitamina C. Ascorbato. Vitamina Kz Menadiona.
Ortovanadato de sédio. Citotoxicidade. Atividade antitumoral. Estresse
oxidativo. ERO. Bcl-xL. Bax.



ABSTRACT

Introduction: There are at least three decades, efforts have been directed
towards developing drugs as or more effective than traditional
chemotherapy, but less toxic and less likely to induce multidrug resistance.
Vitamin C (VC) and vitamin K3 (VK3) have cytotoxic, antiproliferative and
antitumor activities. The cytotoxicity of VKj; is enhanced when combined
with VC. It has also been shown that vanadium compounds induce
oxidative stress and lipid peroxidation in vitro and there are some reports
indicating the possible anticancer effect of vanadium on tumor cells.
Additionally, some authors have shown that VC has antioxidant activity, but
also possesses cytotoxic effect in elevated doses on malignant cells through
pro-oxidant activity. Objective: In this study, we evaluated the cytotoxic,
pro-apoptotic and anti-tumor involvement of the VC and VKj;
microencapsulated with chitosan. It was also investigated the potentiation of
antitumor effect of sodium orthovanadate by the association with VC.
Methodology: The VC release from the microparticles was analyzed by
HPLC when it was proved that the release is sustained for more than six
hours. The evaluation of cytotoxicity of microparticles VC and VK3 was
performed on MCF7 cells. Results: Treatment with encapsulated VK; (E)
was the most cytotoxic (IC50 = 18.15 pM), whereas the treatments
evaluated with VC (IC50 > 9.65 mM) and VCK; (IC50 = 9.17 mM: 51.58
MM) had increased their cytotoxicities after microencapsulation. In
evaluating the antitumor effect on cells of Ehrlich ascites tumor in Balb-c
mice, it was found an antitumor effect after all treatments with the
microparticles. VCK; (E) and VKj; (E) resulted in greater reduction of the
body weight variation (66.98 and 56.92 %). VCK; (E) also resulted in the
greatest inhibition of tumor growth (66.20 %), followed by VKj; (NE)
(49.86 %). VCK; (E) resulted in an increase of median survival time (MST
= 16.5 days) and a higher percentage increase in lifespan (PAL = 42.30 %).
Thus the microparticles with the combination VCK; (E) have promising
antitumor effects. Oxidative damage of proteins (0.068 pmol/ mg) was
higher after treatment with VCK; (E) comparing with negative control
(0.007 umol / mg) which may result from oxidative stress. The treatments
with VC (NE), VC (E), and VCK; (NE) caused the greatest increases in the
levels of lipid peroxidation (9.0; 7.5; 7.0 nmol/g). Apoptosis was
determined in cells of ascitic Ehrlich tumor after VCK; especially (E) and
VK; (NE) with 38 and 52 % of apoptotic cells. In evaluating the antitumor
effect of sodium orthovanadate (NasVVOy,) it was found that the potentiation
of the toxicity was associated with the combination with VC. Cytotoxicity,
inhibition of cell proliferation, generation of ROS and DNA fragmentation
were evaluated using T24 cells. Sodium orthovanadate (0.5-10 pM) was
cytotoxic against tumor cells T24 (IC50 = 5.8 uM) whereas the association



with  VC (100 uM) showed IC50 = 3.3 uM. The association
orthovanadate/\VVC caused increased concentration dependent inhibition of
cell proliferation (over 20 %) and increased generation of ROS (four fold)
indicating that this may be one mechanism of action of the association
orthovanadate/\VVC in T24 cells. There was no cleavage of plasmid DNA, so
there was no synergism for the association orthovanadate/VC, because the
effect of the combination was not higher than the action of orthovanadate
and VC individually. Antitumor activity was evaluated on cells of Ehrlich
ascites carcinoma inoculated into Balb/c mice. Treatment with
orthovanadate (18.75 mg/kg/day) and association orthovanadate/VVC
(18.75:187.50 mg/kg/day) reduced significantly the measures of variation of
body weight, waist circumference variation and volume of ascites fluid
compared to animals in the negative control group (tumor without
treatment). There was inhibition of tumor growth (73.71 %) compared to
treatment carried out only with sodium orthovanadate (45.07 %) also
increased the longevity of animals (MST = 55.56 %). Cells taken from mice
with tumor Ehrlich ascites were used to determine the activity of
antioxidant enzymes, oxidative damage and type of cell death. In these cells
orthovanadate alone and in combination with VC increased catalase
activity, but only the association orthovanadate / VC increased the activity
of SOD (more than 4 fold). Oxidative damage to proteins and lipids were
higher due to the association with treatment done orthovanadate / VC (2-3
times). It was demonstrated that cell death after treatment with combination
orthovanadate / VC occurred by apoptosis (41.18 %) related to the
inhibition of Bcl-xL and Bax activation. Conclusion: from these results it
can be suggested that the association with VC and VK3 microencapsulated
chitosan and association orthovanadate / VC showed cytotoxic, pro-
apoptotic and anti-tumor activities related to increased generation of
reactive oxygen species in cell lines tested and in vivo assays .

Keywords: Vitamin C. Ascorbate. Vitamin Kz Menadione. Sodium
orthovanadate. Cytotoxicity. Antitumoral activity. Oxidative stress.
ROS. Bcl-xL. Bax.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 CANCER

Weinberg (1996) lembra que a palavra “cancer” ¢ um termo
generalizado que abrange mais de 100 formas de doenga e, embora cada
tipo de céncer tenha aspectos particulares, causas bésicas comuns
parecem estar envolvidas no seu desenvolvimento. Nos varios tipos de
cancer € comum o crescimento desordenado de células, as quais
comprimem, invadem e destroem tecidos e drgdos vizinhos, podendo
espalhar-se para outras regibes do corpo num processo que é chamado
metéastase (WHO, 2012). Também ocorre a perda do controle dos
mecanismos de regulacdo do ciclo celular e da morte celular (INCA,
2012). Céncer é uma doenca aonde ocorre proliferacdo celular
inadequada e uma reducdo na sensibilidade a sinais que normalmente
fazem uma célula aderir, diferenciar ou morrer (COLLINS; JACKS;
PAVLETICH, 1997).

A carcinogénese é um processo patolégico que ocorre em varias
etapas e envolve a mutagdo e posterior expansdo clonal seletiva da
célula mutante (INCA, 2012).

Vérios sdo os mecanismos de acdo pelos quais 0s agentes
guimicos provocam céncer, incluindo a via de producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) que podem induzir e/ou modular o processo
da carcinogénese. O dano oxidativo a macromoléculas como os acidos
nucléicos pode surgir através da superproducdo de ERO, diminuicéo da
capacidade antioxidante da célula ou supressdo dos mecanismos de
reparo do DNA. Por outro lado, as ERO podem estimular vias de
transducdo de sinal e levar & ativacio de fatores de transcricdo essenciais
como Nrf2 e NF-Kb que estimulam a proliferacdo celular (KLAUNIG et
al., 2010).

Entretanto, dois mecanismos chaves tém sido propostos como
essenciais para a inducgdo do cancer. Num deles ocorre um aumento da
sintese de DNA e mitose por carcindgeno ndo genotoxico que pode
induzir mutacdo durante a divisdo celular. As mutacbes podem se
expandir a partir das células pré-neoplasicas iniciais, para um estado de
célula neoplasica (TRUSH & KENSLER, 1991; GUYTON &
KENSLER, 1993). O outro mecanismo conta com um desequilibrio
entre proliferacdo e morte celular programada. Se o dano ao DNA ¢
muito grande, o processo de apoptose, que elimina seletivamente as
células alteradas, também pode ser danificado. Neste caso, 0 processo
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carcinogénico pode ser descrito como um desequilibrio entre a
proliferacdo celular e morte celular, sendo levado a predominancia da
proliferacdo celular (HENGARTNER, 2000).

Céncer é uma das principais causas de morte no mundo; 13%
entre todos os casos de morte em 2008 (7,6 milhes de mortes)
ocorreram devido ao cancer (WHO, 2012). A estimativa de nimero de
novos casos em 2012, para o Brasil foi de 518.510 novos casos, sendo
257.870 novos casos para homens e 260.640 novos casos para mulheres
(INCA, 2012). O céancer é um problema de salde publica com
dimensdes internacionais e nacionais (WHO, 2012).

Como o cancer compreende muitas doencas, sdo usados
diferentes tratamentos. O curso do tratamento depende do tipo de
cancer, da sua localizacdo, e de seu estado de avango. A cirurgia, muitas
vezes, € 0 primeiro tratamento, e é utilizada para remover tumores
solidos (INCA, 2012; HARTWELL, 2013).

Outros tipos de tratamentos para 0 cancer sdo: a quimioterapia,
radioterapia, imunoterapia ou transplante de medula 6ssea sendo que,
em muitos casos, combinam-se mais de uma modalidade (ALMEIDA et
al., 2005).

O objetivo primario da quimioterapia é destruir as células
neoplésicas, preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes
quimioterapicos atua de forma ndo-especifica, lesando tanto células
malignas quanto normais (MACHADO, 2000; ALMEIDA et al., 2005).

Além disso, o0 desenvolvimento de multirresisténcia a
quimioterapia é o principal mecanismo pelo qual muitos tipos de cancer
desenvolvem resisténcia a farmacos quimioterapicos, e é um fator
importante para o fracasso de muitas formas de quimioterapia (Nature
Biotechnology, 2000).

Dessa forma, ainda existe necessidade de pesquisas para 0
desenvolvimento de novos farmacos com acdo seletiva sobre células
tumorais, especificos para células tumorais.

1.2 TIPOS DE MORTE CELULAR

As vias de morte celular descritas na literatura sdo
denominadas: apoptose, morte celular autofagica, necrose, ou associado
a catéstrofe mitética (KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007). Os
diferentes tipos de morte celular sdo frequentemente definidos por
critérios morfoldgicos (DUPREZ et al., 2009).

Adicionalmente, segundo Duprez et al. (2009), a morte celular é
definida com base em: 1) critérios enzimoldgicos, incluindo o
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envolvimento de diferentes classes de proteases (caspases, calpainas,
catepsinas e transglutaminases) e nucleases; 2) aspectos funcionais
(programada ou acidental, fisiolégica ou patolégica) ou em
caracteristicas imunolégicas (imunogénica ou ndo-imunogénica).

Apoptose é um tipo de “morte celular programada” ou “suicidio
celular” (processo controlado geneticamente de autodestrui¢do), no qual
a célula sofre condensacéo do DNA, "blebbing" da membrana (Figura 1)
e outras caracteristicas especificas que sdo, geralmente, o resultado da
ativacdo das proteases intracelulares especificas chamadas caspases
(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; WALKER et al., 1988).

Célula pré-apoptitica Célula apoptética precoce Célula apopibtica tardia

Figura 1 - Morfologia celular na apoptose. Modificado de Walker et al. (1988)

As caspases sdo cisteino-proteases que clivam ligacGes apos
aspartato (Asp) e sdo necessarias para a manifestacao rapida e completa
das caracteristicas da apoptose. As caspases-8, -9, e -10 sdo iniciadoras
e as caspases-3, -6, e -7 sdo as executoras (FUENTES-PRIOR &
SALVESEN, 2004).

A apoptose pode ser iniciada de duas maneiras: a partir de
eventos que envolvem a mitocondria (via intrinseca) ou atraves da acdo
de ligantes especificos na superficie da célula que ativam receptores de
morte (via extrinseca) (Figura 2) (CLARKE & ALLAN, 2009). No
esquema da via intrinseca, na Figura 2, a ativacio da protease apoptdtica
caspase-9 ocorre num grande complexo citoplasmatico, 0 apoptossomo.
Esse é formado com Apaf-1 em resposta a liberacdo de citocromo ¢ das
mitocdndrias. A caspase-9 ativada cliva e ativa as caspases 3 e 7, que
fazem a morte celular por apoptose. A liberagcdo de citocromo ¢ é
mediada por Bax e Bak (caixas rosa), as quais sdo inibidas por Bcl-2,
Bcl-xL e Mcl-1 (caixas verdes), que estdo localizados em mitocondrias e
outras estruturas citoplasmaticas. Estas proteinas anti-apoptéticas séo
opostas por proteinas pro-apoptéticas ligadas apenas nos seus dominios
BH3 (caixas azuis) e que respondem a diferentes estimulos apoptéticos.
No esquema da via extrinseca, na Figura 2, ocorre a ativacdo direta da
atividade da caspase-8 em resposta a a¢do de ligantes aos receptores de
morte celular, a qual leva a liberagdo de citocromo ¢ na via intrinseca,
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através da clivagem proteolitica do dominio BH3 da proteina Bid para
produzir tBid ativado (Bid truncada) e para ativacdo direta das demais
caspases da sequencia (CLARKE & ALLAN, 2009).

Receptor de
morte celular
G0, s.m n
receptor-morte /
Via intrinseca
¥ Bel-xL | Mcl-1 ]
Caspase-8 Bax ‘/ p— =
(Al .‘\I[ BY? \,\\‘,\ U | via mitocondrial
Bak 2 \ F‘UY whey, )
_)r)l ]‘L\'] |_L’_//

Mitocéndria
Citocromo ¢

§’> Apoptossoma

Caspase-3 Caspase—?

N

Apoptose

Via extrinseca

Figura 2 - Esquema das duas principais vias de inducdo de apoptose na célula:
via mitocondrial (intrinseca) e via receptor de morte (extrinseca) (adaptado de
CLARKE & ALLAN, 2009).

Segundo Kroemer; Galluzzi; & Brenner (2007) ativacdo induzida
por ligantes de receptores de morte induz a organizacdo do complexo de
sinalizacdo indutor de morte (DISC) no lado citoplasméatico da
membrana plasmatica. Isso promove a ativacdo da caspase-8 (e
possivelmente da caspase-10) que entdo é capaz de clivar as caspases
efetoras -3, - 6, e -7. A ativagdo da caspase-8 pode também
proteoliticamente ativar Bid, que promove permeabilizacdo da
membrana mitocondrial (MMP) e representa a principal ligacdo entre as
vias apoptoticas extrinseca e intrinseca (KROEMER; GALLUZZI; &
BRENNER, 2007).

Apoptose e cancer sdo fendmenos opostos, entretanto tem sido
proposto que ERO estdo envolvidas em ambos 0s processos. Evidéncias
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de que a apoptose pode ser induzida por ERO é fornecida por estudos
que se baseiam no fato de que ERO sdo ativadores de caspases ou
ativam este processo via abertura do poro de transicdo da
permeabilidade da mitocdndria (MPT) (CHANDRA et al, 2000;
LEHNINGER, 2008; RICCI; GOTTLIEB; GREEN, 2003).

Por outro lado, também a indugdo da carcinogénese tem sido
ligada ao dano oxidativo ao DNA e produtos oxidativos deste, como a 8-
0x0-2'-deoxiguanosina, que sdo altamente mutagénicos (MILLS et al,
1998).

As ERO também contribuem para a carcinogénese através da
interferéncia no sistema de cascata de sinalizacdo, incluindo entre outros
o fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-kB), proteina-1 ativada (AP-
1), fosfolipase A2, proteinas cinases ativadoras de processo mitogénico
(MAPKSs) e c-Jun cinase (MANNA et al, 1998; MUSONDA &
CHIPMAN, 1998).

As células reagem rapidamente ao desequilibrio no potencial
redox com respostas biolégicas, incluindo parada de ciclo celular,
transcricdo génica, iniciacdo de transducédo de sinal e reparo do dano ao
DNA. Estes eventos sdo os que determinam se a célula ir4 passar pelo
processo de necrose, senescéncia, apoptose ou entdo sobreviver e
proliferar (LIMOLLI et al, 1998; CAGNOL & CHAMBARD, 2009).
Entretanto, aquelas que sofreram mutacbes que atingiram 0S genes
supressores tumorais podem caminhar para um processo neoplasico por
perda do controle dos mecanismos de apoptose (HANAHAN &
WEINBERG, 2011).

Membros da familia de proteinas Bcl-2 (linfoma de célula B-2) e
outras proteinas citoplasmaticas sdo reguladores chave da apoptose,
sendo esta um programa de suicidio celular critico para o
desenvolvimento, homeostase tecidual e prote¢do contra patégenos
(ADAMS & CORY, 1998). Alguns membros da familia de proteinas
Bcl-2 podem ser prd-apoptdticos sendo que alguns iniciam a morte
celular (Bim - mediador de morte celular que interage com Bcl-2; Puma
- mediador super regulado de apoptose p53 ou Bid - dominio que
interage com Bcl-2) ou ativam as vias efetoras de apoptose (Bax e Bak);
outros membros da familia sdo anti-apoptéticos (incluindo o proprio
Bcl-2, Bel-xL e Bcl-w, entre varios outros) (ALMEIDA et al., 2004;
KELLY & STRASSER, 2011).

A progressdo do ciclo celular é realizada, em parte, pela atividade
regulada de numerosos complexos CDK-ciclina. As fungdes de CDK2
acontecem na fase S, atuando juntamente com a ciclina A, em células de
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mamiferos. A ligacdo de ciclina A estimula a atividade de CDK2
(COLLINS; JACKS; PAVLETICH, 1997).

A apoptose estd prejudicada em muitos tumores humanos, sendo que a
supressdo da apoptose durante carcinogenése tem um papel no
desenvolvimento e progressdo de alguns tipos de céncer (KERR;
WINTERFORD; CURRIE, 1994).

Necrose é causada por ruptura fisica na célula, decorrente de
injuria, toxinas bacterianas ou privacdo nutricional. Por um longo
tempo, a necrose foi considerada uma forma acidental e ndo controlada
de morte celular, sem eventos de sinalizacdo conhecidos. 1sso pode ser
verdade para morte celular que ocorre por dano fisico severo, tais como
hipertermia ou citélise induzida por detergente (FESTJENS; VANDEN
BERGHE; VANDENABEELE, 2006; GOLSTEIN & KROEMER,
2007). Algumas das principais mudancas morfoldgicas que ocorrem na
morte celular por necrose incluem inchaco celular, formacgéo de
vactolos citoplasmaticos; reticulo endoplasmatico dilatado; formacéo
citoplasmatica de bolhas; mitocéndrias condensadas, inchadas ou com
rupturas; desagregacdo e separacdo dos ribossomos; membranas das
organelas rompidas; lisossomos inchados e com rupturas, e
eventualmente ruptura da membrana celular (KERR et al, 1972;
MAJINO e JORIS, 1995; TRUMP et al, 1997).

1.3 AGENTES TERAPEUTICOS E INDUGAO DE ESTRESSE
OXIDATIVO

O estresse oxidativo € um processo bioldgico onde ocorre um
desequilibrio intracelular entre a sintese de espécies pré-oxidantes e
antioxidantes, com deslocamento em direcdo a formacdo de pré-
oxidantes, levando a danos celulares. Estes pré-oxidantes podem ser
tanto substdncias quimicas exdgenas ou produtos do metabolismo
aerobico normal da célula. Desta forma, os pré-oxidantes podem gerar
radicais livres primarios (peroxil, alcoxil, alquil, etc), que desencadeiam
um processo tipo cascata que pode levar a liberacdo de radicais livres
secundarios e espécies reativas de oxigénio (radical superdxido,
peroxido de hidrogénio, radical hidroxil, entre outros). Tanto os radicais
livres primarios como os secundarios podem iniciar a peroxidagdo
lipidica, levando a geracdo de radicais livres terciarios (alcoxil lipidico,
peroxil lipidico) (BYCZKOWSKI & KULKARNI, 1998). Fatores
adicionais como a idade, deficiéncia dietética ou a presenca de metais de
transicdo podem aumentar o estresse oxidativo. O esgotamento de
antioxidantes celulares como vitamina E, GSH e das defesas
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enzimaticas como CAT, SOD e GPx deficitarias podem aumentar os
niveis de radicais livres e gerar danos a componentes celulares, e
consequentemente levar a apoptose (BYCZKOWSKI & KULKARNI,
1998).

O mecanismo de acdo de alguns antineoplasicos utilizados no
tratamento do cancer baseia-se principalmente na inducdo da apoptose
e/fou necrose (LIU et al, 2002) causados por agentes citostaticos
(ciclofosfamida, metotrexato), corticosterdides (dexametasona) e
radiagcdo. Estes farmacos agem principalmente: 1) causando dano ao
DNA, iniciando uma cascata de eventos que levam a morte celular,
podendo induzir apoptose através dos receptores de morte (TNFR, Fas)
e por ativagdo de proteases; 2) lesando diretamente 0 DNA (etoposideo);
3) impedindo a formagdo dos microtdbulos (taxol, vimblastina e
vincristina) (HANNUN, 1997).

Outro mecanismo importante para inducdo de apoptose em
células tumorais seria a geracdo de ERO que poderiam ativar a via do
poro de transicdo da permeabilidade mitocondrial (MPT) que pode
desencadear este processo de morte celular independente da regulacdo
pelo p53. Desta forma, € importante avaliar o estado redox da célula
tumoral, particularmente a expressdo das barreiras antioxidantes, uma
vez que estas poderiam eventualmente proteger a célula da ativacdo da
via MPT.

A maioria das células tumorais pode exibir estresse oxidativo
elevado com atividade metabdlica aumentada e producdo de ERO
(NAKAGAWA et al., 2002; TSANG et al., 2003). O mecanismo de
acdo de muitos agentes quimioterapicos envolve apoptose mediada por
estes radicais, uma vez que estas células em geral tem menor capacidade
de neutralizar ERO. Por exemplo, os farmacos antitumorais cléssicos
cisplatina e adriamicina produzem ERO em niveis elevados, resultando
em dano ao DNA e morte celular. Desta forma, avancos no
conhecimento da regulagdo do estresse oxidativo tém levado ao
delineamento de novos agentes terapéuticos.

1.4 ATIVIDADE ANTITUMORAL DAS VITAMINAS C e K;
1.4.1 Atividade antitumoral da vitamina C
Alguns autores tém evidenciado que o acido ascérbico ndo possui

somente atividade antioxidante, mas também possui efeito citotdxico
sobre células malignas, através da atividade prd-oxidante
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(YAMAMOTO et al., 1987; GONZALEZ et al., 1998; VERRAX &
CALDERON, 2009).

Foi relatado que a vitamina C (VC), ou 4acido ascorbico, é
citotdxica para células de mieloma maligno, células leucémicas
humanas, neuroblastomas, células de tumor ascitico, leucemia
linfoblastica aguda e carcinoma epidermoide, células TLT (PRASAD et
al., 1979; BRAM et al., 1980; PARK et al., 1980; LEUNG et al., 1993;
DE LAURENZI et al., 1995; VERRAX & CALDERON, 2009).

A vitamina C (ascorbato) em concentracGes elevadas pode levar a
producdo de perdxido de hidrogénio por oxidacdo (do oxigénio) em
sistemas bioldgicos, de acordo com Halliwell (1996), Asano et al (1999)
e Verrax & Calderon (2009). Este peroxido de hidrogénio pode gerar
espécies reativas de oxigénio como o radical hidroxil e produtos de
oxidacdo como aldeidos, que podem danificar membranas bioldgicas e
levar & morte celular (CLEMENT et al., 2001).

A vitamina C também pode ser citotdxica devido a atividade
redutora de intermediarios metabdlicos instaveis, como por exemplo, a
acdo sobre a vitamina K3 (menadiona), onde ocorre uma transferéncia de
1 elétron da vitamina C para o intermedidrio metabdlico vitamina Kj
(uma quinona) que € reduzida a semiquinona. Na presenca de oxigénio,
a semiquinona € reoxidada a quinona e o oxigénio produz &nion
superoxido o que leva a formacdo de peroxido de hidrogénio e outras
ERO (GILLOTEAUX et al., 2001; GRAD et al., 2001; VERRAX et al.,
2009).

As células tumorais apresentam perda do controle da proliferacdo
celular e, além disso, muitos tipos mostram um perfil metabolico
predominantemente glicolitico mesmo na presenca de oxigénio,
observacgdo que, segundo Hanahan & Weinberg (2011), foi demonstrada
por Warburg (1956a, 1956b) e, dessa forma, nessas células ocorre uma
menor producdo de ATP (cerca de 18 vezes menor eficiéncia da via
glicolitica em relacdo a fosforilagdo oxidativa) (HANAHAN &
WEINBERG, 2011).

As células malignas sdo conhecidas pelo seu metabolismo
acelerado, alto requerimento de glicose e captacdo de glicose aumentada
(MACHEDA; ROGERS; BEST, 2005). Por outro lado, nas células
tumorais ha uma superexpressdo dos transportadores de glicose
independentes de sédio (GLUT) que aumentam a importagdo de glicose
para o citoplasma (BIRNBAUM; HASPEL; ROSEN, 1987;
HANAHAN & WEINBERG, 2011). Segundo véarios autores 0s
transportadores GLUT também transportam &cido ascorbico (VERA et
al., 1994; TSUKAGUCHI et al., 1999). Dessa forma, tem sido sugerido
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gue as células neoplésicas possuem uma capacidade de maior captacéo
de ascorbato de s6dio em relagdo as células normais, por apresentarem a
superexpressdo dos transportadores GLUT (AGUS; VERA; GOLDE,
1999; BIRNBAUM; HASPEL; ROSEN, 1987; HANAHAN &
WEINBERG, 2011).

1.4.2 Atividade antitumoral da vitamina K;

A vitamina K3 (VKj3, 2-metil-1,4-naftoquinona), ou menadiona, é
citotdxica para tumores de mama, estdmago, pulmdo, célon,
nasofaringe, colo uterino, figado, leucemia e alguns linfomas (NUTTER
et al.,, 1992; WU et al., 1993). Menadiona é usada clinicamente no
tratamento de leucemia (MATZNO et al., 2008).

Segundo Wu (1999) a vitamina K exerce efeito antitumoral
inibindo a atividade da cinase dependente da ciclina 1 (CDK1). A
ligagdo da vitamina Kz a fosfatase cinase dependendente de ciclina
(CDC25) provoca a formagdo de CDK1 hiperfosforilado, que € inativo o
que subsequentemente induz a parada do ciclo celular e a morte das
células.

As ciclinas e as cinases dependentes das ciclinas (CDKSs) séo
enzimas chaves reguladoras do ciclo celular nas células eucaridticas. O
complexo CDKZ1-ciclina B regula a fase M, os complexos CDK2-ciclina
A e CDK2-ciclina E controlam a fase S e a transigdo G1/S e o complexo
CDK4-ciclina D controla a progressdo da fase Gl (BOUTROS;
DOZIER; DUCOMMUN, 2006).

Existem 3 genes CDC25 nos seres humanos: A, B, e C. Os
produtos desses genes sao fosfatases especificas que possuem residuo de
cisteina nos sitios ativos. O pico de expressdo do gene CDC25A ocorre
na fase G1 e o pico de expressdo do gene CDC25B ocorre na transicdo
G1/S e na fase G2. O CDC25C é predominantemente expresso na fase
G2 e regula o tempo para o inicio da mitose nas células (WANG et al.,
1995; BOUTROS; LOBJOIS; DUCOMMUN, 2007).

A vitamina K; induz a parada do ciclo celular e
consequentemente a morte da célula por inibir a CDC25 fosfatase, a
qual promove o acUimulo da proteina retinoblastoma (RBp) inativa
hipofosforilada e a CDK1 inativa hiperfosforilada (WU et al., 1993).
VKj3 também induz parada na fase G2/M pela inibicdo da formacdo do
complexo ciclina B/cdkl, e é, portanto, Gtil como um potencializador de
farmacos dependentes da fase-G2 na quimioterapia de cancer hepatico
(MATZNO et al., 2008). Além disso, a vitamina K; também induz
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apoptose por fragmentacdo do DNA e aumento da expressdo do gene c-
myc (WU et al., 1993).

Foram propostos dois mecanismos de acdo primarios para
explicar a citotoxicidade da VKs: um é o estresse oxidativo através da
cascata de oxireducdo da estrutura quinona, gerando ERO e o outro
mecanismo é pela arilacdo direta dos tidis intracelulares, provocando
drastica queda dos niveis de glutationa (GSH) e inibicdo de proteinas
dependentes de sulfidril. A VK3 gera semiquinonas, radical superdxido e
H,0,, provocando a deplecdo da GSH, peroxidacéo lipidica e clivagem
do DNA. Por outro lado, a vitamina Kz em baixa concentracdo é um
sequestrador de anion superdxido. Porém, em maiores concentragdes
funciona como pré-oxidante, aumentando a geracdo de ERO (NUTTER
etal., 1992).

Nutter et al. (1992) mostrou que a VK3 aumentou a geracao de
radical hidroxil nas células do cancer de mama humano (MCF7),
provocando quebra da mono hélice e da dupla hélice do DNA destas
células. Conforme descrito anteriormente, a agdo da VKj é especifica
em células que estejam passando por mitose, ja que a mesma age nas
proteinas de primeira e de segunda fase do processo proliferativo
(WANG et al., 1995; WU, 1999).

1.4.3 Atividade antitumoral da associacdo das vitaminas C e K;

A citotoxicidade da vitamina K; € potencializada quando
associada com a vitamina C numa relacdo de 1/100 (NOTO et al., 1989;
VERRAX et al., 2004). Essa conclusao foi obtida, primeiramente, ap6s
a verificacdo da reativacdo de DNases &cida e alcalina por vitamina C e
vitamina Kj, levando a morte de células tumorais e regressao de tumor
(TAPER; BRUCHER; FORT, 1971; TAPER, 1981; TAPER,;
DECKERS; DECKERS-PASSAU, 1981).

Também foi observado que a combinacdo das vitaminas C/K; na
razdo de 100/1, apds a inoculacdo de tumor em camundongos, produziu
a inibicdo do crescimento do cancer em tumor transplantado de figado
com um aumento de sobrevida de 45,8 %, além da potencializacéo
seletiva da quimioterapia com a ciclofosfamida (80 mg/kg de peso) e
radioterapia (20 Gy raios-X de irradiacdo local) na forma sélida de
tumor (TAPER et al., 1996; CALDERON et al., 2002; BECK et al.,
2010).

O efeito citotoxico especifico da combinacdo em células
tumorais, segundo Taper et al. (1996), poderia ser explicado pelo ciclo
redox entre as vitaminas C e K3 e a indugdo do estresse oxidativo. De
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acordo com Taper et al. (1996) a vitamina K; € reduzida ndo
enzimaticamente pela vitamina C para formar deidroascorbato e um
radical livre semiquinona (Figura 3). Tal semiquinona é rapidamente
reoxidada para a forma quinona pelo oxigénio molecular entdo gerando
espécies reativas de oxigénio tais como anion superéxido (O;"),
peréxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxil ('HO).
Adicionalmente, tem sido mostrado por varios autores (BECK et al.,
2009; CALDERON et al., 2002; TAPER et al., 1987; VERRAX &
CALDERON, 2008) que a associacdo de ascorbato e menadiona é um
sistema gerador de H,0, que resulta na morte celular de varios tipos de
células de cancer (MCF7, K562, TLT).
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Figura 3 - Ciclo de oxido-reducdo entre vitamina C e vitamina K;. Fonte:
Verrax et al., 2005.

Nas células tumorais ocorre expressdo aumentada de GLUT e
possibilidade de maior transporte de vitamina C para dentro das mesmas
(VERA et al., 1994; AGUS, VERA, GOLDE, 1999; TSUKAGUCHI et
al., 1999). A associacdo entre vitamina C e vitamina K3 poderia exercer
um efeito citotoxico seletivo sobre essas células, apresentando efeito
pré-oxidante, além de acBes isoladas nos processos celulares, as quais
poderiam ser mais notaveis agindo em associacdo. Dessa forma, 0s
efeitos descritos para a referida associacdo poderiam  ser
potencializados, os quais levariam & morte celular tumoral.
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1.5 MICROENCAPSULAMENTO E UTILIZAGAO DA
QUITOSANA COMO MATRIZ POLIMERICA

Alguns avangos na tecnologia farmacéutica tém propiciado
melhoria importante na eficacia dos farmacos, uma vez que estéo sendo
propostas novas formulac6es de liberagdo controlada que permitem uma
otimizacdo da dose terapéutica com uma efetiva reducdo da toxicidade
dos quimioterdpicos. Isso € particularmente interessante no caso de
agentes antitumorais, farmacos de elevada toxicidade intrinseca, pois
pode ser conseguida redugdo da toxicidade, supressdo de reacdes
adversas e diminuicdo do numero de doses administradas diariamente
(VILLANOVA, et al., 2010).

Dentre estas novas opgdes de formulacGes, destacam-se 0 nano e
0 microencapsulamento em matriz polimérica que tem como principal
objetivo levar a liberagdo controlada do farmaco no sitio alvo, bem
como uma manutencao prolongada de niveis elevados destes a partir de
uma dose terapéutica menor (MUNDARGI et al., 2008).

Geralmente, os sistemas poliméricos liberam o farmaco através
dos mecanismos de difusdo, reacdo quimica (degradagdo ou clivagem)
ou ativacdo de solventes (intumescimento ou pressdo osmética).
Entretanto, 0 mecanismo de liberacdo mais comum é a difusdo, no qual
o farmaco migra da posicdo inicial (interna) no polimero para a
superficie e depois para o local de atuacdo (LANGER, 1990).

O encapsulamento pode ser definido como um processo de
formac&o de um revestimento continuo, fino, ao redor dos encapsulados
(isto &, particulas sélidas, goticulas de liquidos ou gases), 0s quais serdo
inteiramente contidos dentro da parede da capsula como um nucleo de
material encapsulado (KIRBY, 1991; DESAI & PARK, 2006).

Uma microcépsula é definida como uma particula esférica com
tamanho variando de 50 nm a 2 mm, contendo um composto no nucleo
(centro). Microesferas sdo, em um sentido estrito, particulas esféricas
vazias. No entanto, os termos microcapsulas e microesferas séo
freqlientemente usados como sindnimos (KUMAR, 2000).

O microencapsulamento é uma tecnologia de embalagem em
miniatura para produtos sélidos, liquidos ou substincias gasosas em
capsulas seladas que podem liberar seu conteldo a velocidades
controladas em condicdes especificas (SHAHIDI & HAN, 1993).
Segundo Jyothi e colaboradores (2010), o microencapsulamento € uma
técnica de preservacdo da qualidade de substéncias sensiveis e um
método para producdo de materiais com novas propriedades. O
microencapsulamento € considerado um processo no qual se engloba
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particulas com precisdo, em um revestimento polimérico (JYOTHI et
al., 2010).

A microcapsula é constituida por uma membrana semipermeavel,
esférica, fina e forte em torno de um ndcleo sélido ou liquido, com
didmetro variando de alguns microns a 1 mm (ANAL & SINGH, 2007).
O revestimento protege o contelido ativo de estresses ambientais, tais
como exposicdo ao oxigénio, a luz e a acidez (ROKKA &
RANTAMAKI, 2010).

Existem diferentes técnicas disponiveis para o encapsulamento de
moléculas. A eficiéncia do encapsulamento das microparticulas,
microesferas ou microcapsulas depende de diversos fatores como a
concentracdo do polimero, a solubilidade do polimero no solvente,
velocidade de remocdo do solvente e a solubilidade do solvente
organico na agua (JYOTHI et al., 2010). Dentre as técnicas mais
utilizadas atualmente para o microencapsulamento existe o método
spray drying que consiste na transformacéo de um material que esta em
estado fluido para um estado particulado, pela pulverizacdo em um
ambiente quente. Embora seja considerado um meio de desidratacéo,
pode também ser usado como método de encapsulamento (LUZ; PIRES;
SERRA, 2007; ROKKA & RANTAMAKI, 2010).

Na técnica de spray drying ocorre a atomizacdo de uma emulsdo
ou de uma suspensdo e do material carreador para dentro do ambiente
onde existe 0 gas de secagem, local em que ocorre a rapida evaporacdo
da &gua e as capsulas sdo obtidas como p6 seco. O processo de spray
drying é controlado pelo fornecimento, disponibilizacdo do material,
fluxo do géas e temperatura (ROKKA & RANTAMAKI, 2010).

Dentre 0s possiveis materiais de revestimento para
microencapsulamento estd incluida a matriz polimérica quitosana
(AUGUSTIN & SANGUANSRI, 2008).

A quitosana ¢ um derivado de quitina com grau varidvel de
desacetilagdo. E um polissacarideo linear composto de N-acetil-D-
glucosamina  (unidade acetilada) e D-glucosamina (unidade
desacetilada) unidas por ligagdes glicosidicas B-(1-4) (Figura 4). A
quitosana apresenta grupos amino livres (-NH,) que, em meio acido,
podem estar protonados (-NHs"). Este biopolimero é biodegradavel,
biocompativel e apresenta baixa toxicidade (HIRANO et al., 1989;
SUDARSHAN; HOOVER; KNORR, 1992).

A quitosana é soltvel em solugdes acidas com pH abaixo de 6,0.
Pode ser considerada uma base forte, pois possui grupos amino
primarios com pKa de 6,3. A presenca dos grupos amino indica que o
pH altera o estado carregado da molécula e propriedades da quitosana
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(Yl et al., 2005). Em valores baixos de pH, 0s grupos amino tornam-se
protonados, positivamente carregados e entdo a quitosana torna-se um
polieletrélito catidnico sollvel em dgua. Quando o pH é maior que 6,0,
as aminas da quitosana ficam desprotonadas, o polimero perde cargas €
torna-se insoldvel. Essa transi¢do solUvel-insolGvel ocorre no pH em
torno do pKa, entre 6,0 e 6,5. Como o valor do pKa é altamente
dependente do grau de N-acetilagdo, a solubilidade da quitosana é
dependente do grau de desacetilacdo e do método de desacetilagdo
usado (PILLAI; PAUL; SHARMA, 20009).
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Figura 4- Estrutura da quitina-quitosana. Fonte: Pillai; Paul; Sharma (2009).

Quitosana como matriz polimérica, no formato de esferas e
microesferas, tém sido produzidas e empregadas em diversas areas de
biotecnologia, principalmente como veiculos de transporte e de
liberacdo de farmacos ou compostos no organismo (JANES et al., 2001;
CAMPOS; SANCHEZ; ALONSO, 2001). Este biopolimero, empregado
como um transportador de farmacos, pode melhorar a absorcdo destes,
estabilizar seus componentes, favorecendo a liberacdo e reforgando o
efeito em relacdo ao alvo pretendido. Assim, a quitosana também pode
ser usada como transportadora de farmaco para tratamento antitumoral
de quimioterapia.

O desenvolvimento de um sistema de encapsulamento para uma
determinada aplicacdo requer conhecimento sobre a estabilidade do
componente bioativo (ndcleo ou parte central) em foco, as propriedades
dos materiais escolhidos para o encapsulamento (encapsulante) e a
adequacdo do sistema de liberagcdo (microcapsula ou microparticula)
para a sua aplicacdo final (AUGUSTIN & SANGUANSRI, 2008).

Finalmente, na literatura ja estd demonstrado que a associacao
VC com VK; é citotdxica para células tumorais (CALDERON et al.,
2002; BECK et al., 2010) e também que a VC é altamente sensivel a
oxidacdo e degradacéo durante amostragem, manuseio, armazenamento,
analises. Vérios fatores, tais como temperatura, luz, pH, oxigénio
dissolvido, solvente, forca ibnica, metais como ions férrico e presenca
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de enzimas podem afetar a estabilidade da VC (KARLSEN;
BLOMHOFF; GUNDERSEN, 2007).

Considerando a instabilidade da VC, ha necessidade de uma
forma de manipulagdo com estabilidade superior para que seja mantida a
sua atividade. A fim de garantir a estabilidade da VC e a
disponibilizagdo no meio intracelular, através de liberagdo controlada, o
presente trabalho propds: a) fazer a preparacdo e administracdo de
vitamina C, vitamina Kj, vitamina C associada com Kj, encapsuladas
com quitosana; b) caracterizar as microparticulas; c) avaliar os efeitos
bioldgicos; d) verificar a ocorréncia da possivel potencializacdo, no caso
da associacdo de vitamina C e vitamina Kj.

1.6 ATIVIDADE ANTITUMORAL DO VANADIO

O vanadio é um metal de transicdo que pode ocorrer em diversos
estados oxidativos e pode participar de reacdes envolvendo radicais
livres (CRANS et al, 2004). O vanadato (5%, V) pode rapidamente se
reduzir a vanadil (4%, 1V), tanto por antioxidantes enzimaticos, quanto
ndo enzimaticos (VC) e entdo se ligar a proteinas plasmaéticas
(LIOCHEV & FRIDOVICH, 1990).

Diversos estudos relatam o possivel efeito antineoplasico do
vanadio em células tumorais como linfoma de célula B humana, célula
T leucémica (KRESJA et al, 1997), células leucémicas L1210
(DJORDJEVITZ & WAMPLE, 1985), HL-60 e M07e (BERGAMASHI
et al, 1993), hepatoma humano e de rato (BOSCH et al, 1990; KOPF-
MAIER, 1994), carcinoma ovariano humano (ITKES et al, 1990),
cancer testicular (D’CRUZ & UCKUM, 2000), carcinoma nasofaringeo
(SAKURAI et al, 1995), osteosarcoma (CORTIZO et al, 2000;
MOLINUEVO et al., 2004), carcinoma ascitico de Ehrlich (CORTIZO
et al, 2000), neuroblastoma de rato e camundongo (MONTERO et al.,
1981; FAURE et al., 1995), célula Hela (LIASKO; KARKABOUNAS;
KABANQOS, 2000), células TPC-1 derivadas de carcinoma papilar de
tirebide (GONGCALVES et al., 2011).

A exposicdo de células C3H/10T1/2 (fibroblasto de embrido de
camundongo) em cultura a baixas concentragfes (5-20 uM) de vanadato
(V) induziu a expressdo de gene da familia proliferin que indica um
estado celular de estresse oxidativo (BYCZKOWSKI & KULKARNI,
1998).

Estudos em animais tém demonstrado que compostos de vanadio
induzem o estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica em hepatdcitos
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(YOUNES & STRUBELT, 1991; STOHS AND BAGCHI, 1995),
hipocampo, cerebelo, rim (GARCIA, 2006).

Trabalho realizado por Cruz; Morgan; Min (1995) demonstrou
gue a administragdo  subcutanea de ortovanadato (500
pg/camundongo/dia  durante nove dias) resultou em redugdo
significativa (> 85-100 %) do crescimento do tumor MDAY-D2 nos
animais, o que provavelmente foi devido a geracdo, pelo vanadato (V),
de radicais hidroxil e outras espécies ativas de oxigénio.

Huyer et al. (1997) mostraram que vanadato é um inibidor
competitivo de proteina tirosina fosfatase (PTP) e que liga-se como um
analogo de estado de transicdo as enzimas de transferéncia de fosforil
que ele inibe.

Alguns mecanismos tém sido propostos para a atividade
antitumoral de vanadio, tais como: acdo sobre a proliferacdo celular
(KRADY et al., 1997; JASPERS et al., 2000), efeito citotoxico via
interacdo direta com o DNA (DJORDJEVITZ & WAMPLER, 1985;
KUO; LIU; MARKS, 1995), ou através da formacao de radicais livres
(SAKURALI; TAMURA; OKATANI, 1994).

Outros estudos também demonstraram que o vanadio pode atuar
sobre 0 processo apoptotico através da modulacdo de proteinas efetoras
chaves no processo de sinalizacdo celular através da producdo de
radicais livres e dano ao DNA como AP-1, MEK-1, ERK-1, JNK-1, PI-
3K e NF-kB (CHEN et al, 1999; JASPERS et al, 2000).
Especificamente, com respeito a apoptose, foi demonstrado nos estudos
citados a seguir que a producgdo de espécies radicalares pelo vanadio no
citosol e na mitocondria da célula resulta em dano mitocondrial e
liberacdo de citocromo ¢ (ZHAO et al., 2010), o que ativa as caspases
(GREEN & REED, 1998). Além disso, foi demonstrado que o
tratamento de células epidérmicas de camundongo com sal de vanadio
induziu a apoptose através da producdo de perdxido de hidrogénio e
ERO os quais ativam p53 (HUANG; ZHANG; DING, 2000), o gene
supressor tumoral envolvido na regulagdo do ciclo celular, reparo de
DNA e apoptose (ASSIMAKOPOULOS et al., 2000).

Com relacdo ao vanadio, estudos in vitro tém confirmado que a
reducdo de vanadato (5°, V) a vanadil (4", 1V) mediado por ascorbato
juntamente com fosfato pode representar um possivel e importante
caminho para a reducéo de vanadato (5%,V) in vivo com a geracdo de
radicais livres (DING et al., 1994; SREEDHARA et al., 1996).

Segundo lonescu & Poljsak (2010) trés fatores sdo responsaveis
pelo comportamento prd- ou antioxidante da vitamina C em sistemas
bioldgicos, ou seja, em meio ambiente celular: 1) o potencial redox do
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meio ambiente celular meio ambiente celular (oxidante / redutor); 2) a
presenca ou auséncia de metais de transicdo; e 3) a concentracdo de
vitamina C no local. Dessa forma, a associagdo de vitamina C com
vanadio poderia ser um modo de geracdo de espécies reativas, as quais
poderiam causar efeito antitumoral.

Segundo Evangelou (2002) o vanadio causa lipoperoxidacdo da
membrana plasmaética. Ja de acordo com Svoboda et al. (1984), o uso
exclusivo de vanadato (VO™®) teve baixa capacidade de induzir a
peroxidacdo lipidica, porém, com a adic&o de 4cido ascérbico (10™ M) a
microssomas de cérebro, a lipoperoxidagdo foi estimulada para o nivel
maximo.

Embora o vanadio apresente elevada toxicidade (EVANGELOU,
2002; WANG, 2010), tendo em vista a possivel potencializacdo do
efeito quando usado em associa¢do com vitamina C, o vanadato poderia
entdo ser usado em menores concentra¢des, diminuindo assim possiveis
efeitos toxicos.

E conhecido que o ascorbato pode atuar como antioxidante ou
pré-oxidante dependendo da dose (SCHWARTZ, 1996; CHEN et al.,
2008; IONESCU & POLJSAK, 2010). Como foi relatado anteriormente
(item 1.4.1) o &cido ascorbico possui efeito citotoxico em células
malignas através da atividade pro-oxidante (YAMAMOTO et al., 1987;
GONZALEZ et al., 1998), podendo levar a producio de peroxido de
hidrogénio e espécies reativas que pode levar a morte da célula
(CLEMENT et al., 2001; CHEN et al., 2005).

Outros estudos também demonstraram que o vanadio pode ser
reduzido pela vitamina C, gerando radicais livres (DING et al., 1994),
podendo, desta forma, amplificar a geracdo de radicais livres a partir
dessa associagdo e entdo induzir efetivamente o processo de apoptose
em células tumorais relacionado a geracdo de ERO (WANG et al.,
2010).

Segundo Wang et al (2010) compostos de vanadio atuaram
distintamente sobre células hepaticas normais imortalizadas (L02) e
células de hepatoma humanas (HepG2) ap0s exposicdo a espécies
reativas de oxigénio. Houve maior producdo de ERO nas células L02,
porém verificou-se que NAC (N-acetilcisteina) ndo diminuiu a
citotoxicidade de compostos de vanadio nas células HepG2 enquanto foi
menos citotdxico para as células L02 (linhagem de células hepaticas
imortais). Sendo NAC um antioxidante, pode-se propor um uso
terapéutico de compostos de vanadio em associacdo com outros
antioxidantes como agentes sinérgicos com o intuito de reduzir os seus
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efeitos toxicos em células normais sem afetar suas atividades
antitumorais em células de cancer.

Portanto, a proposta do presente trabalho foi avaliar a potenciacéo
do efeito antitumoral do ortovanadato de sédio pela sua associacdo com
vitamina C. Esta associacdo poderia apresentar efeitos semelhantes aos
da associacdo anteriormente citada (vitamina C e Kj3) nesse trabalho,
uma vez que se mantém modelo de ativacdo do ciclo redox e o padréo
pré-oxidante/anti-oxidante indutor de apoptose, além de acdes isoladas
nos processos de citotoxicidade.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi caracterizar a atividade
citotdxica, pré-apoptética e antitumoral da associagdo de vitamina C
com vitamina Kz microencapsuladas com quitosana e da associacdo de
vitamina C com ortovanadato de sodio, investigando, como possivel
mecanismo de acdo das formulacGes, a hiperativacdo do ciclo redox e
consequente geracdo de radicais livres capazes de induzir a morte
celular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a liberagdo controlada da vitamina C em solugdes
tampdes, meio de cultura;

e Caracterizar as microparticulas encapsuladas com VC, VK3 e
associacdo VCKg;

e Caracterizar in vitro o efeito citotéxico da VC, VK; e da
associacdo VCK; microencapsuladas para a linhagem de células
tumorais MCF7;

e Caracterizar o efeito antitumoral seletivo da associacdo VCKj3
microencapsuladas para camundongos isogénicos Balb-c
transplantados com tumor ascitico de Ehrlich;

e Investigar o mecanismo de agdo da VC, VK3 e da associacdo
VCKj3 microencapsuladas com relagdo ao tipo de morte celular
(apoptose/necrose) in vivo;

e Caracterizar o efeito citotoxico da associacdo vitamina C e
ortovanadato de sodio em células T24;

e Investigar o mecanismo de acdo da associagdo vitamina C e
ortovanadato de sédio com relagdo ao tipo de morte celular
(apoptose/necrose) in vitro;

e Investigar a geracdo de ERO e inducdo de estresse oxidativo
como possivel mecanismo de acdo da associacdo vitamina C e
ortovanadato de sédio envolvido na citotoxicidade in vitro;

e Investigar o mecanismo de acdo da associagdo vitamina C e
ortovanadato de sddio através da avaliacdo de dano ao DNA
plasmidial;
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Caracterizar o efeito antitumoral da associagdo vitamina C e
ortovanadato de sddio em camundongos Balb-C inoculados
com o tumor ascitico de Ehrlich;

Avaliar a inducdo do estresse oxidativo como possivel
mecanismo de ac¢do envolvido na atividade antitumoral in vivo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 REAGENTES

Acido citrico (Sigma); ascorbato de sodio (vitamina C, Sigma);
azul de tripan (Sigma); 4cido tricloroacético (Vetec); &cido
tiobarbitdrico (Sigma); brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio] (MTT, Sigma); butanol (Vetec); butilhidroxitolueno
(BHT, Sigma); L-cisteina, L-cistina, L-metionina e metabissulfito de
s6dio (Merck, Darmstadt Co.); cloreto de sodio (NaCl,
Reagen);diacetato dediclorofluoresceina (DCFH-DA, Sigma-Aldrich);
dimetilsulfoxido (DMSO, Amresco); doxorrubicina (Sigma); hidroxido
de s6dio (NaOH, VETEC); menadiona-bissulfito de sédio (vitamina K,
VKa, Sigma); tripsina-EDTA (0,25 %, Cultilab);ortovanadato de sédio
(OS, Sigma); perdxido de hidrogénio; solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS); quitosana (Peso Molecular 122.740 Da, grau de
desacetilagdo 90 %, Purifarma, S&o Paulo, Brasil); kit de extragédo
PerfectprepPlasmid Mini (Eppendorf), plasmideos Puc 9.1 isolados de
Escherichia coli DH5SaFIQ; tampdo HEPES (pH 7,4); TBE (89 mM
Tris Borato, 2 mM EDTA); agarose; brometo de etidio; enzima de
restricdo (EcoRl); kit para deteccdo de apoptose contendo anexina V-
FITC e iodeto de propidio (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA).
Anticorpo policlonal de coelho contra p53 e contra cinase dependente de
ciclina 2 (CDK2) e anticorpo policlonal de camundongo contra Bcl-xL e
Bax (Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA). Anticorpo de camundongo
contra [B-actina, anticorpos secundarios, kit para deteccdo de
quimiluminescéncia e anticorpos acoplados a HRP (horse radish
peroxidase) (Millipore USA). Todos os demais reagentes usados foram
de grau analitico (VETEC).

3.2 PREPARACAO DAS MICROPARTICULAS
3.2.1 Preparacdo das microparticulas de Vitamina C (VC)

A solucdo de VVC foi preparada com a concentracdo de 256 g/L de
VC e 0,44 % de quitosana. Inicialmente foi pesado 3,338 g de VC e
4,423 g de quitosana, sendo feitas as diluicdes necessarias. No final,
cada 1 g do material encapsulado, isento de 4&gua, continha,
teoricamente, 430,1 mg de VC. Foi adicionado 1 g de acido citrico para
cada 1,11 g de quitosana que foi usada.



46

3.2.2 Preparagdo das microparticulas de Vitamina K; (VK3)

A VKj; encapsulada com quitosana foi preparada pesando-se
1,909 g de VK; (bissulfito de menadiona), 1,605 g de quitosana, 1,436 g
de acido citrico, 0,104 g de metabissulfito sodico (Na,S,0s), 0 qual foi
usado para estabilizar o bissulfito de menadiona. Em seguida, foram
feitas as diluicbes necessérias. No final, cada 1 g do material
encapsulado, isento de agua, continha, teoricamente, 370,3 mg de VKs.

3.2.3 Preparacdo das microparticulas com associacao de VC e VK,
(proporcao de 100/1 de VC para VK3)

A mistura foi preparada para conter uma propor¢do de 100 mM
de VC para 1 mM de VKj; e concentragdo de 0,47 % de quitosana. A
mistura de VC e VKj;, encapsuladas com quitosana, foi preparada
pesando-se 3,543 g de VC, 58,5 mg (55,6 mg pura) de VK3, 4,7414 g de
quitosana, sendo apo6s feitas as diluicbes necessarias. No final, cada 1 g
da mistura encapsulada, isenta de agua, contém 424,7 mg de VC e 6,6
mg de VK.

3.2.4 Encapsulamento de VC, VK3 e VCK; com quitosana pelo
método de spray drying

As microparticulas de VC, VK3 e VCK; encapsuladas com
quitosana foram preparadas pelo método de spray drying. Para a
obtencdo das microparticulas encapsuladas inicialmente foram
preparadas as soluces saturadas das vitaminas e a quitosana foi
rapidamente adicionada a seguir, nas solucdes das vitaminas, sob
agitacdo de um misturador e evacuagdo de ar, através do uso de bomba
de vacuo. A seguir procedeu-se a atomizagdo e a etapa de secagem com
o spray dryer (Mini Spray Dryer modelo B-290, Biichi Labortechnik
AG) do laboratério do Prof. Pedro Luiz Manique Barreto do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Centro de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Santa Catarina, para a
evaporacao da agua, nas seguintes condicOes experimentais: temperatura
de entrada de ar no secador100 + 20 °C: temperatura de saida de ar no
secador 70 °C; velocidade de fluxo do liguido 2 mL/min; velocidade do
fluxo de ar 10 cm®h e ajuste do aspirador 25 psi. As microparticulas
foram obtidas na forma de um pd seco.

As solucBes das vitaminas foram preparadas da maneira descrita
a seguir. Em todas as solucBes o acido citrico foi adicionado para
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melhorar a solubilidade (SANTOS; SOARES; DOCKAL; CAMPANA
FILHO; CAVALHEIRO, 2003).

3.3 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

A morfologia, o tamanho e o aspecto da superficie das
microparticulas de VC, VK3 e VCK; foram examinados através do
microscépio eletronico de varredura (MEV) (JSM-6390LV, JEOL Ltd.)
no Laboratério Central de Microscopia Eletronica, Centro de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal de Santa Catarina (LCME/UFSC).

As amostras foram fixadas sobre suportes de metal (stubs) do
MEV usando-se uma fita adesiva de dupla-face e em seguida foram
recobertas com ouro, para propiciar a conducdo dos elétrons e garantir
imagens com boa resolucdo no MEV. As amostras foram analisadas em
vacuo, a uma intensidade de 10 kV, com varias ampliacoes.

A partir da sele¢do de pelo menos trés areas representativas de
cada amostra, escolhidas por observacdo visual e, mediante as
ampliacbes de cada imagem, obtiveram-se as fotomicrografias das
referidas microscopias.

3.4 ENSAIOS DE LIBERACAO DE VC DAS MICROPARTICULAS
DE VC E VCK;

3.4.1 Curva padrdo da VC na fase mével e agua por CLAE

Os ensaios para determinacdo da concentracdo de VC foram
executados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) segundo
Lykkesfeldt (2000). Esses ensaios foram realizados na Unité de
Pharmacocinétique, Metabolisme, Nutrition et Toxicologie da
Université Catolique de Louvain (PMNT — UCL - Bélgica), coordenado
pelo Prof. Dr. Pedro Buc Calderon.

Primeiramente, para determinar a linearidade da resposta do
detector de CLAE foram preparadas solucbes padrdo de VC. A
correlacdo linear foi obtida entre a area do pico versus concentracdo de
VC na faixa de 0,5-7,5 ug/ml de VC em solucédo aquosa e na fase movel
(KH,PO4 0,2 M / H3POy4; EDTA 2 mM; pH 3,0) apds 30 minutos de
incubacdo. Cada medida foi realizada com trés repetigdes.

3.4.2 Curva de liberacdo de VC das microparticulas encapsuladas
com quitosana
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Apds a obtencdo da curva padrdo de VC foi avaliada a liberacédo
de VC nas microparticulas contendo VC e VCKj; encapsuladas com
quitosana, em solucgdo aquosa, por CLAE, em diferentes concentracfes
de microparticulas (0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 ug/mL), ap6s 30 minutos de
incubacéo.

3.4.3 Cinética da liberagdo de VC microencapsulada com
quitosana

A avaliacdo da cinética de liberacdo de VC das microparticulas
de VC e VCKj encapsuladas com quitosana em solucdo aquosa por
CLAE foi realizada com as microparticulas de VC e VCK; preparadas
na concentragdo de 5,0 ug/mL de microparticulas. O perfil da liberagéo
foi acompanhado durante 24 h.

3.5 ENSAIOS IN VITRO
3.5.1 Manutengdo da cultura de células

Na cultura de células foram utilizadas as linhagens de células de
cancer de mama (MCF7) e de cancer de bexiga (T24) obtidas do Banco
de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (BCRJ-UFRJ). As
células foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) suplementado com soro fetal bovino (10 %)
(ambos da Cultilab), contendo L-glutamina (2 mM), glicose (4,5 g/L),
bicarbonato de sodio (1,5 g/L), sulfato de gentamicina (50 mg/L),
anfotericina B (2 mg/L) ao qual foi adicionada uma mistura de
penicilina (100 U/mL) mais estreptomicina (100 pg/mL) na
concentracdo final de 1 % (LGCBIo). As células foram incubadas na
temperatura de 37 °C em atmosfera umidificada (95 %) contendo CO, (5
%).

Estas células crescem em monocamada e foram destacadas por
tratamento com uma solucdo de tripsina-EDTA (0,25 %), quando
chegaram a uma confluéncia de aproximadamente 90 %.

3.5.2 Avaliacdo da citotoxicidade pela reducdo do MTT

A avaliacdo da citotoxicidade dos tratamentos que determina a
inibicdo do crescimento celular foi verificada através da medida de
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viabilidade celular com brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT). Neste teste, o sal de MTT (amarelo) soltvel em
agua é absorvido pelas células metabolicamente ativas e reduzido no
interior das mitocdndrias por redutases (p. ex. succinato desidrogenase)
a um produto de cor purpura chamado formazan. Este produto é
insoltvel em é&gua e é solubilizado através da adicdo de DMSO (p.a.).
Apo6s dissolucdo dos cristais foi realizada uma leitura
espectrofotométrica onde a densidade Optica observada é diretamente
proporcional ao nimero de células vivas (MOSMANN, 1983). Para
controle negativo foram usadas células MCF7 e T24 cultivadas somente
em meio de cultura.

Cada tratamento foi realizado em trés pocos de placas de cultura
com 96 pocos, tendo sido executados trés experimentos independentes
em dias diferentes, para cada tratamento.

3.5.2.1 Avaliacdo da citotoxicidade com microparticulas de VC, VKa,
VCK;

Os materiais encapsulados com VC e com a associagdo de VC e
VKj; foram diluidos em meio de cultura e PBS (1:1). Foram usados 0,5;
1,0; 2,0; 4,0 mg/mL de material encapsulado (contendo respectivamente
0,21; 0,42; 0,85; 1,70 mg/mL de VC nas microparticulas de VC e com a
associacdo de VC com VKj3). Finalmente as concentragdes calculadas
em molaridade das vitaminas foram 1,21; 2,41; 4,83 e 9,65 mM de VC
no material encapsulado com VC e com associacdo de VC com VKg.

Para os tratamentos com VKj; a diluigdo sempre foi feita
diretamente em meio de cultura, nas quantidades de 5; 10; 20; 40 ug/mL
de material encapsulado (contendo respectivamente 1,87; 3,75; 7,50; 15
ng/mL de VK3 nas microparticulas encapsuladas de VK3 e associacdo
de VC com VKj3). No caso do material com VK; a concentracdo
calculada de VKj foi 5,62; 11,25; 22,5 e 45 uM no material encapsulado
com VKj; e associagdo de VC com VKs.

As mesmas quantidades e proporcdo de VC, VK3 e VCK; foram
utilizadas quando os experimentos foram feitos com as vitaminas ndo
encapsuladas.

Primeiramente, as células MCF7 foram colocadas em meio de
cultura completo (DMEM, soro, antibidticos) e distribuidas nas placas
de 96 pocos (200 uL em cada poco, contendo 1x10* células por pogo),
sendo em seguida pré-incubadas por 24 horas, a temperatura de 37 °C,
em atmosfera de CO, (5 %), com umidade relativa de 90 %. Apds esse
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periodo removeu-se 0 meio, as células foram lavadas com PBS, e
incubadas com as diferentes quantidades de VC, VKj e associacdo de
VC com VK3, encapsuladas com quitosana, por 24 horas.

Da mesma forma foram realizados os experimentos com VC,
VKj e VCK; quando os experimentos foram feitos com as vitaminas nao
encapsuladas.

Ao final dos periodos dos tratamentos 0 meio foi descartado, as
células foram lavadas com PBS, e realizou-se o0 ensaio de viabilidade
celular pelo método MTT para avaliagdo da citotoxicidade dos
tratamentos. Foram adicionados 100 uL de MTT (0,5 mg/mL,
dissolvidos em meio de cultura, sem soro) em cada pog¢o e as placas
foram incubadas em estufa (37 °C) por um periodo de 4 horas. Em
seguida, o meio foi descartado por inversdo das placas, as células foram
lavadas com PBS e o corante MTT foi extraido e solubilizado com 100
uL de DMSO (p.a.). As placas foram submetidas a agitacdo por 10 min
procedendo-se na sequencia a leitura das absorbancias em comprimento
de onda de 540 nm no leitor de microplacas (TECAN, Infinite 200)
usando-se DMSO como branco para leitura. A absorbéncia do controle
negativo foi assumida como 100 % de viabilidade e a viabilidade celular
dos tratamentos foi calculada (em percentual) de acordo com a seguinte
equagéo:

Viabilidade celular (%) = {(Abs teste — Abs branco) X [100 / (Abs CN -
Abs branco)]}

Abs teste = absorbancia do teste
Abs branco = absorbancia do branco
Abs CN = absorbancia do controle negativo

Os valores de CI50 (concentracdo que inibe em 50 % a
viabilidade celular) foram calculados por regressdo linear e expressos
em Média = Desvio Padrdo. Considerou-se o valor do controle negativo,
ou seja, as células cultivadas em meio de cultura sem os tratamentos
propostos, como 100 % de viabilidade celular.

3.5.2.2 Avaliacdo da citotoxicidade da associacdo de vitamina C e
ortovanadato de sédio

Inicialmente, as células T24 foram colocadas em meio de cultura
completo (DMEM, soro, antibiéticos) e distribuidas nas placas de 96
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pogos (200 plL em cada poco, contendo 1x10* células por pogo), sendo
em seguida pré-incubadas por 24 horas, a temperatura de 37° C, em
atmosfera de CO;, (5 %), com umidade relativa de 90 %. Apds esse
periodo removeu-se 0 meio, as células foram lavadas com PBS, e
incubadas com as diferentes quantidades de ortovanadato de sddio e
com a associagdo de ortovanadato de sodio e vitamina C por 24 horas.

Os tratamentos com ortovanadato de sddio e com a associacdo de
ortovanadato de sddio e vitamina C foram feitos em concentracdes de
0,5a5,0 uM.

Ao final dos tratamentos foram feitas as analises de viabilidade
celular e C150 conforme item acima (3.5.2.1).

3.5.3 Avaliacéo da citotoxicidade tempo-dependente

Da mesma forma como foi descrito anteriormente foi avaliada a
dependéncia do tempo sobre a citotoxicidade dos tratamentos nos
periodos de 12, 24 e 48 horas para 0s tratamentos com as
microparticulas de VC, VKj e associagdo VCKj3, encapsuladas e ndo
encapsuladas.

3.5.4 Determinacdo do contetdo de ERO intracelular

O conteido de ERO intracelular foi avaliado com o uso de
2’ 7’-diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA). O DCFH-DA ¢
inicialmente ndo fluorescente, e apds ser oxidado pelas ERO
intracelulares é convertido em 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF),
tornando-se insoldvel em meio lipidico (mantendo-se no interior da
célula) e fluorescente (WRONA; PATEL; WARDMAN, 2005). O
procedimento experimental foi executado como relatado por Glorieux et
al. (2011). As células T24 (15.000) foram incubadas com 10 uM de
DCFH-DA em HBSS, por 30 min. O excesso de DCFH-DA foi
removido através da lavagem com HBSS. As células foram entdo
incubadas por 2 h com os compostos a serem testados: ascorbato de
sodio 100 uM; ortovanadato de sodio (2,5 uM al0 uM); associacdo de
ortovanadato de sédio e ascorbato de sédio (2,5 uM a 10 uM e 100 uM,
respectivamente); antioxidantes N-acetilcisteina (NAC, 3 mM) e
catalase (CAT, 100 U/mL).Em seguida foram lavadas duas vezes com
HBSS, e entéo foi adicionado 100 ulL de HBSS/poco antes da leitura. A
fluorescéncia foi avaliada com um leitor de microplacas (VictorTM X2,
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Perkin Elmer) em 485 nm para excitacdo e 530 nm para emissdo. As
mudancas nos niveis de ERO foram determinadas pelo célculo:

AF = (Ft-Fc)/Fc,

Onde Ft representa a fluorescéncia lida a cada ponto do tempo e Fc € a
fluorescéncia do controle.

3.5.5 Avaliacdo de dano no DNA plasmidial

Além de sua forma superenovelada (F 1) normal, o DNA
plasmidial pode adotar a forma circular aberta (F Il) e a forma linear (F
111). Quebras na dupla hélice fazem com que a forma superenovelada
(original) transforme-se em forma circular aberta (através de quebras
simples) e/ou forma linear (através de quebra dupla de cadeia) (Figura
5).

+«—— Corte cofle am

ambas fitas
Superenovelado Circular aberto Linear
formal formall forma lll
Fl Fll Flll

Figura 5 - Esquema de corte da molécula de DNA Plasmidial. Fonte: Adaptado
de Berg, Tymoczko e Stryer (2008).

A avaliacdo de dano ao DNA plasmidial foi executada de
acordo com as instrucBes do kit de extracdo Perfectprep Plasmid Mini
(Eppendorf) com a colaboragdo do grupo de pesquisa do Prof. Dr. Claus
Pich (UFSC, Ararangud). A quantificacdo do DNA obtido foi realizada
em espectrofotdmetro de luz ultravioleta, com leitura em comprimento
de onda de 260 nm, onde uma unidade de densidade Otica, em 260 nm,
corresponde a 50 pg/mL de DNA (BISO, 2008). O DNA plasmidial
obtido (plasmideos Puc 9.1 isolados de Escherichia coli DH5SaFIQ),
que ndo foi utilizado no momento da extracdo, foi estocado a 4 °C, por
no méaximo 5 dias.
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Para a avaliagdo da atividade nucleasica realizou-se uma
incubacdo em microtubos, durante 16 horas, a 37 °C, de 5 ul de uma
solucdo de DNA plasmidial (600 ng), 5 ul de tampao HEPES (pH 7,4) ¢
10 pl de solugdo de ortovanadato de sddio, vitamina C e associagdo de
ortovanadato de soédio com vitamina C na concentragdo de 10 uM de
ortovanadato de sddio e de 100 uM de vitamina , isolados ou quando
associados. Apos o periodo de incubacdo, 0 DNA foi submetido a uma
corrida eletroforética (70-80 V) em tampédo TBE (89 mM Tris Borato, 2
mM EDTA) por 30-45 min, realizada em gel de agarose 0,8 %. A
revelacdo do gel foi realizada com brometo de etidio (0,5 g/mL, 20 min)
e foram visualizadas as bandas que representam o perfil de quebra do
DNA plasmidial [intacta ou superenovelada (FI), com quebra simples ou
circular aberta (FII) e com quebra dupla ou linear (FII1)] induzida pelos
tratamentos. Em um computador, através da utilizacdo do programa
ImageJ 1.3 software (NIH, USA) procedeu-se a quantificacdo das
bandas e consequente determinacdo das quantidades das trés formas
adotadas pelo DNA plasmidial apés sua corrida eletroforética
(SCARPELLINI et al, 2003). As trés formas possuem velocidade de
migracdo eletroforética diferenciadas apresentando-se como bandas
distintas em géis de eletroforese como demonstrado na Figura 6. A
intensidade de DNA superenovelado foi corrigida por um fator de 1,47,
como um resultado de sua menor capacidade de corar com brometo de
etidio (SREEDHARA; COWAN, 2001). Usou-se como controle
positivo a enzima de restricdo EcoRI (com atividade de endonuclease)
isolada de E. coli.

&
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Figura 6 - Imagem tipica de um gel de agarose obtido a partir da eletroforese do
DNA plasmidial apds sua incubacdo com vérias concentracdes de compostos.
Fonte: Mancin et al (2005).

3.5.6 Ensaio de formacgéo de coldnia

O ensaio de formacdo de col6nia avalia a perda da capacidade
de divisdo (proliferacdo) das células. Para essa avaliagdo 500
células/poco foram colocadas em placas de seis pocos e deixadas em
incubacdo com meio de cultura até o dia seguinte, para adesdo. O
experimento foi feito em triplicata. Apo6s essas 24 horas o meio foi
descartado, as células foram lavadas duas vezes com PBS e entdo se
adicionou novamente meio de cultura juntamente com ortovanadato de
sodio nas concentragfes de 2,5-10 uM e vitamina C na concentracdo de
1 mM. Deixou-se novamente por 24 h, entdo lavando com PBS e
adicionando-se novamente meio de cultura. Procedeu-se a incubagao por
um periodo de 8-10 dias até a observacao das coldnias (+/- 50 células).
Os pocos foram lavados com PBS e adicionou-se violeta cristal 0,5 %
(dissolvido em metanol/agua, 1:1) para coloracdo. Em seguida lavou-se
com agua (5 vezes) e procedeu-se a observagdo e contagem das coldnias
(FRANKEN et al., 2006).

3.5.7 Andlise por Western blot

A analise por western blot foi feita como descrita por Dejeans et
al. (2010). Os tratamentos foram feitos em células T24 com
ortovanadato de sdédio (5 puM) ou ascorbato de sodio (1 mM)
individualmente ou em associagao, durante 6 h, obtendo-se as proteinas
dos homogenatos totais das células. Como controle foi usado proteinas
de homogenatos totais de células nédo tratadas. Ap6s os tratamentos as
células foram lavadas com PBS e lisadas em tampdo RIPA (50 mM
Tris—HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 % NP40, 0,25 % desoxicolato de
sodio e 1 mM fenilmetilsulfonil fluoreto) suplementado com coquetel de
inibidores de proteases (1 %) e de fosfatases (3 %). Apo6s desnaturacdo
com tampdo Laemmli (60 mM Tris—HCI, pH 6,8, 2 % SDS, 10 %
glicerol, 5 % p-mercaptoetanol, 0,01 % de azul de bromofenol),
guantidades iguais (20 pg ) de proteinas dos homogenatos totais das
células foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE seguido de
eletroblot em membranas de nitrocelulose. Apds bloqueio e lavacdo as
membranas foram incubadas durante uma noite com os anticorpos
primarios, lavadas novamente e em seguida foram incubadas com os
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anticorpos secundarios. A imunodeteccdo foi feita usando-se o kit de
deteccdo de quimiluminescéncia (Millipore, USA) para anticorpos
secundarios acoplados a HRP. B-actina foi usada como controle.

3.6 ENSAIOS IN VIVO
3.6.1 Animais e grupos experimentais

Para os experimentos de avaliagdo antitumoral in vivo foram
utilizados camundongos isogénicos (Mus musculus), linhagem Balb-c,
machos (com peso entre 20-25 ), obtidos da Universidade do Vale do
Itajai (UNIVALI, ltajai, SC), os quais foram mantidos no Biotério
Setorial n° BIO011/BQA/CCB, em nimero de seis animais por gaiola
(425x266x155 mm), em ambiente com temperatura (22 + 2 °C) e luz
controladas (com ciclo claro-escuro de 12 horas). Todos os animais
foram alimentados com agua e ragdo padronizada ad libitum. Para os
experimentos 0s animais receberam, por via intraperitoneal, o indculo de
200 uL de uma suspensdo (em salina) de células de tumor ascitico de
Ehrlich (TAE) contendo 5 x 10° células de tumor/mL.

Os animais foram inicialmente pesados (dia zero), medindo-se
também a circunferéncia abdominal inicial. Os tratamentos comegaram
24 h ap6s a inoculacdo (1° dia) de TAE e foram feitos diariamente,
durante 9 dias, com a aplicacdo intraperitoneal de 50 uL dos diferentes
tratamentos (cada grupo era formado por doze animais). No décimo dia,
os animais foram novamente pesados e medida a circunferéncia
abdominal. De cada grupo utilizou-se seis animais 0s quais foram
anestesiados e sacrificados por deslocamento cervical e o liquido
ascitico foi retirado para a realizacdo das andlises. Os seis animais
restantes foram deixados em suas gaiolas, e continuaram a receber ragdo
e agua ad libitum até que ocorresse a morte, sendo entdo registrado o
tempo de sobrevida.

3.6.1.1 Tratamentos com microparticulas de VC, VK3, VCK;

Os protocolos para os tratamentos dos animais com VC, VK; e
associacdo VC com VKj foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFSC) sendo o Processo cadastrado sob o
nimero: 23080.019983/2010-91.

Os animais dos grupos de tratamento (12 animais/grupo) com as
microparticulas com quitosana (E) e os compostos ndo encapsulados



56

(NE) foram tratados diariamente com 50 upL dos respectivos
tratamentos, intraperitonealmente. Todos o0s tratamentos foram
preparados com dissolucdo em salina (NaCl 0,9 %).

Os grupos tratados foram denominados: 1) controle normal (sem
TAE e tratados com solucdo salina; 2) controle negativo (com TAE e
tratados com solucéo salina); 3) controle positivo (com TAE e tratados
com doxorrubicina, antitumoral de referéncia no tratamento de cancer,
na concentracdo de 1,2 mg/kg); 4) VC (E) = tratado com 100 mg/kg de
microparticulas de VC encapsulada com quitosana (E); 5) VC (NE) =
tratado com 10 mg/kg de VC nédo encapsulada (NE); 6) VK3 (E) =
tratado com 10 mg/kg de microparticulas de VKj; encapsulada com
quitosana (E); 7) VK3 (NE) = tratado com 1 mg/kg de microparticulas
de VK3 nédo encapsulada com quitosana (NE); 8) VCK; (E) = tratado
com 100 mg/kg de microparticulas de VCKj (10:1) encapsulada com
quitosana (E); 9) VCKj3 (NE) = tratado com VCK3 ndo encapsulada com
quitosana (NE) contendo 10 mg/kg de VC e 1 mg/kg de VKj3 (proporcéo
de 10:1).

Ao final dos tratamentos (10° dia) os animais foram novamente
pesados e anotaram-se as medidas das circunferéncias abdominais. Seis
animais de cada grupo foram anestesiados, foi feito o deslocamento
cervical e coletado o liquido ascitico para as analises. Os seis animais
restantes foram observados para a verificacdo do dia da morte (tempo de
sobrevida).

3.6.1.2 Tratamentos com associagdo de vitamina C e ortovanadato de
sodio

Os protocolos de tratamento dos animais com ortovanadato de
sodio, vitamina C e associacdo dos compostos foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFSC) sendo o Processo
cadastrado sob o nimero: 23080.018826/2009-24.

Todos os tratamentos foram preparados com dissolugdo em salina
(NaCl 0,9 %) e os animais foram tratados diariamente com 50 uL da
solugdo dos respectivos tratamentos, intraperitonealmente. Os grupos
para tratamento (12 animais/grupo) foram denominados: 1) controle
normal (sem TAE e tratados com solucdo salina); 2) controle negativo
(com TAE e tratados com solugdo salina); 3) controle positivo (com
TAE e tratados com doxorrubicina, antitumoral de referéncia no
tratamento de cancer, na concentracao de 1,2 mg/kg/dia; 4) OS = tratado
com 18,75 mg/kg de peso/dia de ortovanadato de sodio (equivalente a
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43,39 mM de ortovanadato de sédio); 5) VC = tratado com 187,50
mg/kg de peso/dia de vitamina C (equivalente a 445,62 mM); 6) OS /
VC = tratado com a associagdo de ortovanadato de sddio e vitamina C
(18,75/187,50 mg/kg de peso) (18,75 mg/kg de peso/dia equivalente a
43,39 mM de ortovanadato de sodio; 187,50 mg/kg/dia de peso de
vitamina C equivalente a 445,62 mM).

No dia seguinte ao término do tratamento (10° dia) os animais
foram novamente pesados e anotados as medidas de circunferéncia
abdominal. Seis animais de cada grupo foram primeiramente
anestesiados e em seguida sacrificados por deslocamento cervical, sendo
o liquido ascitico coletado para as analises. Os seis animais restantes
foram observados para a verificacdo do dia da morte (tempo de
sobrevida).

3.6.1.3 Avaliacdo da Variacdo de Peso

A avaliacédo da variagdo de peso dos camundongos foi calculada a
partir da observagdo da diferenca entre o peso final (ap6s os nove dias
de tratamento) e o peso inicial dos animais (apresentado no dia da
inoculagdo do tumor, dia 0). Os resultados obtidos foram expressos em
gramas (GUPTA et al., 2000).

3.6.1.4 Avaliacéo da inibicdo do crescimento do tumor

Para determinar a inibicdo do crescimento tumoral (%) foi
inicialmente acompanhada a variagdo da circunferéncia abdominal (em
cm) dos camundongos sendo, em seguida, calculada a diferenca entre a
medida final (ap6s os nove dias de tratamento) e a medida inicial
(medida que os mesmos apresentavam no dia da inocula¢do do tumor,
dia 0) da circunferéncia abdominal dos animais. Os resultados de
inibicdo do crescimento tumoral foram obtidos conforme a formula
apresentada a seguir e expressos em percentual de inibicdo do
crescimento do tumor (%) (GUPTA et al., 2000; REBELLO, 2004).

Inibi¢&o do crescimento do tumor (%) = [(Circ. Abd.rrar)X 100) / Circ. Abd.cny] -100

Circ. Abd.(rram) = Vvariagéo da circunferéncia do grupo tratado
Circ. Abd.cny = variagéo da circunferéncia do controle negativo

3.6.1.5 Determinacdo do volume total de liquido ascitico e volume de
células compactadas
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Todo o liquido ascitico foi retirado de cada animal e o volume
(em mL) foi medido utilizando tubos de centrifuga graduados. Os
volumes de células compactadas (em mL) também foram anotados ap6s
centrifugacdo (1000 rpm) por cinco minutos (MAZUMDER et al,
2004).

3.6.1.6 Avaliacdo da viabilidade celular através do método de exclusdo
do corante Azul de Tripan

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de incorporacao
do azul de tripan, um corante que s6 penetra em células mortas, cujas
membranas ndo podem mais exclui-lo. Este fenémeno permite, entéo,
estimar indiretamente o grau de integridade da membrana. O percentual
de células ndo coradas representa o indice de viabilidade celular
(FRESHNEY, 1999). Apds a retirada do liquido ascitico dos animais, a
viabilidade celular é determinada em cdmara de Neubauer, utilizando-se
uma solugdo constituida por 10 pL do liquido, 890 pL de solucao salina
e 100 puL do corante azul de tripan (0,4 %). Os resultados foram
expressos na proporcao de células inviaveis/células viaveis (STROBER,
1996).

3.6.1.7 Avaliagdo do tipo de morte celular in vivo por coloracdo
diferencial por brometo de etidio/ laranja de acrinidina

A deteccdo citologica do tipo de morte celular foi realizada
através da coloragdo com brometo de etidio/ laranja de acrinidina
(BE/LA). Este método (BE/LA) permite diferenciar células viaveis
daquelas em processo de morte por apoptose ou necrose, tendo como
base a revelagdo de alteracfes morfoldgicas nucleares e citoplasmaticas
através da fluorescéncia. As células viaveis apresentam coloracdo verde
enquanto as apoptoticas adquirem coloracdo alaranjada. J& as células
necroticas, coram-se de vermelho intenso (McGAHON et al., 1995).

Para esse ensaio foram usados 200 pL do liquido ascitico retirado
dos animais tratados com ortovanadato de sodio, vitamina C e
associacdo de ortovanadato de sédio com vitamina C (nas concentragdes
de 18,75; 187,50; 18,75:187,50 mg/kg/dia, respectivamente) e com
salina (controle negativo) no décimo dia ap6s o inicio dos tratamentos.
Essa técnica também foi usada para avaliar o tipo de morte celular apds
os tratamentos com as microparticulas de VC, VK; e VCK;3; com
quitosana e os compostos ndo encapsulados, da seguinte maneira: 1)
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controle normal (sem TAE e tratados com solucdo salina); 2) controle
negativo (com TAE e tratados com solugdo salina); 3) controle positivo
(com TAE e tratados com doxorrubicina, na concentracdo de 1,2
mg/kg/dia); 4) grupo tratado com 100 mg/kg/dia de microparticulas de
VC encapsulada com quitosana (E), dissolvida em solucdo salina); 5)
grupo tratado com 10 mg/kg/dia de VC néo encapsulada (NE) dissolvida
em solugdo salina; 6) grupo tratado com 10 mg/kg/dia de
microparticulas de VKj; encapsulada com quitosana (E), dissolvida em
solucdo salina; 7) grupo tratado com 1 mg/kg/dia de microparticulas de
VK3 nédo encapsulada com quitosana (NE), dissolvida em solugdo salina;
8) grupo tratado com 100 mg/kg/dia de microparticulas de VCKj3 (10:1)
encapsulada com quitosana (E), dissolvida em solu¢do salina; 9) grupo
tratado com VCKj3; nédo encapsulada com quitosana (NE) contendo 10
mg/kg/dia de VC e 1 mg/kg/dia de VK; (proporcdo de 10:1), dissolvidas
em solucéo salina.

Apos a coleta o liquido foi centrifugado durante 10 minutos com
rotacdo de 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas em 25 pl de solucdo salina. Em seguida, 1 pl da solugédo
corante (1:1) de brometo de etidio (100 pg/mL)/acrinidina laranja (100
pg/mL) foi adicionado a cada tubo contendo as células (10°) e uma
aliquota dessas células transferida para uma lamina, coberta com
laminula e em seguida, levadas para o microscopio de fluorescéncia para
observacgéo dos efeitos celulares. Para a quantificagdo percentual de cada
evento celular (viaveis, necroéticas, apoptoéticas), foram contadas 300
células de cada amostra (n=3) preparada nas laminas e posteriormente
fotografadas para o registro visual das possiveis alteragdes (GENG,
ZENG, WANG, 2003).

3.6.1.8 Avaliacdo do tipo de morte celular in vivo por citometria de
fluxo

Foi usado para esse ensaio o liquido ascitico (TAE) retirado da
cavidade peritoneal dos animais tratados com ortovanadato de sodio,
vitamina C e associacio de ortovanadato de sédio com vitamina C (nas
concentracbes de 18,75; 187,50; 18,75:187,50 mg/kg/dia,
respectivamente) e com salina (controle negativo). Para verificacdo da
atividade pré-apoptdtica foi utilizada a técnica de citometria de fluxo
podendo-se entdo avaliar o tipo de morte celular induzido pelos
tratamentos mencionados nos animais inoculados com TAE através do
uso do kit FITC Annexin V Apoptosis Detection (BD Pharmingen, San
Diego, CA, USA) seguindo as instrugdes do fabricante.
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Para a realizacdo do ensaio foram utilizadas células do TAE,
numa densidade de 10° células as quais foram retiradas dos
camundongos no 10° dia apds o inicio dos tratamentos. Inicialmente foi
feita contagem celular em uma aliquota de TAE corando-se as células
com azul de tripan. Em seguida, uma segunda aliquota de células (10°)
foi utilizada para realizacdo do ensaio de citometria de fluxo. Essas
células foram lavadas 2 vezes com PBS, ressuspendidas em 100 pL de
tampdo de ligacdo (10 mM Hepes/NaOH, pH 7,4, 140 mM NacCl, 2,5
mM CaCl,). 100 uL desta suspensdo de células foram transferidos para
0 tubo de citometria. Posteriormente, foi adicionado 5 pL de anexina V-
FITC, seguido de incubacédo no escuro pelo tempo de 15 min. Entéo, por
fim, foram adicionados 5 L de iodeto de propidio e realizada a andlise
no citdbmetro de fluxo. A intensidade de fluorescéncia da anexina V-
FITC e do iodeto de propidio foram mensuradas utilizando um filtro de
excitacdo a 488 nm. Para a calibracdo do citdmetro FACS Calibur (BD),
foram utilizados trés controles: controle normal (constituido por células
ndo tratadas, a fim de se descontar a autofluorescéncia emitida pelas
mesmas), controle positivo para apoptose (constituido por células
tratadas com doxorrubicina na concentracdo de 1,2 pg/mL) e controle
positivo para necrose (constituido por células ndo tratadas, porém
congeladas em freezer -80 °C por 20 min.). Os dados obtidos foram
analisados utilizando o software Cell Quest software. O tipo de morte
celular induzido pelos tratamentos foi classificado da seguinte maneira:
células marcadas apenas com anexina V foram consideradas em
apoptose inicial; células marcadas com anexina V e iodeto de propidio
foram consideradas em apoptose tardia; ja células marcadas apenas com
iodeto de propidio foram consideradas necréticas. Os resultados foram
expressos como percentual de células em apoptose inicial, apoptose
tardia e em necrose.

3.6.1.9 Avaliacdo do tempo médio de sobrevida (TMS) e percentual de
aumento da longevidade (PAL)

Para determinacdo do tempo médio de sobrevida (TMS)
observou-se 0 tempo em dias em que ocorreu a morte dos animais (seis
animais por grupo) apés a inoculagdo com o tumor ascitico de Ehrlich
seguido dos tratamentos respectivos conforme indicado nos itens
(3.6.1.1) e (3.6.1.2).

Os animais do grupo controle normal (sem TAE e tratados com
solucdo salina) foram observados diariamente, durante um periodo de
trinta dias e anotados os dias em que ocorreram as Mmortes.
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Posteriormente foi calculado o tempo médio de sobrevida (TMS) para
cada grupo experimental e o aumento do percentual médio de
longevidade (PAL), através das seguintes formulas (GUPTA et al,,
2000):

TMS = (Dia da 1% morte + Dia da Gltima morte) / 2
PAL (%) = [(TMS do grupo tratado / TMS do grupo controle) - 1] x 100]

3.6.1.10 Indicadores de estresse oxidativo e defesa antioxidante no
liquido ascitico

3.6.1.10.1Conteldo total de tidis ndo proteicos (GSH)

Para a determinacdo de GSH os camundongos Balb/c foram
submetidos a inoculacdo intraperitoneal do tumor ascitico de Ehrlich e
tratados respectivamente conforme indicado nos itens (3.6.1), (3.6.1.1) e
(3.6.1.2). A concentracio de GSH foi determinada em extrato acido de
liquido ascitico a partir da determinacdo de tidis ndo protéicos, ja que a
GSH representa aproximadamente 95 % destes tidis (BEUTLER;
DURAN & KELLY, 1963). As amostras de liquido ascitico foram
precipitadas com TCA (12 %) nas dilui¢des 1:5 (v/v), homogeneizadas e
em seguida, centrifugadas a 5000 rpm durante 5 minutos para a
obtenc¢do de extratos acidos, nos quais, foram imediatamente avaliadas
as concentracOes de pequenos tidis no sobrenadante. Foram adicionados
0,2 mL de 55"~ ditio-bis-(2-nitrobenzéico) (DTNB, 2,5 mM) nas
cubetas contendo 1,9 mL de tampédo fosfato de potéssio (80 mM, pH
8,0) e 0,1 mL do sobrenadante do extrato acido, permitindo assim, apds
cerca de 2 minutos de reacdo, a determinacdo do conteldo do anion
tiolato (TNB) formado de cor amarela,  mensuravel
espectrofotometricamente em 412 nm. As andlises foram feitas em
triplicatas e os valores expressos em pumol x g™* proteina. O contetido de
proteinas totais foi determinado espectrofotometricamente pelo método
de Bradford (1976), usando soroalbumina bovina para a curva padro.

3.6.1.10.2Avaliacdo da peroxidacao lipidica pelo ensaio de TBARS

Camundongos Balb/c foram submetidos a inoculagdo
intraperitoneal do tumor ascitico de Ehrlich e tratados respectivamente
conforme indicado nos itens (3.6.1), (3.6.1.1) e (3.6.1.2). Para avaliacdo
dos niveis de peroxidacdo lipidica as amostras foram preparadas a partir
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de liquido ascitico, adicionando-se imediatamente apds a coleta 400 pL
de ligquido tumoral em 1600 pL de acido fosférico (1,1 %) contido num
tubo eppendorf, agitando-se vigorosamente durante alguns segundos. Os
niveis de peroxidagdo lipidica no liquido ascitico foram estimados
medindo-se a formacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), cromogeno cereja gerado nesta reacdo, cujo contelido pode
ser determinado espectrofotometricamente (532 nm) sendo proporcional
ao nivel de peroxidacdo lipidica na amostra (BIRD & DRAPER, 1984).
As analises foram realizadas em triplicata e a leitura das amostras foi
realizada em dois comprimentos de onda distintos, 532 e 600 nm
(HERMES-LIMA; WILLMORE; STOREY, 1995). A absorbancia
inespecifica de 600 nm foi subtraida da absorbancia de 532 nm e foi
utilizado para o célculo o coeficiente de extingdo molar de 156 mM™
cm™ A concentracdo final de TBARS foi calculada da seguinte maneira:

TBARS (nmol . mg de proteina™) = {[Absorbancia da amostra (A*** —
A% 10°. 340]/156} / mg de proteina.

340 = fator de diluicdo

1561: coeficiente de extingdo molar do &cido tiobarbitdtico (156 mM™.
cm™)

A>*2 = comprimento de onda (nm)

A% = comprimento de onda (nm)

Os resultados foram expressos em nmol de TBARS/mg de
proteina. O conteldo de proteinas totais foi determinado
espectrofotometricamente pelo método de Bradford (1976), usando
soroalbumina bovina para a curva padréo.

3.6.1.10.3Avaliacéo do nivel de carbonilacdo protéica

Camundongos Balb/c foram submetidos a inoculagdo
intraperitoneal do tumor ascitico de Ehrlich e tratados respectivamente
conforme indicado nos itens (3.6.1), (3.6.1.1) e (3.6.1.2). Para o preparo
da amostra para esse ensaio, coletou-se 200 pL de tumor ascitico e
adicionou-se em 800 uL de &cido sulfosalicilico (5 %), agitando-se
vigorosamente durante alguns segundos. A medida de dano oxidativo as
proteinas por carbonilacdo foi determinada a partir deste homogenato
acido. Submeteu-se o precipitado a reacdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH, 10 mM) e posterior dissolucdo em guanidina (6,0 M em
KH,PO4 20 mM). As absorbancias maximas no intervalo de 360 — 370
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nm foram medidas e os valores finais do conteldo de proteinas
carboniladas determinados utilizando o coeficiente de extingdo molar do
DNPH (¢ = 22000 mol.L™.cm™). As andlises foram realizadas em
duplicata e os resultados expressos em nmol/mg de proteina (REZNICK
& PACKER, 1994). O conteudo de proteinas totais foi determinado
espectrofotometricamente pelo método de Bradford (1976), usando
soroalbumina bovina para a curva padrao.

3.6.1.10.4Avaliacdo da atividade da enzima superdxido dismutase
(SOD)

Camundongos Balb/c foram submetidos a inoculagdo
intraperitoneal do tumor ascitico de Ehrlich e tratados respectivamente
conforme indicado nos itens (3.6.1) e (3.6.1.2). A avaliacdo de SOD foi
feita apenas no liquido ascitico dos animais tratados com a associacao
de vitamina C e ortovanadato de sodio.

Para avaliagdo desta enzima citoprotetiva preparou-se um
homogenato imediatamente ap6s a coleta do liquido ascitico,
adicionando-se 400 pl de tumor em 1600 pl de tampéo fosfato 20 mM,
pH 7,4 (0,1 % de Triton e 150 mM de NaCl), agitando-se vigorosamente
durante alguns segundos.

A atividade da SOD foi determinada espectrofotometricamente
em 480 nm de acordo com o método de Misra e Fridovich (1971),
modificado por Boveris et al (1983) o qual é baseado na oxidagdo da
adrenalina (mudanca de pH 2,0 para pH 10,0), que forma o &nion
superéxido e um croméforo réseo, o adrenocromo. A enzima SOD
presente na amostra retarda essa formacdo. Em uma cubeta de pléstico
(3 mL) foram adicionados o tampdo glicina (50 mM, pH 10) a
temperatura ambiente e 50 ulL da solugdo de adrenalina (60 mM, pH
2,0) a qual foi mantida em gelo durante o ensaio. Em seguida, observa-
se o grafico com a oxidagdo da adrenalina expressa pela formacdo de
uma curva ascendente. Agregou-se aliquota de amostra antes que a
reacdo de oxidagdo terminasse, ou seja, antes do inicio do decaimento da
curva expressa no gréfico. Repetiu-se o ensaio com mais 2 ou 3
aliquotas distintas. A porcentagem de inibicdo foi calculada da seguinte
maneira:

% inibicdo = [(k2/k1) — 1].100,
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Onde k1 corresponde a porgdo ascendente da curva de oxidacdo da
adrenalina e k2 corresponde a porcdo de inibicdo, expressa no grafico,
provocada pela SOD presente na amostra.

Para o célculo seguinte, tragcou-se um grafico de log da
porcentagem de inibicdo (%, eixo y) versus aliquota de amostra (ul, eixo
X), e extrapolando 50 % de inibicdo determinou-se o volume de aliquota
correspondente. A curva teve no minimo 3 pontos. Entdo, 1 U SOD/mg
de proteina = [1/(x pL . 1000. diluicdo)] . mg de proteina® (MISRA &
FRIDOVICH, 1971).

3.6.1.10.5Avaliacao da atividade da enzima catalase (CAT)

Camundongos Balb/c foram submetidos a inoculagdo
intraperitoneal do tumor ascitico de Ehrlich e tratados respectivamente
conforme indicado nos itens (3.6.1) e (3.6.1.2). A avaliacdo de CAT foi
feita apenas no liquido ascitico dos animais tratados com a associagéo
de vitamina C e ortovanadato de sodio.

O homogenato para essa andlise foi preparado como descrito no
item anterior (3.6.1.10.4). Para avaliacdo da atividade desta enzima foi
utilizado o método descrito por Aebi (1984) que quantifica a velocidade
de decomposicdo do perdxido de hidrogénio pela enzima presente na
amostra. Uma solu¢do de H,0, (10 mM) em tampéo fosfato de potassio
(50 mM, pH 7,0) foi preparada, titulada e foi usada como substrato da
reacdo. Em uma cubeta de quartzo, foram colocados 2 mL da solugédo de
H,0, (10 mM) e 20 pL de amostra. Apés homogeneizacio, a velocidade
de decomposicdo do H,O, foi obtida através da medida da absorbancia
em 240 nm, durante 20 segundos. As amostras foram analisadas em
triplicata, sendo os valores expressos em mmol de H,O, consumido .
min™ . mg de proteina™ (AEBI, 1984).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos in vitro foram realizados pelo menos em
triplicata, em trés dias diferentes enquanto que para 0s ensaios in vivo
utilizaram-se grupos de doze animais para cada tratamento. Para as
analises estatisticas os resultados foram expressos em Média + Desvio
padrdo. As analises estatisticas foram realizadas com o software
GraphPad Prism versdo 4.00. A significancia estatistica dos resultados
foi determinada pelo teste t e por analise de variancia (ANOVA one
way) complementada pelo teste de Tukey-Kramer admitindo niveis de
significancia de no minimo p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ATIVIDADE CITOTOXICA E ANTITUMORAL DA
ASSOCIACAO DE VITAMINA C COM VITAMINA K;
MICROENCAPSULADAS

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito
citotdxico e antitumoral dos tratamentos in vitro e in vivo com vitamina
C, vitamina K; e a associacdo destas microencapsuladas ou ndo com
quitosana. Além disso, foi investigada a geracdo do estresse oxidativo
como um possivel mecanismo de agdo citotdxica e antitumoral da
associacdo.

4.1.1 Caracterizacdo das microparticulas de VC, VK; e VCK;
microencapsuladas

As imagens obtidas por microscopia eletrbnica (Figura 7)
mostram a morfologia das particulas de quitosana ndo encapsulada e das
microparticulas de VC, VK; e VCKj encapsuladas com quitosana e
preparadas pela técnica de spray drying. Observa-se que a amostra de
quitosana ndo encapsulada (Figura 7-a.1; a.2 e a.3) apresenta particulas
com formas irregulares diferentes das microparticulas de VC, VK; e
VCK; encapsuladas com quitosana. As microparticulas de VC
encapsuladas com quitosana sdo majoritariamente esféricas sendo que
algumas se apresentam em forma de discos c6ncavos. A maior parte
delas apresenta superficie rugosa (Figura 7-b.1; b.2 e b.3). As
microparticulas de VK3 se apresentaram predominantemente na forma
de anel (Figura 7-c.1; c.2 e ¢.3). Ja aquelas de VCK; também
apresentaram formas esféricas ou aproximadamente esféricas (Figura 7-
d.1; d.2 e d.3), com aspecto semelhante as microparticulas de VC
encapsuladas com quitosana.
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Figura 7 - Fotografias das microparticulas de quitosana ndo encapsulada e VC,
VK; e VCKj; encapsuladas produzidas por spray drying. (a.1l) Quitosana ndo
encapsulada (aumento 30X); (a.2) Quitosana ndo encapsulada (aumento 50X);
(a.3) Quitosana ndo encapsulada (aumento 200X); (b.1) VC (E) (aumento
300X); (b.2) VC (E) (aumento 750X); (b.3) VC (E) (aumento 1500X); (c.1)
VK; (E) (aumento 500X); (c.2) VK; (E) (aumento 1000X); (c.3) VK3 (E)
(aumento 2000X); (d.1) VCK; (E) (aumento 300X); (d.2) VCK; (E) (aumento
1000X); (d.3) VCK; (E) (aumento 2000X). MEV, 10 kV.

Os efeitos de diferentes concentragbes de quitosana sobre a
formagéo de microesferas por spray drying foram avaliados por He et al
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(1999) e Oliveira et al. (2005). No trabalho de Oliveira et al. (2005) foi
avaliado o efeito das concentracdes de 0,5 e 2,5 % de quitosana, em
massa sobre a formacdo de microesferas, com e sem adigdo do agente de
reticulagdo (D,L-gliceraldeido). Foi mostrado que as solugfes com uma
concentracdo massica de quitosana maiores que 2,5 % eram muito
viscosas 0 que garantiu, durante a atomizacédo, a formacdo de gotas com
tamanho e morfologia controladas (OLIVEIRA et al., 2005).

A morfologia das microesferas de quitosana preparadas pela
técnica de spray drying também foi analisada por microscopia eletrénica
de varredura (MEV) que revelou formas aproximadamente esféricas,
independentemente da concentracdo de quitosana usada em solucdo
aquosa (OLIVEIRA et al., 2005). Estes resultados estdo de acordo com
aqueles encontrados por He et al. (1999). Nesse trabalho foram
preparadas microesferas de quitosana pela técnica de spray drying
elevando a concentracdo massica de quitosana de 0,1 a 0,5 % resultando
em um aumento do tamanho médio de particula. Com este aumento na
concentracgdo das solugBes de quitosana o diametro médio das particulas
cresceu de 2,69 para 4,22 um. Segundo os autores isto provavelmente se
deve ao efeito da viscosidade da solu¢do sobre o tamanho das gotas
formadas durante a etapa de atomizagdo. Em geral, o tamanho médio
das gotas formadas por atomizacdo é proporcional a viscosidade e a
tensdo superficial o que afeta o tamanho das particulas geradas, sendo
uma variavel importante no processo de encapsulamento (OLIVEIRA et
al., 2005).

No preparo das microparticulas de VC, VKj; e VCKj; pelo método
de spray drying com quitosana observou-se uma grande variacdo no
tamanho das particulas e, assim, aquelas de VC apresentaram tamanho
entre 0,90 a 18,80 um, as de VK; de 2,40 a 14,67 um e as de VCK;j
entre 0,58 a 1,84um (Tabela 1). Portanto, as microparticulas de VCK3
foram as que apresentaram o menor tamanho de particulas.

E importante notar que as concentracdes de quitosana usadas no
preparo das microparticulas (ver item 2.2 da Metodologia) foram 0,44 %
de quitosana no preparo da solu¢cdo de VC, 0,16 % no preparo da
solugdo de VK; e 0,47 % no preparo da solucdo contendo a associagao
VC e VK.
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Tabela 1 - Tamanho das microparticulas de quitosana e VC, VK; e VCK;
encapsuladas com quitosana

. , Quitosana Tamanho
Microparticulas (concentragdo em %) (um)
Quitosana 30,41-146,22
VC 0,44 0,90 - 18,80
VK; 0,16 2,40 - 14,67
VCKj, 0,47 0,58 -1,84

Tendo em vista que a concentracdo de quitosana usada no preparo
das microparticulas foi equivalente a maior concentracdo usada por He
et al. (1999) pode-se inferir entdo que a viscosidade das solucfes de
quitosana empregada no preparo das microparticulas de VC, VKj; e
VCKj3 usadas nos nossos experimentos foram muito elevadas o que nao
permitiu a obtencdo de particulas menores.

4.1.2 Liberacdo de vitamina C das microparticulas de VC e VCK;

Inicialmente foram realizados ensaios de calibragdo por CLAE
com a vitamina C ndo encapsulada dissolvida em agua ou na fase movel
(KH,PO,4 0,2 M / H3PO4; EDTA 2 mM; pH 3,0). Os resultados obtidos
demonstraram que ndo houve diferenca significativa na detecgcdo da
concentracdo de vitamina C quando a mesma foi solubilizada nestes
dois veiculos. Na Figura 8 ¢é apresentada a curva padrdo determinada
com cinco concentragfes conhecidas de VC (0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5
pug/mL) em solugdo aquosa. A equagdo de regressdo calculada foi: y =
18,073x + 2,8795 (R2 = 0,9926), onde y é a area do pico no
cromatograma e X € a concentracao de VC em ug/ml.
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Figura 8 - Representacdo grafica da curva de calibracdo de vitamina C ndo
encapsulada dissolvida em agua e a equagdo da reta. Cada medida representa a
média de trés repeticbes (linha amarela) e linha de tendéncia linear (linha azul).

De maneira semelhante foi feita a avaliacdo da liberacdo de
vitamina C nas microparticulas de VC, VCKj; encapsuladas com
quitosana, em solucdo aquosa e fase mdvel, em diferentes concentragdes
de microparticulas (0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 pg/mL) ap6s 30 minutos de
incubacgdo. Entretanto, se observou que vitamina C era imediatamente
liberada quando dissolvida na fase mdvel, desta forma todos os ensaios
posteriores foram realizados em meio aquoso (Figura 9).
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Figura 9 - Representacdo grafica das curvas de calibracdo da vitamina C a partir
da liberagdo desta das microparticulas de VC e VCKj; encapsuladas, ap6s 30
minutos de incubacdo. C = vitamina C ndo encapsulada; C MICRO =
microparticulas de quitosana com vitamina C; CK; MICRO = microparticulas
de quitosana com vitamina C e vitamina Ks.

Posteriormente o perfil da liberacdo da vitamina C foi
acompanhado durante 24 h (Figura 10). O ensaio de liberacdo da
vitamina C foi feito com 5 ng/mL de cada uma das microparticulas (VC
e VCK3). Os resultados obtidos indicam que as microparticulas de VC e
VCKj; encapsuladas com quitosana levaram a liberacdo de vitamina C
por um periodo relativamente longo (maior que 6 h). Como pode ser
observado as microparticulas de VC levaram a uma maior liberacdo da
vitamina C quando comparada a liberacdo de vitamina C nas
microparticulas de VCKj3. Entretanto, € importante notar que o perfil de
liberacdo de vitamina C nas microparticulas de VCKj; também foi
relativamente constante de 5 a 24 h o que poderia significar uma
vantagem terapéutica ja que se pode teoricamente atingir niveis
plasmaticos constantes desta associacdo sugerindo uma liberagdo
controlada por um maior periodo de tempo.
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Figura 10 - Representacdo grafica da liberacdo de vitamina C nas
microparticulas de VC e VCKj; durante 24 h. VC = vitamina C; VCK; = VC e
VK.

Infelizmente por uma questdo de disponibilizacdo de
equipamento para analise de CLAE e de ajuste de metodologia
especifica para deteccdo da vitamina Ks ndo foi possivel fazer a analise
de liberacdo controlada deste farmaco nas microparticulas.

Quitosana & um polissacarideo hidrofilico, biocompativel,
biodegradavel e com baixa toxicidade. Por estas caracteristicas as
microesferas de quitosana tém sido usadas para desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de farmacos (HEJAZI & AMUJI, 2003).

Desai & Park (2006) analisaram o efeito do peso molecular da
quitosana sobre microesferas deste biopolimero preparadas com ligagdes
cruzadas com tripolifosfato (TPP-quitosana) contendo vitamina C.
Vérios pardmetros do material obtido e também a taxa de liberacdo
foram avaliados. Esse estudo indicou que o peso molecular da quitosana
teve notavel influencia sobre o tamanho, eficiéncia de encapsulamento,
potencial zeta, morfologia de superficie e taxa de liberagdo das
microesferas. O tamanho das particulas aumentou com a elevagdo do
peso molecular da quitosana. Por outro lado, a taxa de liberagdo de
vitamina C diminuiu quando a concentracdo de quitosana aumentou de
0,5 para 1,0 % (w/v). O espacamento é maior entre as ligacOes cruzadas
na cadeia polimérica formada por TPP-quitosana quando € usada
quitosana de maior peso molecular e o espagcamento é menor quando a
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quitosana é de peso molecular menor. Assim 0s espacamentos mais
longos que ocorrem entre as ligagdes cruzadas nas microesferas podem
ser considerados responsaveis pela taxa de liberacdo mais lenta da
vitamina C das microesferas de quitosana com maior peso molecular
(DESAI & PARK, 2006).

Em geral o microencapsulamento com polimeros pode ser feito
por impregnacdo ou por coacervagdo (PARIZE et al., 2008). As
microparticulas de VC, VK; e VCK; foram preparadas por coacervacéo,
ou seja, as vitaminas foram misturadas com a quitosana (material para o
encapsulamento nesse caso) e o 4&cido citrico para depois serem
atomizadas pelo spray drying.

De acordo com Villanova; Oréfice; Cunha (2010) os
medicamentos podem ser designados de acordo com a forma
farmacéutica em trés tipos: medicamento tradicional (ou convencional),
sistema de liberacdo de farmacos, e sistema de liberacdo de farmacos de
desempenho terapéutico avancado. Os medicamentos de desempenho
terapéutico avancado sdo fundamentados em micro e nanotecnologia.
No tratamento do céancer, por exemplo, é preferivel o emprego de
transportadores capazes de direcionar seletivamente o farmaco para que
seja disponibilizado diretamente nos 6rgaos, tecidos e células afetados
com menor toxicidade (SWARBRICK, 2007).

4.1.3 Citotoxicidade in vitro das vitaminas C e K3 encapsuladas e
ndo encapsuladas

4.1.3.1 Citotoxicidade da vitamina C microencapsulada néo
microencapsulada

Os resultados obtidos com o0s ensaios de determinacdo de
citotoxicidade ap6s o tratamento das células MCF7 com VC ndo
encapsulada (NE) e VC microencapsulada (E), em diferentes
concentragBes e tempos estdo apresentados na Figura 11. No gréfico
pode ser observado que o tratamento com a concentragdo de 9,6 mM de
VC (NE) ap6s 48 h foi 0 mais citotdxico, sendo o Unico tratamento que
resultou em morte celular maior que 50 %. O tratamento com VC (NE)
durante o tempo de 48 h apresentou diferenca significativa em relagédo
aos tratamentos com VC (E) 48 h, VC (E) 24 h e VC (NE) 24 h.
Observa-se, ainda, que os tratamentos com VC (NE) nas menores
concentragGes usadas (1,2; 2,4; 4,8 mM) apresentaram apenas pequena
diferenca entre os valores de viabilidade celular. O tratamento com a
concentracdo de 9,6 mM de VC (NE) mostrou um possivel efeito
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tempo-dependente, pois a viabilidade celular diminuiu & medida que os
tempos de incubacdo foram aumentando. Os tratamentos com todas as
concentragBes de VC (E) durante os tempos de 12 e 48 h resultaram em
viabilidade celular maior que 80 %. Relata-se ainda que os tratamentos
com as concentragdes de 1,2; 2,4 e 4,8 mM de VC (E) no tempo de 24 h
resultaram em percentual de viabilidade celular maior que a do controle
negativo (célula incubada apenas com meio de cultura).
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Figura 11 - Efeito sobre a viabilidade celular do tratamento com VC (NE e E)
em células MCF7, nos tempos de 12, 24 e 48 h nas concentragdes de 1,2 a 9,6
mM de VC. Os resultados estdo expressos em Média + Desvio Padrao, n=3. (*)
e (**) representam diferenca significativa em nivel de p < 0,05 e p < 0,01,
respectivamente. (o) representa diferenca estatistica entre VC (NE) 12 h e VC
(E) 24 h; (B) representa diferenca estatistica entre VC (NE) 24 h e VVC (E) 24 h;
(8) representa diferenca estatistica entre VC (E) 24 h e VC (NE) 48 h; (y)
representa diferenca estatistica entre VC (NE) 24 h e VC (E) 48 h; (¢)
representa diferenca estatistica entre VC (NE) 48 h e VC (E) 48 h.

Um resumo das CI50 obtidas com os tratamentos € apresentado
na Tabela 2.
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Tabela 2 - Valores obtidos na determinacdo de CI50, em células MCF7,
resultantes dos tratamentos com VC ndo encapsuladas (NE) e encapsuladas (E)
com quitosana.

Tempo (h) Concentragdo de VC (NE)  Concentracédo de VC (E)

(mM) (mM)
12 > 9,65% > 9,65*
24 > 9,65% > 9,65*
48 7,61 > 9,65%

*significa ndo citotdxico (CI150 >9,65 mM para VC). CI50 determinada
por analise de regressao linear, n=3.

Existem varios relatos na literatura sobre a citotoxicidade da
vitamina C para células B16 de melanoma murino (tratamento com 10
mM), células leucémicas humanas (tratamento com 0,3 mM),
neuroblastomas (tratamento com 500 pg/ml = 2,53 mM), células de
tumor ascitico, leucemia linfoblastica aguda e carcinoma epidermoide
(BENADE et al., 1969; PRASAD et al., 1979; BRAM et al., 1980;
PARK et al., 1980; LEUNG et al., 1993; De LAURENZI et al., 1995;
KANG et al., 2005).

Verrax e Calderon (2009) relataram que a exposicdo a diferentes
concentragdes (50 uM a 33 mM) de ascorbato de sodio pelo tempo de
apenas 2 h, seguida de remocdo da vitamina e incubacdo em meio de
cultura pelo tempo de 48 h, apresentou citotoxicidade em células MCF7
apos avaliacdo pelo ensaio de MTT, sendo a menor viabilidade celular
observada de 20 % e a CI50 encontrada foi 4,5 mM.

Chen et al. (2005) também testaram o efeito de concentracdes de
ascorbato de sddio (0,1 a 20 mM) em células MCF7, neste caso apos 0
tratamento as células foram lavadas com PBS e incubadas por um
periodo de 24 h somente em meio de cultura. A viabilidade celular
também foi avaliada pelo método do MTT e obteve-se CI50 para a
linhagem MCF7 de 3,0 mM.

Em 2008, Chen et al. publicaram outro trabalho onde 43
linhagens de células tumorais e 5 de células normais foram tratadas com
ascorbato de sodio por até 2 h. As CI50 foram determinadas e
encontrou-se valores de CI50 menores que 10 mM para 75 % das
linhagens tumorais testadas, ndo sendo observada citotoxicidade
evidente para as células normais testadas.

A ocorréncia de viabilidade celular maior que 100 % foi relatada
no tratamento com vitamina C (0,1-1 mM ascorbato por 2 h) em células
TLT e HepG2 por Verrax & Calderon (2009). Nossos dados também
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demonstraram que alguns tratamentos com VC apresentaram valores de
viabilidade celular maiores que 100 % (Figura 11). Isso ocorreu nos
tratamentos com VC (E) com as concentragdes de 1,2; 2,1 e 4,2 mM
(tempo de 24 h) e com a concentragédo de 9,6 mM (tempo de 48 h).

Tomasetti et al (2010) demonstraram que células PC3 (cancer de
préstata) foram resistentes ao tratamento durante 24 h com VC em
concentragBes de 0,1-3,2 mM. Nesse trabalho a CI50 calculada foi
maior que 3,2 mM.

O valor de CI50 determinado pelos autores citados anteriormente
é¢ menor que o valor determinado nos experimentos relatados no
presente estudo (CI50 = 7,61 mM), no entanto as diferencas entre os
resultados poderiam ser justificadas pelos diferentes tipos de tratamento,
ou seja, apenas 2 h de incubagdo com a VC no trabalho de Verrax &
Calderon (2009) e Chen et al. (2008) enquanto que no presente trabalho
os tratamentos com VC (encapsulada e ndo encapsulada) foram em
tempos de incubacgéo de 12, 24 e 48 h.

Comparativamente aos trabalhos anteriormente citados e
realizados com ascorbato de sédio (CHEN et al., 2005; CHEN et al.,
2008; VERRAX & CALDERON, 2009), foi demonstrado que o
microencapsulamento da vitamina C com quitosana reduziu a
citotoxicidade dos tratamentos. Isso pode ter ocorrido possivelmente
pela retencdo da vitamina C na parede das microparticulas, ndo
ocorrendo entdo o efeito pro-oxidante citotdxico esperado da vitamina
C.

Tian et al. (2009) sintetizaram um complexo de quitosana-
vitamina C com maior solubilidade em relacdo a quitosana sozinha e
realizaram a caracterizacdo do mesmo. Os resultados mostraram que
houve eliminagdo do &nion superoxido pelo complexo quitosana-
vitamina C e esta atividade foi maior do que com a quitosana sozinha
em baixas concentracfes (<0,05 mg/ml); no entanto, apds o tratamento
com concentragdo maior que 0,1 mg/ml, a eliminacdo do &nion
superdxido foi menor do que com a vitamina C. Segundo Tao et al.
(2004), os grupos amino e hidroxil ativos na cadeia polimérica sdo a
origem da habilidade guelante da quitosana.

A propriedade quelante poderia também explicar o menor efeito
citotéxico observado nos tratamentos com as microparticulas de VC em
relacdo aos resultados publicados pelos autores ja mencionados (CHEN
et al., 2005; CHEN et al., 2008; VERRAX & CALDERON, 2009), uma
vez que na maior parte dos tratamentos com microparticulas de VC
apenas a maior concentracdo usada apresentou citotoxicidade sendo, as
CI50 determinadas maiores que as ja relatadas nestes trabalhos.
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Por outro lado, a quitosana é soltvel somente em solucfes &cidas
diluidas com pH abaixo de 6,0 (PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009).
Além disso, Chen & Hwa (1996) demonstraram que as solucles de
quitosana em faixas de pH superiores a 6,5 sofrem reacdo de
precipitacdo e passam a se apresentar na forma de flocos gelatinosos. A
formagcéo de flocos gelatinosos e a dificuldade de solubilizagdo também
foram observadas no preparo das solugdes para 0s tratamentos das
células MCF7 com as microparticulas de VC e VCK; em nossos
experimentos devido a maior quantidade de quitosana que esta presente
nas concentragcdes usadas dessas microparticulas (0,44 e 0,47 % de
quitosana respectivamente nas microparticulas de VC e na associacdo de
VCKj3). Além disso, talvez por que as solucbes foram preparadas
diretamente em meio de cultura. A solubilidade das microparticulas com
VK3 foi ligeiramente melhor, pois as concentracbes usadas de
microparticulas de VK3 foram também menores, bem como apresentam
menor quantidade de quitosana (0,16 % de quitosana).

Tem sido relatado que conjugados de alguns tipos de agentes
antineoplasicos com quitina e derivados de quitosana mostram bons
efeitos antitumorais com uma diminuicdo dos efeitos secundarios sobre
a forma original ndo conjugada devido a uma distribuicdo predominante
no tecido tumoral e uma liberacdo gradual do farmaco a partir dos
conjugados (KATO; ONISHI; MACHIDA, 2005).

4.1.3.2 Citotoxicidade da vitamina K3 encapsuladas e ndo encapsuladas

Os graficos de viabilidade celular obtidos ap6s o tratamento de
células MCF7 com VK3 ndo encapsuladas (NE) e microparticulas de
VK3 encapsuladas (E) com quitosana, em diferentes concentragdes e nos
tempos estdo apresentados na Figura 12. Ndo foi encontrada diferencga
estatistica significativa na comparacdo entre os tratamentos com VKj
(NE e E) durante os tempos de 12, 24 e 48 h.

Apesar dos resultados das analises estatisticas ndo demonstrarem
diferenca significativa entre os tratamentos, observou-se que a maior
concentracdo usada (54,31 uM) nos tratamentos com VK3 (NE) e com
microparticulas de VK3 (E) durante os tempos de 24 e 48 h causou 0s
maiores percentuais de morte celular (> 50 %). Com a segunda maior
concentragdo usada (26,50 uM de VKj3) obteve-se como resultado da
viabilidade celular o percentual menor que 50 % nos tratamentos com
VKj (NE) e (E) durante o tempo de 48 h, além do tratamento com VK3
(E) durante 24 h. A maior concentracdo de 54,31 uM usada no



78

tratamento com VK; (E) durante 12 h causou morte celular de 49 %,
enquanto o tratamento com VKj (NE) durante 12 h causou 44,43 % de
morte celular.
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Figura 12 - Efeito sobre a viabilidade celular do tratamento com VK; (NE e E)
em células MCF7, nos tempos de 12, 24 e 48 h com concentragdes de 6,62 a
54,31 uM de VK. Os valores sdo Média + Desvio Padrdo (n = 3).

Nos casos em que o percentual de morte celular foi menor do
que 50 % os valores calculados de CI50 ndo puderam ser obtidos, pois
foram maiores do que a maior concentracdo usada. E o caso dos
tratamentos com a concentracdo de 54,31 uM durante o tempo de 12 h,
nas formas microencapsuladas e ndo microencapsuladas, podendo-se
considerar essas concentracdes e esse tempo como nao citotdxicos.
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A observacdo dos resultados na Tabela 3 mostra que a CI50 do
tratamento das células MCF7 com microparticulas de VK3 (E) durante
24 h foi a menor CI50 observada (>18,15 uM) sendo este o tratamento
mais citotoxico entre todos os tratamentos feitos. Para o tratamento com
microparticulas de VK3 (E) durante o tempo de 48 h encontrou-se o
valor de CI50 igual a >30,91uM. A CI50 observada apds o tratamento
com VK3 (NE) durante os tempos de 24 e 48 h foi >36,82 uM e 30,62
uM, respectivamente. A partir do exposto e pela andlise da Tabela 3 é
possivel verificar que os tratamentos com VK3 (NE) no tempo de 48 h,
VKj; (E) no tempo de 48 h e VK3 (NE) no tempo de 24 h, causaram
efeitos citotoxicos semelhantes apresentando CI150 de 30,62 uM, 30,91
uM e 36,82 uM, respectivamente.

Tabela 3 - Valores obtidos na determinacdo de CI50, em células MCF7,
resultantes dos tratamentos com VK; ndo encapsuladas (NE) e encapsuladas (E)
com quitosana.

Tempo (h) Concentracéo de VK3 (NE) Concentragdo de VK3 (E)
(M) (1M)
12 >54,31* > 54,31*
24 > 36,82 > 18,15*
48 30,62 > 30,91*

*significa nao citotoxico (CI50 > 54,31 uM para VK3). CI150 determinada por
analise de regressao linear, n=3.

Nutter et al. (1992) e Wu et al. (1993) relatam o uso de
menadiona (VK3) como antitumoral e Tomasetti et al. (2010) mostraram
que células PC3 foram sensiveis ao tratamento com VK; em
concentracGes de 4-5 uM apoés tratamento de 24 h.

Beck et al. (2009) trataram células MCF7 com ascorbato de sédio
(1 mM) e bissulfito de menadiona (10 puM) isoladamente e em
associagdo durante 24 h e relataram que ndo houve citotoxicidade apés o
tratamento com VKj; individualmente (10 uM), pois a viabilidade
celular manteve-se em 100 %. A concentracdo de 10 uM usada nesse
trabalho foi menor que as concentragdes de VK; (NE) usadas no
presente trabalho (26,50 e 54,31 uM) e que resultaram em morte celular
de 66,64 % e 76,56 %, respectivamente, no tempo de 24 h.
Comparativamente a esses resultados, observa-se na Tabela 3 que o
tratamento com VK; (E) pelo tempo de 24 h (CI50 de 18,15 uM) foi
mais citotoxico em relacdo ao tratamento de Beck et al. (2009) e em
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relagdo ao tratamento com VKj; (NE). Esse tratamento resultou na
menor CI50 (18,15 uM) de VK; (E) observada em nossos experimentos,
sendo o tratamento mais citotéxico entre todos os tratamentos feitos.

Akiyoshi et al. (2009) verificaram citotoxicidade em células
MCF7 ap6s tratamento durante 24 h com VK; com avaliacdo da
viabilidade celular pela adigdo de calceina-M. A VKj; apresentou
citotoxicidade dose-dependente e a CI50 observada foi 14,2 uM que €
proxima a CI50 determinada por nds (18,5 uM).

Verificando o efeito de tratamento com VK3 sobre outros tipos de
células, Tomasetti et al. (2010) relataram que o tratamento de células
PC3 com VKj resultou em citotoxicidade dose-dependente observando
CI50 de 4 £ 1 uM no tempo de 24 h. A concentracdo determinada por
Tomasetti et al. (2010) é menor que a CI50 encontrada com 0s
tratamentos e a concentragdo de VK3 (18,5 uM) que causou o maior
percentual de morte celular o que caracteriza maior sensibilidade da
célula PC3.

4.1.3.3 Citotoxicidade da associacdo de vitamina C e vitamina Kj
encapsuladas e ndo encapsuladas

Os graficos de viabilidade celular obtidos apés o tratamento com
a associagdo VCKj; ndo encapsulada (NE) e microparticulas de VCK;
encapsulada (E) com quitosana, em diferentes concentracfes e nos
tempos de 12, 24 e 48 h s8o apresentados na Figura 13. Ndo foi
encontrada diferenca estatistica significativa entre nenhum dos
tratamentos com VCKj; (NE e E), durante os tempos de 12, 24 e 48 h
pela analise ANOVA e pelo pos-teste de Tukey (p > 0,05). Entretanto, a
andlise estatistica pelo teste t mostrou diferenga estatistica significativa
entre 0s seguintes tratamentos: VCKj3; (E) durante 12 h e VCK;3 (E)
durante 48 h (**p = 0,0080); VCK; (NE) durante 12 h e VCK; (E)
durante 48 h (*p = 0,0148); VCK;3 (NE) durante 24 h e VCKj3 (E)
durante 48 h (*p = 0,0254). Entre todos os demais tratamentos, a andlise
estatistica pelo teste-t ndo mostrou diferenca estatistica significativa
para p > 0,05.

O tratamento com a associacdo contendo as concentragdes de
9,65 mM de VC e 54,31 uM de VK; provocou morte celular maior que
50 % nos tratamentos com VCKj3 (NE) e (E) durante 12 h, VCK3; (NE)
durante 24 h e VCK;3 (E) durante 48 h. O tratamento com VCK; (E)
durante 24 h apresentou porcentagem de morte celular em torno de 49
%. A segunda maior concentracdo usada (4,8 mM de VC e 26,50 uM de
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VK3) também causou morte celular maior que 50 % no caso dos
tratamentos com VCKj3 (NE) durante 12, 24 e 48 h. Os tratamentos com
as demais concentracdes ndo diminuiram a viabilidade celular abaixo de
50 % em todos os tempos de incubagéo.
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Figura 13 - Efeito sobre a viabilidade celular do tratamento com VCK; (NE e E)
em células MCF7, nos tempos de 12, 24 e 48 h nas concentra¢Ges de 1,2 a 9,6
mM de VC e 6,6 a 54,31 uM de VK;. Os valores sdo Média + Desvio Padrédo (n
=3). *P < 0,05 **P < 0,01 representam diferenca significativa. (o) representa
diferencga estatistica entre VCK; (E) 12 h e VCK; (E) 48 h; (B) representa
diferenga estatistica entre VCK; (NE) 12 h e VCK; (E) 48 h; (y) representa
diferenga estatistica entre VCK; (NE) 24 h e VCK; (E) 48 h.

Observa-se na Tabela 4 que o tratamento com a associacdo das
vitaminas C e K3 na forma encapsulada com quitosana resultou em CI50
de 5,47 mM em relagdo as concentra¢des do tratamento com VC (E) no
tempo de 12 h e CI50 de 30,56 uM com relacdo as concentracdes de
VK3 (E), também no tempo de 12 h. Os tratamentos de 24 h com a
associacdo de VC e VK3 ndo encapsuladas apresentaram CI50 de 5,12
mM em relagdo a VC e 28,57 uM em relagdo a VK3, sendo entdo mais
citotdxico que o tratamento com a associagdo de VC e VKj
encapsuladas.
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Tabela 4 - Valores obtidos na determinagdo de CI50, em células MCF7,
resultantes dos tratamentos com VCK; ndo encapsuladas (NE) e encapsuladas
(E) com quitosana.

Vitaminas associadas (VCK; mM)

Tempo (h) VC (NE) VC (E) VK; (NE) VK; (E)
12 6,89 5,47 38,64 30,56
24 5,12 9,17 28,57 51,58
48 5,61 > 9,65* 31,30 > 54,31*

*significa ndo citotdxico (CI50 > 9,65 mM para VC e > 54,31 uM para VK3).
CI50 determinada por analise de regressdo linear.

Existem vérios relatos na literatura que demonstram a
citotoxicidade dos tratamentos com VC, VK; e o efeito sinérgico da
associacdo de VCKj3 ndo encapsuladas.

Taper et al. (1987) relataram que elevadas doses de ascorbato
associado a vitamina Kj resultaram em efeito antitumoral. A partir de
entdo, o potencial terapéutico dessa associa¢do vem sendo estudado, in
vitro e in vivo.

Noto et al. (1989) trataram células MCF7 com ascorbato de sodio
(VC) e menadiona (VKj3) separadamente e também em combinacéo.
Nesse trabalho, a administracéo, separadamente, da VVC (10° uM) e da
VK; (10° nM) resultou em inibicdo da proliferacdo celular somente em
altas concentragdes, no entanto, a administragdo combinada das duas
vitaminas demonstrou uma inibicao sinérgica da proliferacdo celular em
concentracBes 10 a 50 vezes mais baixas. A administracdo das vitaminas
separadamente nessas mesmas concentraces nao foram citotoxicas.

De acordo com Verrax et al. (2004) o tratamento apds 24 h de
incubacdo com a associacdo VCKj3 (em células TLT) nas concentracdes
de VC (2 mM) e VK3 (20 uM) causou morte celular concentracéo-
dependente. Da mesma forma que no trabalho de Noto et al. (1989),
segundo Verrax et al. (2004), quando os compostos foram administrados
separadamente, 0s tratamentos com as mesmas concentragdes ndo
produziram efeito citotoxico.

Kassouf et al. (2006) demonstraram que houve efeito
antiproliferativo significativamente maior da associacdo VCKj; (nos
tratamentos com concentra¢fes de 1,0-2,0 mM de VC e 10-20 uM de
VKj3) em células UC (cancer de prdstata) avaliado pelo método de MTT
apos 48 h de tratamento quando comparado ao observado com cada uma
das vitaminas sozinhas.
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No trabalho de Beck et al. (2009), células MCF7 foram incubadas
por 24 h com a combinagdo VCK; (1 mM de VC e 10 uM de VK3) e
também individualmente com as mesmas concentragdes. No ensaio com
MTT a viabilidade celular foi reduzida para menos de 30 % apds o
tratamento com a combinacdo dos dois compostos (VCK3) e 0s autores
relataram que ndo houve citotoxicidade quando os experimentos foram
feitos com os compostos separadamente com as mesmas concentracdes
(viabilidade celular = 100 %).

Tomasetti et al (2010) relata que o tratamento de células PC3
com a associagdo VC (0,1-3,2 mM) e VK3 (1-30 uM) também mostrou
um efeito citotoxico sinérgico.

O tratamento com associagdo de VCK; ndo encapsuladas durante
24 h apresentou CI50 de 5,12 mM em relagdo a VC e 28,57 uM em
relacdo a VK3 e o tratamento com a associacdo VCKj; encapsuladas
durante 12 h apresentou CI50 de 5,47 mM em relacdo as concentracdes
do tratamento com VC e 30,56 uM com relagdo as concentracdes de
VKj, sendo essas concentraces maiores que as observadas nos
trabalhos de Beck et al. (2009) e Tomasetti et al (2010).

Um dos mecanismos relatados na literatura que poderia explicar o
efeito antitumoral da associacdo VC e VK3 € a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (AKIYOSHI et al., 2009), particularmente,
a geracdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) como intermediario na
formagdo de anion superoxido. Esse efeito seria causado pelo ciclo
redox entre a VC e VK; (VERRAX et al., 2004; BECK et al., 2009).
Ainda foi demonstrado por Noto et al. (1989) que o efeito inibitério
sobre o crescimento celular tumoral foi completamente suprimido apds a
adicdo de catalase ao meio de cultura contendo as vitaminas C e Kg,
sugerindo que uma producdo excessiva de peroxido de hidrogénio
poderia estar implicada no mecanismo de citotoxicidade da associagédo
VCKa.

Dessa forma, alguns autores sugerem que a perda da homeostase
redox (levando ao estresse oxidativo) induzida pela associacdo de
vitamina C e vitamina K3 causa morte celular por apoptose, dependendo
da dose e do tempo de exposicdo ao agente oxidante e também do tipo
de célula (VERRAX et al.,, 2009; GLORIEUX, 2011). O estresse
oxidativo induzido pelo ciclo redox da associagdo das vitaminas C e
VK; supera os sistemas de defesa antioxidantes da célula tumoral
levando a morte celular (Figura 3). Essa citotoxicidade é maior quando a
vitamina K3 (menadiona) é associada com ascorbato (VC) na relagéo
1/100 (VERRAX et al., 2004).
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4.1.4 Atividade antitumoral in vivo das vitaminas C e K;j
encapsuladas e ndo encapsuladas

4.1.4.1 Associacdo VCK; encapsulada e ndo encapsulada

4.1.4.1.1 Concentragdo de vitaminas C e Kz nas microparticulas
encapsuladas e nos tratamentos realizados

Conforme descrito na metodologia, as microparticulas de VC
contém teoricamente 430,1 mg de VC pura em cada 1 g do material
encapsulado com VC. As microparticulas de VK; (E) contém
teoricamente 370,3 mg de VK3 em cada 1 g do material encapsulado,
portanto 66 pg de VK3 em 10 mg de microparticulas. O tratamento com
VCK; (E) foi feito com 100 mg/kg de peso de microparticulas. Essa
guantidade de microparticulas da associacdo VCKj3 contém teoricamente
46,66 mg VC e 0,66 mg de VK3/ 100 mg VCK; (E).

A CLAE determinou 138 mg de VC/1 g de microparticulas de
VCK3, enquanto o célculo tedrico mostra que ha 424,7 mg de VC em 1
g de microparticulas de VCKa.

Verrax et al. (2004) mostraram a potencializacdo da acdo da
vitamina Kz em associacdo com vitamina C em uma propor¢do 1/10;
dessa forma os tratamentos que foram administrados in vivo nesse
trabalho estdo na Tabela 5.

Tabela 5 - Relacéo dos tratamentos administrados para a avaliacdo da atividade
antitumoral in vivo em camundongos previamente inoculados com o TAE.

Tratamento Concentracao utilizada
Vitamina C (E) 100 mg/kg de microparticulas
Vitamina C (NE) 10 mg/kg de VC
Vitamina K; (E) 10 mg/kg de microparticulas
Vitamina K; (NE) 1 mg/kg de VK3
Vitamina CK; (E) 100 mg/kg de microparticulas

Vitamina CK; (NE) 10 mg/kg:1 mg/kg (VC: VK3)
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4.1.4.1.2 Avaliacdo da viabilidade das células tumorais in vivo pelo
método de exclusdo do corante vital azul de Tripan

Um dos métodos tradicionais de analise de viabilidade celular é
0 uso da coloragdo com corante de exclusdo azul de tripan. O método €
usado para determinar o nimero de células viaveis presentes em uma
suspensdo baseado no principio de que as células vivas possuem
membranas celulares intactas que excluem certos corantes como o azul
de tripan, enquanto as células mortas ndo o fazem, mostrando-se entéo
coloridas.

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados obtidos no ensaio
de viabilidade celular com o corante azul de tripan em amostras de
liquido ascitico coletadas de camundongos Balb/c inoculados com
tumor ascitico de Ehrlich e tratados por nove dias com VC (E), VC
(NE), VK3 (E), VK3 (NE), VCK; (E), VCK; (NE), salina (controle
negativo) e doxorrubicina (1,2 mg/kg/dia, controle positivo) nas
quantidades indicadas na Tabela 5.

Estes resultados indicam que todos os tratamentos apresentaram
uma diminuicao significativa (p < 0,005) no volume de liquido ascitico
e no nuimero de células vidveis quando comparados com os resultados
dos animais tratados com NaCl 0,9 % (controle negativo). Por outro
lado, o Unico tratamento que resultou em aumento significativo do
numero de células inviaveis foi o tratamento com VK3 (NE), onde se
observa um aumento significativo na contagem de células tumorais
mortas (invidveis) em relacdo as vivas (viaveis), quando comparados ao
controle negativo. Isso também estd demonstrado quando se observa a
propor¢do de células inviaveis e viaveis. Esses resultados indicam uma
acdo antitumoral da VKs.
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Tabela 6 - Avaliacdo da viabilidade das células tumorais pelo método de
exclusdo do corante azul de tripan em tumor ascitico de Ehrlich (5 x 10°
/ 200 pL / animal) inoculadas em camundongos Balb/c por via
intraperitoneal e posteriormente tratados durante nove dias com:
doxorrubicina (1,2 mg/kg/dia, controle positivo); salina (controle
negativo); VC (E) 100 mg/kg/dia, VC (NE) 10 mg/kg/dia, VK; (E) 10
mg/kg, VK3 (NE) 1 mg/kg/dia, VCK; (E) 100 mg/kg/dia e VCK; (NE)
10:1 mg/kg/dia.

Tratamento Vol. Céls. Céls Proporcéo
Liquido invidveis vidveis Y,
ascitico

Controle Positivo NA NA NA NA
Controle Negativo 11,0£0,7 2,0£1,1 172,5+33,6 0,01+0,01
VC (E) (100 mg/Kg) 7,4+0,6%"" 1,3+0,9 99,5¢295“"  0,013+0,03

VC (NE) (10 mg/Kg) 5,0£2,1%" 1,5%0,5 103,6+30,5""  0,014%0,02
VK; (E) (10 mg/kg) 6,5+1,4" 0,620,1 66,8+£30,6“""  0,01+0,003
VK3 (NE) (1 mg/kg) 6,1+1,6%"  11,0£7,6“"  108,1£9,2*"  0,10£0,07*""

VCK; (E) (100 mg/kg) 6,312 3,623 96,8+10,7 """ 0,04+0,03

VCK; (NE) (10:1 mg/kg) ~ 6,940,5° 0,90,5 86,8+11,9°"  0,010,01

(), (™) representam diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo
controle negativo para p < 0,005 e p < 0,001, n=6. NA= N&o se aplica.

O tratamento dos animais do grupo controle positivo com
doxorrubicina (concentracdo de 1,2 mg/kg/dia) ndo permitiu o
desenvolvimento de tumor, portanto os valores de volume de liquido
ascitico, propor¢do do volume de células pelo volume de liquido
ascitico, proporc¢do de células invidveis e células viaveis ndo se aplicam
(NA) a esse tratamento.

O liquido ascitico é a fonte nutricional direta para as células
tumorais e um aumento mais rapido no volume do liquido com o
crescimento do tumor poderia ser um meio para satisfazer os requisitos
nutricionais das células tumorais (PRASAD & GIRI, 1994). Dessa
forma, o desenvolvimento de menor volume de liquido ascitico
demonstra o provavel efeito antitumoral dos tratamentos.

Para avaliacdo dos efeitos citotdxicos de ascorbato de sédio em
linhagens celulares de neuroblastoma foi avaliada a sobrevida celular



87

através da contagem do numero de células (CAROSIO et al., 2007) pelo
método de exclusdo com azul de tripan. Foi observado que
concentragBes menores do que 2 mM causaram diminuigdo de 50 % na
sobrevida celular ap6s 24 h de tratamento. Suzuki et al. (1998)
avaliaram o crescimento celular in vitro do tratamento de ascorbato de
s6dio e menadiona (VK3 em células leucémicas L5178Y de
camundongo. A viabilidade celular foi monitorada pelo método de
exclusdo com azul de tripan. O efeito dessa associa¢do foi sinérgico,
mas depende da faixa de dose e relacdo usada entre 0s dois compostos.

4.1.4.1.3 Avaliacdo do tipo de morte celular pela coloragcdo com
brometo etidio / laranja acrinidina

A capacidade dos diferentes tratamentos in vivo com vitamina C
e Ks de induzir a morte celular foi avaliada através do estudo da
morfologia das células coradas com laranja de acrinidina e brometo de
etidio. O método de coloracdo por brometo de etideo/laranja de
acrinidina (BE/LA) foi usado nessa avaliagdo de morte celular porque
permite diferenciar células viaveis (coradas de verde brilhante) e células
em processo de morte por apoptose (coradas de cor laranja) ou necrose
(células de cor vermelha). As células sdo visualizadas para determinagéo
do tipo de morte celular e quantificadas por microscopia de
fluorescéncia (MCGAHON et al., 1995; GENG, ZENG & WANG,
2003). A Figura 14 mostra a coloragcdo obtida ap6s a analise por
microscopia de fluorescéncia das células do carcinoma de Ehrlich apds
o0s tratamentos com: A) controle negativo (NaCl 0,9 %); B) VC (E) 100
mg/kg/dia; C) VC (NE) 10 mg/kg/dia; D) VK3 (E) 10 mg/kg/dia; E)
VK3 (NE) 1 mg/kg/dia; F) VCK; (E) 100 mg/kg/dia; G) VCK; (NE)
10:1 mg/kg/dia. Todos os tratamentos mostraram capacidade de induzir
apoptose nas células tumorais (Figura 14) em comparagdo com o
controle negativo. As células tratadas com salina (controle negativo)
apresentaram 88,00 + 0,9 % de células viaveis. O efeito pro-apoptético
produzido foi maior apds os tratamentos com VKj (NE), seguido do
tratamento com a VCKj (E) e VK3 (E) os quais resultaram em 52, 39 e
36 % de células apoptéticas (invidveis) (Figura 14).
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Figura 14 - Avaliacdo do tipo de morte celular com a coloragdo de brometo de
etideo/laranja acrinidina em células de tumor ascitico de Ehrlich (5 x 10%/200
pL/animal) inoculadas em camundongos Balb/c por via intraperitoneal e
posteriormente tratados durante nove dias com: A) NaCl 0,9 % (controle
negativo); B) VC (E) 100 mg/kg/dia; C) VC (NE) 10 mg/kg/dia; D) VK; (E) 10
mg/kg/dia; E) VK; (NE) 1 mg/kg/dia; F) VCK; (E) 100 mg/kg/dia; G) VCK;,
(NE) 10:1 mg/kg/dia. Os resultados foram expressos em Média + Desvio padrdo
(n=3). Numero (%) de células viaveis, apoptoticas. a***P < 0,001 representa
diferenga estatistica significativa no nimero de células vidveis em relagdo ao
grupo controle negativo (n=6). B*** P < 0,001 representa diferenca estatistica
significativa no ndmero de células apoptdticas em relagdo ao grupo controle
negativo.

Vérios autores demonstraram que a citotoxicidade apds o
tratamento com vitamina C leva a morte celular por apoptose, o que
pode ocorrer atraves de diferentes mecanismos em diferentes tipos de
células. O tratamento com 10 mM de vitamina C durante 4 h induziu
apoptose em células B16 de melanoma murino (KANG et al., 2005).
Altas concentragbes de vitamina C induziram morte celular apoptotica
em varias linhagens tumorais, incluindo carcinoma escamoso oral e
tumor de glandula salivar. Por outro lado, a vitamina Kz também induz
apoptose em varios tipos de células cultivadas pela elevagao de peroxido
e radicais superoxido (SAKAGAMI et al., 2000). A habilidade do
ascorbato para matar células tumorais através da geracao de perdxido de
hidrogénio tem sido confirmada em vérios estudos in vitro (BRAM et
al, 1980; LEUNG et al, 1993; BENADE et al, 1969; RIORDAN et al,
1995).

4.1.4.1.4 Avaliacdo morfofisiologica

O efeito de inibi¢cdo do crescimento do tumor foi avaliado pela
medida de variacdo de peso corporal (g), reducdo na medida da
circunferéncia abdominal (%), inibi¢cdo do crescimento tumoral, tempo
médio de sobrevida em dias (TMS) e aumento de percentual de
longevidade (PAL) observados apds inoculagdo em camundongos
Balb/c (n=12) com tumor ascitico de Ehrlich e tratados com VC (E), VC
(NE), VK3 (E), VK3 (NE), VCK; (E), VCK; (NE) durante nove dias, nas
quantidades indicadas na Tabela 5.

Da mesma forma foram, avaliados animais sem inoculacdo de
TAE e aos quais foi administrado solucdo salina (controle normal),
animais inoculados com TAE (n=12) e tratados somente com solucédo
salina (controle negativo), e outro grupo (n=12) tratado com solucéo de
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doxorrubicina (concentracdo de 1,2 mg/kg/dia de peso do corpo,
controle positivo). Esses resultados estdo apresentados nas Tabelas 7, 8
e9.

4.1.4.1.4.1 Efeito sobre a varia¢éo de peso corporal

O desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich causou um
rapido desenvolvimento de ascite tumoral nos camundongos que foram
inoculados com as células de TAE. Esta ascite leva a um aumento
exagerado de peso no animal portador do tumor, além de aumentar
também sua circunferéncia abdominal. Na Tabela 7 estdo apresentados
os valores referentes a variagdo de peso do corpo [peso final (g) — peso
inicial (g)] e de reducdo na medida da variacdo de peso corporal (%)
resultantes dos tratamentos com VC (E), VC (NE), VK; (E), VK3 (NE),
VCK; (E), VCK3; (NE) durante nove dias além, dos resultados
observados com doxorrubicina (1,2 mg/kg de peso do corpo/dia)
comparativamente aos valores do grupo controle negativo e dos valores
referentes aos animais do grupo controle normal.
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Tabela 7 - Variagdo de peso corporal (g) e reducdo na medida da variagdo do
peso (%) em tumor ascitico de Ehrlich (5 x 10%/200 pL/animal) inoculadas em
camundongos Balb/c por via intraperitoneal e posteriormente tratados durante 9
dias com: salina (controle normal, CN); (controle negativo, CNEG);
doxorrubicina (1,2 mg/kg/dia, controle positivo, CP); VC (E) 100 mg/kg/dia,
VC (NE) 10 mg/kg/dia, VK3 (E) 10 mg/kg/dia, VK5 (NE) 1 mg/kg/dia, VCKj3
(E) 100 mg/kg/dia e VCK; (NE) 10:1 mg/kg/dia.

Tratamento Variagdo de peso do Reduc¢do na medida da

corpo (g) variagdo do peso (%)
Salina (CN) 33+0,9“" NA
Salina (CNEG) 114+26 NA
Doxorrubicina (CP) 22+08%“" 80,7£6,2 P
VC (E) (100 mg/kg) 77+05%" 32,4+48°"
VC (NE) (10 mg/kg) 82+16“ 282+136°"
VK; (E) (10 mg/kg) 49+17“7 56,9 +14,9°™
VK; (NE) (1 mg/kg) 70+21%" 38,6+18,3 """
VCKj; (E) (100 mg/kg) 38+15%" 67,0+135°%"
VCK; (NE) (10:1 mg/kg) 88+19 24,9+17,7%"

Resultados expressos em Média + Desvio Padrao, n = 6. (*) e (***) representam
diferenca significativa (p < 0,05) e (p < 0,001), respectivamente. o) representa
diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle negativo; () representa
diferenga estatistica significativa em relagdo ao controle positivo. NA = ndo se
aplica.

O maior efeito antitumoral observado foi obtido com o
tratamento com doxorrubicina (controle positivo), que ¢ um farmaco
antitumoral padrdo. Também houve diferenca estatistica significativa
(p< 0,001) em relacdo a variacdo de peso do corpo (em g) comparando-
se 0s tratamentos com doxorrubicina, VK3 (E), VK3 (NE), VCKj; (E)
com o controle negativo (inoculados com TAE, porém tratados com
salina). Os tratamentos que resultaram em menor varia¢do do peso do
corpo foram VC (NE) e VCK; (NE) comparados ao controle negativo.

Dos tratamentos testados aquele que causou o0 maior percentual
de reducdo da medida de variacdo do peso foi o tratamento com VCKj
(E) com 66,98 + 13,54 %, seguido do tratamento com VK3 (E) com
56,92 + 14,95 %, e VK3 (NE) com 38,63 + 18,34 %.
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Observando esses resultados, conclui-se que 0
microencapsulamento e a associagdo com o tratamento com VCKj; (E)
mostrou maior eficiéncia na reducdo da medida de variacdo percentual
do peso, comparando-se com o tratamento sem encapsulamento e com
as vitaminas ndo associadas.

Com relacdo aos resultados obtidos com os tratamentos dos
camundongos, observa-se também (Tabela 7) que houve diminuicdo
percentual significativa no peso corporal (67,0 % e 56,9 %) dos animais
tratados com VCK; (E) e VK3 (E). A redugdo no peso do corpo pode
estar relacionada a diminuicdo do tamanho do tumor e dessa forma
pode-se sugerir a atividade antitumoral dos tratamentos.

4.1.4.1.4.2 Avaliacdo da inibi¢do do crescimento do tumor

A circunferéncia abdominal foi usada para inferir o
desenvolvimento do tumor ascitico, uma vez que esta diretamente
relacionada ao tamanho do tumor, tendo sido medida antes da
inoculagéo das células tumorais, e ao final do experimento (10° dia). Na
Tabela 8 estdo apresentados os valores de variacdo da circunferéncia
abdominal e de inibi¢do do crescimento do tumor (%) resultantes dos
tratamentos com VC (E), VC (NE), VK3 (E), VK3 (NE), VCK; (E),
VCK; (NE) durante nove dias, nas quantidades indicadas na Tabela 3,
além dos resultados observados com doxorrubicina (1,2 mg/kg/dia de
peso do corpo) comparativamente aos valores do grupo controle
negativo e dos valores referentes aos animais do grupo controle normal.
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Tabela 8 - Variagdo da circunferéncia abdominal e inibicdo do crescimento
tumoral (%) apés o tratamento com VC (E), VC (NE), VK; (E), VK3 (NE),
VCK; (E), VCK; (NE), controle normal, controle negativo (salina), controle
positivo (doxorrubicina).

Grupo yanaga? da} Inibi¢do do crescimento
circunferéncia do tumor (%)
abdominal (cm)

Salina (CN) 03+0,1%" NA
Salina (CNEG) 36+0,7 0
Doxorrubicina (CP) 0,3+0,1“™ 916+39

VC (E) (100 mg/kg) 24+04°" 324+48"""
VC (NE) (10 mg/kg) 22+05“" 282+136""
,y Heokok

VK (E) (10 mg/kg) 24+07 %" 403£3,7
VK; (NE) (1 mg/kg) 1,2+06“" 49,9+1347"
y Hokok

VCK; (E) (100 mg/kg) 12406 662+119
VCKj; (NE) (10:1 mg/kg) 20+02“" 437+457"

Resultados expressos em Média + Desvio Padrdo, n = 6. (*) e (***) representam
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) e (p < 0,001), respectivamente. (a)
representa diferenga estatistica significativa em relagéo ao controle negativo; na
reducgdo do tumor (y) representa diferenca estatistica significativa em relagdo ao
controle positivo. NA = ndo se aplica.

O tratamento com doxorrubicina (p < 0,001) inibiu o crescimento
(0,30 + 0,10 cm) do tumor resultando em medida de variacdo da
circunferéncia semelhante a do controle normal (0,30 + 0,10 cm),
enquanto houve desenvolvimento acentuado do TAE nos animais
inoculados e tratados apenas com salina (3,6 + 0,7 cm). Comparando-se
0s animais tratados com microparticulas e controle negativo, verifica-se
gue houve redugdo da variagdo da circunferéncia abdominal
estatisticamente significativa (p < 0,001) nos grupos tratados com VC
(E), VC (NE), VK3 (E), VK;3 (NE), VCK; (E), VCK3 (NE).

O tratamento que resultou em maior efeito antitumoral avaliado
pela variacdo da circunferéncia abdominal foi feito com administracéo
intraperitoneal de VCKj; (E) seguido pelos tratamentos com VK3 (NE),
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VCKj; (NE) apresentando, respectivamente em valores de 1,23 + 0,60;
1,24+ 0,55e 2,00+ 0,15 cm.

A avaliagdo da reducdo na medida da variacdo da circunferéncia
abdominal apresentada na Figura 15 caracteriza a inibicdo do
crescimento tumoral (%), indicando a maior inibicdo no tamanho do
tumor de 66,20 + 11,95 % obtido com o tratamento de VCK; (E), na
quantidade de 100 mg/kg/dia, e em seguida com 0s tratamentos com
VK3 (NE), VCK; (NE), VK3 (E) respectivamente nas concentracdes de
1 mg/kg/dia; 10:1 mg/kg/dia, 10 mg/kg/dia. Esses resultados indicam
gue o tratamento com as microparticulas de VCK; (E) foi o mais
eficiente na inibicdo do crescimento do tumor.
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Figura 15 - Efeito na inibicdo do crescimento do tumor (%) ap6s os tratamentos
com VC (E), VC (NE), VK; (E), VK3 (NE), VCK; (E), VCK; (NE), controle
positivo (doxorrubicina). Resultados expressos em Média + Desvio Padrdo
(n=6). ™" P < 0,001 representa diferenca estatistica significativa em relagdo ao
tratamento com doxorrubicina (controle positivo).

Assim, resumindo os dados obtidos com as andlises cito
morfoldgicas, observa-se que 0s animais tratados com microparticulas
de VCK; (E) apresentaram o0 menor peso ao final do experimento, a
menor medida na variacdo da circunferéncia abdominal e a maior
inibicdo do crescimento do tumor, indicando a maior atividade
antitumoral desse tratamento.
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Segundo alguns autores as células tumorais apresentam uma
maior atividade glicolitica e maior expressdo dos transportadores
GLUT, principalmente GLUT1 que também tem a capacidade de captar
vitamina C; além disso, sdo mais suscetiveis ao estresse oxidativo do
que células normais (HANAHAN & WEINBERG, 2011; VERRAX et
al., 2009). Tendo em vista essas trés caracteristicas foi desenvolvida
uma estratégia para matar células tumorais seletivamente. A abordagem
é geracdo de estresse oxidativo induzida pela acdo pré-oxidante de
ascorbato para diminuir a glicélise. A reducdo dessa via provoca falha
na produgdo de energia rendendo células tumorais mais sensiveis as
associacdes contendo doses farmacoldgicas de ascorbato e compostos
redox ativos (VERRAX et al, 2009). A vitamina C captada
preferencialmente pelas células tumorais reduz compostos redox ativos
(VERRAX et al., 2009) tais como a quinona vitamina K3 levando a um
ciclo redox. Esse ciclo redox aumenta a quantidade de espécies reativas
de oxigénio intracelulares. As células de cancer exibem um estado redox
alterado e o uso de compostos moduladores de oxido-redugdo pode ser
uma abordagem terapéutica com a vantagem da atuacdo seletiva contra
células tumorais (VERRAX et al., 2009). Dentro dessa proposta o
tratamento com as microparticulas de VCKj; encaixa-se no perfil de
gerador de espécies reativas de oxigénio com o intuito de matar
seletivamente as células tumorais.

4.1.4.1.43 Efeito sobre o tempo médio de sobrevida (TMS) e
percentual médio de aumento de longevidade (PAL)

Na Tabela 9 estdo apresentados os valores de tempo médio de
sobrevida (dias) apds o tratamento com VC (E), VC (NE), VK; (E), VK;
(NE), VCK;3; (E), VCKj3 (NE), controle normal, controle negativo
(salina), controle positivo (doxorrubicina, 1,2 mg/kg/dia de peso do
corpo) comparativamente aos valores do controle negativo, além dos
valores referentes aos animais do grupo controle normal. O grupo
controle normal e o grupo controle positivo (tratado com doxorrubicina)
apresentaram o tempo médio de sobrevida de 30 dias. Observou-se que
0 TMS para o grupo controle negativo (CN) foi 13 dias enquanto
aumentou para 16; 16; 16,5; 18,5 dias no grupo tratado com VK; (E),
VCKj3 (NE), VK;3 (NE), VCK; (E). Esses resultados mostram, entéo, que
a maior atividade inibitoria sobre o tumor decorreu do tratamento com
doxorrubicina seguido pelos tratamentos com microparticulas de VCKj;
(E) na quantidade de 100 mg/kg/dia.
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Na Tabela 9 tambhém estdo apresentados os valores de percentual
médio de aumento de longevidade (PAL, %) resultantes do tratamento
com VC (E), VC (NE), VK; (E), VK3 (NE), VCK; (E), VCK3 (NE),
controle positivo (doxorrubicina, 1,2 mg/kg/dia) comparativamente aos
valores do controle negativo, além dos valores referentes aos animais do
grupo controle normal.

Em relacdo aos animais inoculados com TAE e tratados somente
com salina (controle negativo), o tratamento com 100 mg/kg/dia de
microparticulas de VCKj (E) resultou no maior aumento percentual do
tempo de sobrevida (42,30 %), seguido do tratamento com 10 mg/kg de
microparticulas de VK3 (NE), o qual apresentou 26,92 % de aumento e
VKj3 (E) que também aumentou a longevidade em 23,07 %.

Tabela 9 - Tempo médio de sobrevida (TMS) e do percentual de aumento de
longevidade (PAL) apds o tratamento com VC (E), VC (NE), VK; (E), VK3
(NE), VCK; (E), VCK; (NE), controle normal, controle negativo (salina),
controle positivo (doxorrubicina).

Grupo TMS (dias)* PAL (%)
Controle normal (salina) 30,0 100,0
Controle negativo (salina) 13,0 0
Controle positivo (doxorrubicina) 30,0 100,0
Vitamina C (E) (100 mg/kg) 11,5 3,80
Vitamina C (NE) (~10 mg/kg) 14,0 7,70
Vitamina K; (E) (10 mg/kg) 16,0 23,07
Vitamina K; (NE) (~10 mg/kg) 16,5 26,92
Vitamina CK; (E) (100 mg/kg) 18,5 42,30
Vitamina CK; (NE) (~100 mg/kg) 16,0 23,10

*Resultados expressos em média, n=6.

Segundo Orsolic (2005) e Gupta et al. (2004) quando PAL (%)
for maior que 25 % ha um indicativo que o farmaco testado possui uma
atividade antitumoral significativa. 1sso pode ser observado nos
tratamentos com vitamina CK3 (E) e vitamina Kz (NE). Desta forma
pode-se admitir que o aumento de percentual de tempo de sobrevida é
indicativo de um possivel efeito antitumoral desses tratamentos.

De acordo com Clarkson & Burchenal (1965) o aumento do
tempo de vida de animais tratados € um critério confiavel para valorizar
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um tratamento antitumoral, o qual pode estar relacionado a diminuigéo
do volume do tumor.

Ja foi demonstrado por Beck et al. (2010) e Verrax et al.(2006)
que a associacdo VCKj (1 g/kg de VC:10 mg/kg de VK3) reduziu
significativamente o crescimento de tumores sélidos de células K562
implantados em camundongos comparativamente aos animais tratados
somente com salina (controle).

Assim, os resultados obtidos com esse trabalho mostram que a
combinacdo de VCKj; (E) teve efeito antitumoral necessitando de
avaliagcdo da inibicdo do crescimento de tumores também na forma
solida.

4.1.4.1.5 Indicadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes

4.1.4.15.1 Conteldo total de tidis ndo proteicos (GSH) no liquido
ascitico

Os dados obtidos na determinagdo do total de tidis ndo proteicos
(GSH) em amostras de liquido ascitico coletadas dos animais tratados
estdo demonstrados na Figura 16.
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Figura 16 - Conteudo de tidis ndo proteicos (GSH) em liquido ascitico de
camundongos inoculados com TAE, tratados com: controle negativo (salina),
VC (E) 100 mg/kg/dia, VC (NE) 10 mg/kg/dia, VK; (E) 10 mg/kg/dia, VK3
(NE) 1 mg/kg/dia, VCK; (E) 100 mg/kg/dia e VCK; (NE) 10:1 mg/kg/dia por
nove dias. (*), (***) diferenga estatistica significativa em relagdo ao grupo
controle negativo parap < 0,05e p < 0,001, n =6.
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De acordo com o0s resultados obtidos, pode se inferir que o0s
tratamentos causaram aumento dos niveis de tiois ndo proteicos (GSH),
quando comparados ao controle negativo, sendo estatisticamente
significativos nos tratamentos com VC (E), VC (NE) e VCK; (NE).

A glutationa reduzida (GSH) é um antioxidante enddgeno e esta
associada com a eliminagd@o de espécies reativas de oxigénio (ERO). Na
inativacdo de um agente oxidante ocorre a oxidagdo de GSH e produgéo
de GSSG. Em condicBes de excesso de agentes oxidantes e/ou
deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre o consumo de
GSH e a producdo de GSSG, o que caracteriza o estresse oxidativo que
pode ser avaliado pela relagio GSSG/GSH (ROVER JUNIOR;
HOEHR; VELLASCO, 2001).

Alguns autores tém relatado uma significativa reducdo nos niveis
de GSH em animais implantados com tumor recebendo tratamento com
farmacos antineoplasicos (SUZUKAKE; PETRO; VISTICA, 1982;
RICHARDSON & SIEMANN, 1992). Estes autores argumentam que
niveis elevados de GSH seriam necessarios para sobrevivéncia do
tumor, uma vez que este peptideo tidlico regula a via de producéo
anaerébica de ATP e que a queda na sua concentragdo poderia significar
a morte das células tumorais. Entretanto, os resultados obtidos com o
presente trabalho, ao contrario, demonstraram que o0s tratamentos
causaram aumento dos niveis de GSH, quando comparado ao controle
negativo.

Levando em conta essa observacdo, pode-se, entdo, citar Estrela
et al. (1992), o qual defende a hipotese de que o tratamento com
antineoplasicos elevaria os niveis de GSH nas células do tumor, e a
concentracao alta de GSH no liquido ascitico seria uma conseqliéncia do
extravasamento apds a morte das células tumorais. Num estudo destes
autores foram avaliados os niveis de GSH em liquido de TAE de
animais ndo tratados e se demonstrou que GSH foi consumido
(ESTRELA et al., 1992). Resultados diferentes desses foram
encontrados por Gupta et al. (2004), que estudaram a relacdo entre
atividade antitumoral e papel antioxidante no tumor ascitico de Ehrlich e
que também observaram o aumento de GSH nas células de tumor, o qual
foi acompanhado de regressdo do cancer. Portanto, existe uma
controvérsia a respeito dos niveis de GSH e o desenvolvimento ou morte
tumoral.

Por outro lado, segundo Benassi et al. (2002) a oncoproteina c-
myc regula a transcricdo de y-glutamil-cisteina sintetase (y-GCS), que
catalisa a velocidade da primeira etapa limitante na biossintese de GSH
e a exposi¢do a H,0, aumenta a biossintese de GSH através de c-myc-y-
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GCS, causando assim protecdo maior contra estresse oxidativo.
Levando-se em conta que ocorre um ciclo-redox entre a vitamina C e
vitamina K3 com a producéo de H,O, quando do tratamento dos animais
com a associagdo destas vitaminas, isso poderia ter causado a ativagédo
de c-myc e y-GCS, levando ao aumento do contetdo de GSH nas
células.

O tratamento dos animais do grupo controle positivo feito com
doxorrubicina (1,2 mg/kg), ndo permitiu o desenvolvimento de tumor,
portanto a determinacdo de tidis ndo proteicos ndo se aplicam a este
ensaio.

4.1.4.1.5.2 Avaliacdo da peroxidacao lipidica pelo ensaio de TBARS

Os resultados obtidos com a avaliacdo dos efeitos dos tratamentos
com VC (E), VC (NE), VK; (E), VK3 (NE), VCK; (E) e VCK; (NE)
sobre 0s niveis asciticos de peroxidacao lipidica estdo demonstrados na
Figura 17.
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Figura 17 - Niveis de peroxidacdo lipidica (expressos relativamente como
concentracdo de TBARS) em amostras de liquido ascitico de camundongos
portadores de TAE e tratados com: salina (controle negativo, CN), VC (E) 100
mg/kg, VC (NE) 10 mg/kg, VK; (E) 10 mg/kg, VK3 (NE) 1 mg/kg, VCK; (E)
100 mg/kg e VCK; (NE) 10:1 mg/kg. E = microparticulas encapsuladas com
quitosana; NE = vitaminas ndo encapsuladas.

O ensaio de TBARS avalia os niveis de peroxidacdo lipidica, ou
seja, avalia de forma quantitativa se os lipidios de uma amostra
alteraram seu nivel de peroxidacdo devido a uma maior geracdo de
radicais livres e, consequentemente, estresse oxidativo (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2001).

A peroxidacdo lipidica pode ser definida como uma cascata de
eventos bioquimicos resultante da acdo dos radicais livres sobre lipidios
insaturados das membranas celulares, gerando principalmente radicais
gue levam a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de
troca de metabdlitos e, numa condicdo extrema, a morte celular. Estes
eventos podem se constituir em efeitos citotdxicos primarios que
desencadeiam uma sequéncia de lesdes na célula. As alteracdes nas
membranas levam a transtornos da permeabilidade, alterando o fluxo
ibnico e o fluxo de outras substancias, o que resulta na perda da
seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e substancias toxicas
da célula, alteracBes do DNA e comprometimento dos componentes da
matriz extracelular (proteoglicanos, colageno e elastina) (VACA;
WILHELM; HARMS-RINGDAHL, 1988; BABER; HARRIS, 1994;
BENZIE, 1996).

Curiosamente, pela andlise dos dados obtidos no presente
trabalho, observou-se uma maior peroxidacdo lipidica no liquido



101

ascitico de camundongos tratados com VC (E), VC (NE) e associacdo
VCKj; (NE).

Nutter et al. (1992) demonstraram que a vitamina Ks, através da
geracdo de anion superéxido e H,O,, pode levar a lipoperoxidacao.
Outros autores observaram que tratamentos com a associa¢do vitamina
C e K3 resultaram em citotoxicidade em varios tipos de células tumorais
em concentragbes 10-50 vezes menores do que cada vitamina
administrada sozinha (NOTO et al., 1989; TAPER et al., 1987; TAPER
et al, 1996; TAPER; KEYEUX; ROBERFROID, 1996). A
potencializacdo da atividade antitumoral foi atribuida a geracdo de
perdxidos, seguida de alteracdo de lipidios de membrana.

O tratamento de células PC12 com ascorbato aumentou de
forma importante o contetdo de lipoperéxidos. Foi demonstrado, nesse
caso, que ascorbato em meio de cultura é rapidamente oxidado a
deidroascorbato, e que € transportado para dentro das células pelo
transportador GLUT (SONG et al., 2001).

Uma vez que os lipidios nas células sdo suscetiveis a
modificacBes oxidativas, essa peroxidacdo lipidica pode levar &
formagdo de radicais lipidicos e varios produtos de decomposi¢édo de
baixo peso molecular tais como acroleina, malondialdeido e 4-hidroxi-2-
nonenal, que sdo altamente reativos com proteinas, DNA e fosfolipidios
(NIKI, 2009). Fosfolipidios oxidados ativam vias de sinalizacéo,
levando a respostas inflamatérias ou apoptose (FRUHWIRTH et al.,
2007). Através da oxidacdo dos lipidios celulares, as ERO poderiam
induzir dano celular e também diminuir a respiracdo mitocondrial
levando a morte celular por apoptose.

4.1.4.1.5.3 Avaliacdo do nivel de carbonilacéo proteica

Os resultados obtidos com a avaliagdo dos efeitos dos tratamentos
VC (E), VC (NE), VK; (E), VK3 (NE), VCK; (E) e VCK;3 (NE) sobre os
niveis asciticos de carbonilagdo proteica estdo demonstrados na Figura
18.

A carbonilacdo de proteinas € um marcador importante para
caracterizacdo de estresse oxidativo in vivo, a partir da deteccdo da
oxidacdo proteica. A presenga de niveis elevados de proteinas oxidadas
no liquido ascitico, caracterizadas pela presenca de grupos carbonila,
indica um estado de estresse oxidativo importante.
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Figura 18 - Nivel de carbonilagdo protéica em liquido ascitico de camundongos
inoculados com TAE, tratados com: salina (controle negativo, CN), VC (E) 100
mg/kg/dia, VC (NE) 10 mg/kg/dia, VK; (E) 10 mg/kg/dia, VK; (NE) 1
mg/kg/dia, VCK; (E) 100 mg/kg/dia, VCK; (NE) 10:1 mg/kg/dia. Os resultados
foram expressos como Média + Desvio Padrdo (n = 6). a*** P < 0,001
representa diferenca significativa em relacdo ao controle negativo (CN).

A partir dos dados obtidos foi observado um aumento
significativo na concentracdo de proteina carbonilada decorrente dos
tratamentos dos grupos de animais com a associa¢do de VCKj (E) e
VCKj3 (NE) sugerindo um possivel aumento do estresse oxidativo na
cavidade ascitica.

Estresse oxidativo ocorre quando espécies reativas de oxigénio e
de nitrogénio sobrecarregam os sistemas de defesas antioxidantes. Isto
acontece quando uma mudanga no estado redox favorece aumento
desproporcional nas espécies reativas ou uma diminuicdo na defesa
antioxidante (STINEFELT et al., 2005). Se as espécies reativas nao sdo
eliminadas podem reagir com outros componentes celulares e causar
modificacdo de proteinas (CASTRANOVA, 1994).

A carbonilacdo de proteinas, a forma mais freqliente de oxidagdo
proteica, pode alterar a estrutura e funcdo das proteinas (DALLE-
DONNE et al., 2003).

A inativacdo de tioredoxina (TRX) e tioredoxina-redutase (TRX
redutase), apds carbonilacdo de residuos de cisteina e selenocisteina do
sitio ativo, resulta em alteracdo da regulacdo do estado redox e
sinalizagdo do estresse (FANG et al., 2006). Além disso, as
modifica¢Bes induzidas por ERO atingem varias outras proteinas que
sdo importantes nos eventos de sinalizacdo celular, incluindo proteinas
envolvidas na morte celular ou sobrevivéncia, por exemplo, Bcl-2 e
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outras tais como NFkB, AP-1, H-Ras, MAPK, IP3 kinase, PKC-¢, Ras,
p53, HIF-1, ASK-1, caspases, JNK, e p38 MAPK (ENGLAND et al.,
2005).

Inicialmente foi estabelecido como objetivo desse trabalho a
avaliacdo da atividade citotoxica, pro-apoptética e antitumoral da
associacdo das vitaminas C e Kz microencapsuladas com quitosana. Os
resultados obtidos mostraram que o tratamento mais citotdxico in vitro
foi o tratamento com vitamina Kj (E). Os principais resultados obtidos
in vivo mostraram que todos os tratamentos apresentaram atividade
antitumoral com inibicdo significativa do crescimento do tumor, sendo
que o tratamento com VCKj3 (E) resultou na maior reducdo da variacdo
do peso do corporal dos animais tratados. Além disto, VCK; (E) causou
0 maior percentual de inibigdo do crescimento do tumor, apresentando
também o maior percentual de aumento de longevidade. Na avaliacdo do
estresse oxidativo também o tratamento com VCKj; (E) causou aumento
importante no nivel de proteina carbonilada. O percentual de células
apoptéticas resultante do tratamento com VCKj; foi de 38 % enquanto o
tratamento com VK3 (NE) resultou em 52 % de células em apoptose.

Os resultados relativos aos tratamentos com vitamina C e VK;
microencapsuladas com quitosana foram submetidos a publicacdo no
periddico BioMed Research International, (2013) sob o titulo
Antitumor activity of menadione and ascorbate microencapsulate
with chitosan, tendo recebido o numero de manuscrito 371791.

4.2 ATIVIDADE CITOTOXICA E ANTITUMORAL DA
ASSOCIACAO DE VITAMINA C COM ORTOVANADATO DE
SODIO

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito
citotoxico e antitumoral dos tratamentos in vitro e in vivo com
ortovanadato de sddio e associacdo de ortovanadato de sodio e vitamina
C. Além disso, foi investigado preliminarmente in vitro e in vivo o papel
do estresse oxidativo nos mecanismos de acdo citotdxica e antitumoral
dos referidos tratamentos.

4.2.1 Citotoxicidade de ortovanadato de sédio e da associacdo de
ortovanadato de sddio e vitamina C

Os resultados obtidos com o0s ensaios de determinacdo de
viabilidade celular (MTT) das células T24 apdés o tratamento com
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ortovanadato de sodio (0,5-5,0 uM) e com a associacéo de ortovanadato
de sodio (0,5-5,0 uM) e vitamina C (100 uM) durante 24 h estdo
apresentados na Tabela 10. O ortovanadato causou um aumento do
potencial citotéxico para células T24 de acordo com o aumento da
concentragdo, enquanto o tratamento com ortovanadato de sédio a
vitamina C ndo foi citotéxico. Por outro lado, o tratamento com a
associacdo de ortovanadato de sodio e vitamina C resultou em maior
citotoxicidade do que o tratamento com ortovanadato de sddio
isoladamente, e mostrou um efeito dose-dependente. Além disto, o
Unico tratamento que resultou em morte celular maior que 50 % foi o
tratamento com a associacdo de ortovanadato de sddio e vitamina C na
concentracdo de 5,0 uM.

Tabela 10 - Valores obtidos na determinagdo de CI50 (uM) em células T24
resultantes dos tratamentos com ortovanadato de sédio (OS) na concentragédo de
0,5-5,0 uM e associagdo de ortovanadato de sodio e vitamina C (OS/VC) nas
concentragdes de 0,5-5,0 uM / 100 puM.

0S 0S/VvC

CI50 5,8 uM* 33uM

“significa n&o citotéxico (CI50 > 5,0 uM para o tratamento com ortovanadato de
sddio). CI50 determinada por analise de regressao linear, através do software
Microsoft Excel.

Segundo Gilloteaux et al. (1998) a vitamina C pode ser citotoxica
devido a atividade redutora de intermediarios metabdlicos instaveis,
como por exemplo, vitamina Kz (menadiona). A transferéncia de 1
elétron da vitamina C para um intermediario metabdlico leva a reducédo
e formacdo de peroxido de hidrogénio e outras espécies reativas
(VERRAX et al., 2009). De acordo com a proposta deste trabalho, a
associacdo de vitamina C e ortovanadato de sddio poderiam apresentar
efeitos semelhantes aos da associagdo anteriormente citada (vitamina C
e K3), uma vez que se mantém o padrdo pré-oxidante/anti-oxidante que
poderia induzir a morte celular tumoral. Os resultados obtidos com o
ensaio do MTT indicam uma maior citotoxicidade da associacdo
vitamina C e ortovanadato de sodio.

Sais de vanadio apresentam citotoxicidade contra varios tipos
de linhagens tumorais (BERGAMASCHI et al., 1993; CORTIZO et al.,
2000). O efeito antitumoral de compostos de vanddio pode ser
preventivo por impedir o desenvolvimento de carcinogenése quimica em
animais, porém, além disso, vanadio inibe tirosina fosfatases, mas, no
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entanto, também ativa fosforilases podendo atingir vérias vias
metabodlicas que podem levar a morte celular através de apoptose
(BISHAYEE et al., 2000; EVANGELOU, 2002). Algumas evidéncias
indicam o possivel envolvimento de vanadio em reagdes redox
associadas com geracdo de ERO, que resultam em parada do ciclo
celular na fase G2/M e morte celular (FAURE et al., 1995; SAKURAI,
1994).

Wang et al. (2010) observaram efeito citotoxico apds 4 h de
tratamento com vanadato em células de hepatoma HepG2 com inibicao
da proliferacdo celular que foi atribuida a maior geragdo de espécies
reativas de oxigénio.

Cruz, Morgan, Min (1995) demonstraram que ortovanadato em
concentracBes de 5-10 uM foi citotoxico para células aderentes de
astrocitoma humano (HTB14), células hematopoiética suspensas de
camundongo (MDAY-D2) e uma linhagem de célula endotelial aderente
de camundongo (EOMA). A adicdo de H,O, em associacdo com
ortovanadato em células MDAY-D2 potenciou a citotoxicidade do
ortovanadato, sugerindo que radical hidroxil ou radicais de vanadio
possam estar envolvidos.

4.2.2 Avaliacdo da proliferacédo celular

A Figura 19 apresenta os resultados obtidos no ensaio de
formacdo de coldnia apds a administracdo de ortovanadato de sédio (2,5
uM a 10 uM) e da associacdo de ortovanadato de sodio e VC (2,5 uM a
10 uM / 100 uM, respectivamente) em células T24, o que levou a
reducdo da proliferacdo celular de forma dose-dependente. A
proliferacdo de células do controle negativo comecou a ficar evidente
como unidades formadoras de colénia a partir do décimo dia apds o
tratamento. Os tratamentos feitos somente com vitamina C até 100 uM
ndo foram capazes de diminuir a proliferacdo celular. Por outro lado, os
tratamentos com ortovanadato de sddio reduziram a proliferacdo celular
(92 %) e a associagdo de ortovanadato e VC levou a importante inibi¢do
da proliferacdo celular (99 %), mostrando o aumento do efeito
antiproliferativo desta associacao.
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Figura 19 - Efeito do tratamento com ortovanadato de sédio (2,5 uM a 10 uM) e
associacgdo de ortovanadato de sédio e VC (2,5 uM-10 uM : 100 puM) sobre a
proliferacdo de células T24 ap6s 24 h de tratamento e incubacdo durante dez
dias. * P < 0,05 representa diferenca estatistica significativa, comparando-se o
tratamento com ortovanadato de sodio com relacdo ao tratamento com a
associacao entre ortovanadato de sédio e VC (n = 3).

Relatos da literatura indicam que compostos de vanadio podem
exercer efeito antiproliferativo através da parada do ciclo celular
(FAURE et al., 1995; SAKURALI, 1994; RAY et al., 2006). Também foi
relatado por Evangelou (2002) que vanadio reduz a proliferagdo celular
e incidéncia de tumor.

Verrax et al. (2009) determinaram a toxicidade de VC 5 mM
(ascorbato) em células T24, observando uma diminui¢do de 99 % no
nimero de colbnias. Nesse trabalho também foi demonstrada a
importancia da presenca de metais para a toxicidade do ascorbato e a
inducgdo da producéo de perdxido de hidrogénio extracelular.

A partir da possibilidade de geracdo de peroxido de hidrogénio
como mecanismo, da citotoxicidade da associagdo de ortovanadato e
VC, procedeu-se a analise da formacao de espécies reativas de oxigénio.

4.2.3 Formagéo de ERO
Tendo em vista o que foi anteriormente relatado por Verrax et

al. (2009), pode-se sugerir uma hipotese para o papel do vanadato na
geracdo de estresse oxidativo, uma vez que também foi demonstrado por
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Sreedhara et al. (1996) que o vanadato (V) pode ser reduzido por
ascorbato com formacéo de vanadil (1V).

Da mesma forma, nos experimentos deste trabalho observou-se,
conforme indica a Figura 20, que provavelmente houve producdo de
H,O, apds o tratamento com a associa¢do de ortovanadato (10 uM) e
VC (100 uM), avaliado pela medida do conteldo de ERO demonstrado
pelo teste com DCFH-DA.
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Figura 20 - Efeito do tratamento com ortovanadato de sédio (10 uM) e
associacdo de ortovanadato de sodio e VC (10 uM : 100 uM) sobre o
conteldo intracelular de ERO em células T24. NAC (N-acetilcisteina, 3
mM) e CAT (catalase, 100 U/mL). *** P < 0,001 representa diferenca
estatistica significativa comparando-se o tratamento com ortovanadato
de s6dio em relagdo ao tratamento com a associagdo entre ortovanadato
de sédio e VC (n = 3).

O mecanismo de acdo de sais de vanadio pode ser muito
complexo, mas algumas evidéncias indicam que, dentro das células,
doadores de elétrons tais como ascorbato reduzem vanadio V e entdo
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induzem geragédo de ERO. Na Figura 20, os dados sugerem o papel dos
radicais livres na toxicidade da associacdo ortovanadato e VC. E
possivel verificar que a adicdo de VC as células tratadas com
ortovanadato em cultura aumenta em cerca de 4 vezes o contelido
intracelular de ERO, enquanto os antioxidantes N-acetilcisteina e
catalase causaram diminui¢do da formacdo de ERO. De acordo com o
relato de Cruz, Morgan, Min (1995) o ortovanadato de sédio (500
ug/camundongo/dia por nove dias) inibiu o crescimento de células
tumorais MDAY-D2 e a citotoxicidade aumentou quando H,O, foi
adicionado, indicando um possivel papel deste na geragcdo de estresse
oxidativo. J& Zhang et al. (2001) mostrou que o efeito de vanadato em
células A549 levou a geragdo de radical hidroxil, peroxido de
hidrogénio e anion superéxido. Além desses trabalhos, o estudo de
Huang et al. (2000) também mostrou que vanadato induziu apoptose via
geracdo de perdxido de hidrogénio.

4.2.4 Fragmentacdo do DNA plasmidial

A Figura 21 apresenta os resultados da avaliagdo da clivagem de
DNA plasmidial com base na mobilidade eletroforética deste acido
nucleico e seus fragmentos. A forma intacta FI (barra de cor preta) é
predominante no DNA de controle negativo, enquanto que o DNA do
controle positivo tratado com EcoRIl foi fortemente clivado,
apresentando mobilidade alterada e aumentando as formas de Fll e FllI
(barras de cor branca e cinza, respectivamente). Os dados obtidos
indicam que ortovanadato ndo causou dano ao DNA plasmidial. N&o foi
observado diferencas no DNA tratado com ortovanadato em
comparagdo com o dos controles negativos. A analise dos resultados
indica que considerando este efeito ndo houve sinergismo entre
ortovanadato e ascorbato, porque o efeito de clivagem de DNA dos
produtos administrados em conjunto ndo foi maior do que os efeitos dos
produtos administrados separadamente (Figura 21).

Um estudo realizado por Sakurai (1994) indicou que compostos
de vanadio induzem clivagem de DNA sem reagir diretamente com o
DNA, mas atuando através da maior geracao de ERO.
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Figura 21 - Efeito de VC (100 uM), ortovanadato de sédio (10 uM) e da
associagcdo de ortovanadato de sodio e VC (10:100 puM) sobre o DNA
plasmidial apés 16 hs de incubagdo a 50 °C. Os experimentos foram realizados
em triplicata e os resultados expressos como Média + Desvio Padrdo do
percentual da forma adotada pelo DNA plasmidial. CN = controle negativo
(DNA tratado apenas com o veiculo de diluicdo). EcoRI = controle positivo
(DNA tratado como veiculo de dilui¢do e enzima de restricdo EcoRI 50 kU).
Barra de cor preta = FI (forma intacta, ndo clivada); barra de cor branca = FlI
(quebra simples); Barra cinza = FllI (quebra dupla).

4.2.5 Expressdo de proteinas relacionadas a apoptose

Os genes Bcl-2 e p53 controlam o processo de morte celular por
apoptose. A proteina Bcl-2 regula a apoptose na membrana mitocondrial
e reticulo endoplasmatico e também pode atuar sobre canais de célcio.
Proteinas Bcl-2 e Bcl-xL sdo anti-apoptéticas, enquanto a proteina Bcl-2
associada a proteina X, por exemplo, Bax, Bak ou Bcl-xS sdo pré-
apoptdticas (TAN et al., 2009).

Morita et al. (2006) demonstraram que a apoptose mediada por
p53 pode ser inibida por ortovanadato de sodio em células SaSO-2
(sarcoma osteogénico) submetidas a radioterapia na tentativa de
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minimizar efeitos colaterais graves, demonstrando que atua, nesse caso,
como um potente agente radio protetor. Nesse estudo, o0 ortovanadato de
sodio suprimiu eventos apoptéticos associados a p53 na mitocdndria,
incluindo perda do potencial de membrana mitocondrial, mudanca
conformacional de Bax e Bak, translocacdo de p53 e interacdo de p53
com Bcl-2.

No entanto, 0s nossos resultados demonstraram que ortovanadato
induziu apoptose, a qual foi potencializada pela adicdo de VC,
provavelmente por um mecanismo independente de p53. Na Figura 23
pode-se confirmar que p53 ndo foi alterada pelos tratamentos com VC e
ortovanadato. Além disso, também parece claro que o mecanismo de
apoptose induzido pelo tratamento com a associa¢do de ortovanadato e
VC também ndo inclui acdo sobre o ciclo celular, uma vez que
aparentemente as Cdks avaliadas ndo foram atingidas. Observa-se na
Figura 22 que as bandas correspondentes a CDK2 das células tratadas
com ortovanadato e/ou ascorbato ndo mostraram diferengas em relagédo
ao controle.

As quinases dependentes de ciclinas (Cdks, do inglés cyclin-
dependent kinases) sdo um grupo de proteinas chave no controle do
ciclo celular, cuja atividade depende da associagdo com uma subunidade
regulatéria ndo catalitica chamada ciclina. O complexo Cdk-ciclina
possui uma subunidade catalitica (Cdk) que fosforila proteinas
especificas nos residuos de serina e treonina, e as ciclinas que séo as
subunidades reguladoras (SATYANARAYANA & KALDIS, 2009;
LEE; KIM; JEONG, 2011). O complexo CDK2/Ciclina E é necessario
para a progressdo da fase G1 a S (MALUMBRES & BARBACID,
2009). O complexo CDK2/Ciclina A mostra importante funcdo
imediatamente antes da sintese de DNA (fase S do ciclo celular),
fosforilando proteinas especificas envolvidas na replicagio do DNA
(NEGANOVA et al., 2011). Recentemente, verificou-se que CDK2
também € necessaria para o controle do checkpoint G2/M p53-
independente (LO; LEE; SUKUMAR, 2012).

Contrariamente aos dados apresentados no presente trabalho,
Zhang et al. (2002) observaram parada do ciclo celular dependente de
p53 para linhagem de células epiteliais humanas de pulméo (A549) com
0 uso de vanadato através da ativagdo de p21.

Ja o tratamento com a associa¢do ortovanadato e ascorbato
claramente inibiu Bcl-xL e ativou Bax (Figura 22). Confirmando nossos
resultados, Liu et al. (2002) também encontrou diminuicdo da expressao
de Bcl-2 com aumento da apoptose ap0s tratamento com ortovanadato
de sddio na linhagem de células linfoblasticas Raji.
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Figura 22 - Efeito do tratamento de células MCF7 durante 6 h com ortovanadato
de sddio (5 pM) e associagdo de ortovanadato de sodio (5 uM) e VC (1 mM) na
expressao das proteinas Bax, Bcl-xL, p53, CDK2 ap06s analise por Western blot.
B-actina foi usada como controle para cada linha.

4.2.6 Atividade antitumoral in vivo
4.2.6.1 Avaliacdo morfofisioldgica

Na Tabela 11 sdo apresentados os dados da avaliacdo
morfofisioldgica: variagdo de peso corporal, variagcdo da circunferéncia
abdominal, volume de liquido ascitico, nimero de células tumorais
(células compactadas) obtidos ap6s os tratamentos com ortovanadato de
sodio, ascorbato de sddio, associacdo de ortovanadato de sddio e
ascorbato de sédio, controle positivo (doxorrubicina) e controle negativo
(salina).

O efeito de inibigdo sobre o crescimento do tumor foi avaliado e
os resultados obtidos mostraram que o0s tratamentos com ortovanadato
de sddio e associa¢do de ortovanadato de sddio e vitamina C reduziram,
significativamente, as medidas de variacdo de peso corporal, varia¢do da
circunferéncia abdominal e volume de liquido ascitico, quando
comparados aos animais do grupo controle negativo. Além disso,
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quando os resultados foram comparados com o controle negativo, o
tratamento com a associacdo de ortovanadato de sddio e vitamina C
também resultou, significativamente, na diminuicdo do volume de
células compactadas do TAE, porém ndo houve redugdo significativa
apos o tratamento com ortovanadato de sodio.

Tabela 11 - Resultados da avaliagdo da atividade antitumoral in vivo em
camundongos Balb/c previamente inoculados por via intraperitoneal com
células de tumor ascitico de Ehrlich (5 x 10%200 pL/animal) e posteriormente
tratados durante nove dias com: salina (controle negativo); doxorrubicina (1,2
mg/kg/dia, controle positivo); ortovanadato de sodio (18,75 mg/kg/dia);
associagcdo de ortovanadato de sédio e VC (18,75:187,50 mg/kg/dia); VC
(187,50 mg/kg/dia).

Controle Controle

negativo  positivo NasVO, Nas;VO,/VC Ve

Variacédo de 2,2 57 4,7 8,8
peso (@) 114226 10,8*** +1,2%** 10,4%*** +3,4*
Variacdo da
. o 0,3 1,6 0,9 2,9
mrcun_feren(:la 36=x07 10, 1%% 10,475 10,5 +0.7
abdominal (cm)
Vol. liquido 7,2 3,3 45
ascitico (mL) 109+19 NA +0,5*** £1,8*** +3,1*
Células
2,3 1,2 1,9
compac;adas 2205 NA 105 £0,7%% +13
(cm)

Os resultados foram expressos em Média + Desvio padrdo (n = 6). * P < 0,05,
** P < 0,01, *** P < 0,001 representam diferenca estatistica significativa em
relacdo ao grupo controle negativo (teste t e ANOVA one way complementada
pelo teste de Tukey-Kramer). NA = ndo se aplica.

Nos camundongos inoculados e ndo tratados (controle negativo),
0 tumor de Ehrlich (TAE) causou um rapido desenvolvimento de ascite
tumoral. Esta ascite causou nos animais portadores de tumor um
importante aumento de seu peso e de sua circunferéncia abdominal
(Tabela 11).

O tratamento dos animais do grupo controle positivo feito com
doxorrubicina (1,2 mg/kg), ndo permitiu o desenvolvimento de tumor,
portanto os valores de volume de liquido ascitico e células compactadas
ndo se aplicam a este tratamento.
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De acordo com Prasad & Giri (1994), o liquido ascitico é fonte
nutricional direta para as células do tumor e a observacdo de um
aumento rapido do volume deste liquido, acompanhado pelo
crescimento do tumor (volume de células compactadas) pode ser usada
como uma ferramenta para avaliar a requisicdo nutricional das células
tumorais.

A reducdo significativa observada nas medidas de variagdo de
peso do corpo e da variacdo da circunferéncia abdominal resultantes da
diminuicdo do volume de liquido ascitico permite, entdo, sugerir um
possivel efeito antitumoral do tratamento com ortovanadato de sédio o
qual foi potencializado no tratamento com a associacdo de ortovanadato
e ascorbato de sodio.

A Figura 23 demonstra que os tratamentos realizados com
ortovanadato de sédio (18,75 mg/kg/dia), vitamina C (187,50
mg/kg/dia) e associacdo de ortovanadato de sédio e vitamina C (18,75
:187,50 mg/kg/dia) resultaram em aumento significativo na inibi¢cdo do
crescimento do tumor nos animais portadores de TAE em relacdo ao
controle negativo (considerado como 100 % de tamanho de tumor).
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Figura 23 - Resultados da inibicdo do crescimento do tumor e aumento
percentual de longevidade em camundongos Balb/c previamente inoculados por
via intraperitoneal com células de tumor ascitico de Ehrlich (5 x 10%200
pL/animal) e posteriormente tratados durante nove dias com: 1) salina (controle
negativo); 2) VC (187,50 mg/kg/dia); 3) ortovanadato de sodio (18,75
mg/kg/dia); 4) associacdo de ortovanadato de sédio e VC (18,75:187,50
mg/kg/dia). Barras claras = Inibicdo do crescimento do tumor; Barras escuras =
Aumento do percentual de longevidade (%). Resultados expressos em Média +
Desvio padrdo (n = 6). ** P < 0,01 e *** P < 0,001 representam diferencga
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estatistica significativa em relacdo ao grupo controle negativo ou entre 0s
tratamentos indicados (teste t e ANOVA one way complementada pelo teste de
Tukey-Kramer).

A partir da observacdo desses dados, pode-se sugerir que o
tratamento com ortovanadato de sodio na concentracdo de
18,75mg/kg/dia resultou em importante atividade antitumoral, quando
comparado ao controle negativo (salina). E importante notar que a
adicdo de VC ao ortovanadato de sodio (187,50:18,75 mg/kg/dia)
potencializou o efeito antitumoral quando comparado ao tratamento
realizado somente com ortovanadato de sodio.

Os tratamentos com ortovanadato de sodio e associacdo de
ortovanadato de sddio e VC em camundongos com TAE (Figura 23)
aumentaram o percentual de longevidade (PAL) comparando-se com 0s
resultados do grupo controle negativo e com o grupo tratado com VC,
indicando que esse tratamento resultou em resposta antitumoral efetiva.
O maior aumento no tempo de sobrevida ocorreu com o tratamento com
a associagdo ortovanadato de sodio e VC. O aumento do tempo de
sobrevida de animais tratados com antitumorais tem sido mencionado
como um critério confiavel para julgar a atividade de farmacos
antitumorais (CLARKSON & BURCHENAL, 1965). O tratamento com
a associacdo ortovanadato de sddio e VC resultou na maior inibicédo do
crescimento do tumor e, por isso, possivelmente levou um maior
aumento de tempo de sobrevida (30 %). De acordo com Geran et al.
(1972), um aumento de tempo de sobrevida maior que 25 % pode ser
considerado como resposta efetiva ao tratamento antitumoral. Assim,
pode-se inferir levando em conta os resultados obtidos com diminuigéo
do volume de liquido ascitico e inibicdo do crescimento do tumor
causados pelo tratamento com ortovanadato de sodio que estes efeitos
podem ter causado o aumento no tempo de sobrevida dos animais, por
fim, caracterizando que os tratamentos com a associagao ortovanadato e
VC, juntamente com o tratamento com ortovanadato de sodio exerceram
efeito antitumoral. Os resultados obtidos por Dinget al. (1994)
mostraram que vanadio (V) pode ser reduzido por ascorbato a vanadio
(IV) gerando espécies reativas. Estas espécies reativas podem estar
envolvidas na toxicidade celular induzida pelo ortovanadato.

4.2.6.1.1 Avaliagdo da viabilidade das células tumorais in vivo pelo
método de exclusdo do corante vital azul de Tripan
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Os dados apresentados na Tabela 12 indicam que houve aumento
no numero de células inviaveis nos animais tratados com ortovanadato
de sddio (18,75 mg/kg/dia) e diminuicdo do ndmero de células viaveis
no tratamento com associacdo de ortovanadato de sédio e vitamina C
(18,75:187,50 mg/kg/dia); além disso, observou-se um aumento da
relacdo entre células tumorais mortas (inviaveis) e vivas (viaveis)
guando comparados ao controle negativo. Esses resultados também
indicam para a possivel acdo antitumoral do ortovanadato de soédio.
Mais uma vez é importante notar que a adicdo do VC potencializou o
efeito antitumoral do ortovanadato de sédio, uma vez que reduziu de
forma significativa o nimero de células viaveis.

Esses resultados confirmam aqueles encontrados por EI Naggar et
al. (1998), onde o tratamento com vanadio em camundongos com TAE
também resultou em diminuicéo significativa do volume do tumor e da
viabilidade celular.

O tratamento dos animais com doxorrubicina (controle positivo)
na concentracdo de 1,2 mg/kg/dia ndo permitiu o desenvolvimento de
tumor, portanto os valores de volume de liquido ascitico, células
compactadas, proporcdo do volume de células pelo volume de liquido
ascitico, propor¢do de células invidveis em relagdo as células viaveis
ndo se aplicam (NA) a esse tratamento.

Tabela 12 - Avaliacdo da viabilidade das células tumorais pelo método de
exclusdo do azul de tripan em camundongos Balb/c previamente inoculados por
via intraperitoneal com células de tumor ascitico de Ehrlich (5 x 10%200
pL/animal) e posteriormente tratados durante nove dias com: salina (controle
negativo); doxorrubicina (1,2 mg/kg/dia, controle positivo); ortovanadato de
sodio (18,75 mg/kg/dia); ortovanadato de sédio/VC (18,75:187,50 mg/kg/dia);
VC (187,50 mg/kg/dia).

Controle  Controle NasVO, Na:VO,/VC ve
negativo positivo
Vol. Céls/Vol. Liq 0,2+0,03 (N8 0,3+0,0%** 0,4+0,1%**  0,4+0,1
Céls inviaveis (A e
(x 10 mL) 2,0£1,1 15,7+2,8 1,1+0,6 0,2+0,8
Céls viaveis NA) e e
(x 108 mL) 172,5+33,6 --- 485,0+12,7 83,7£12,8 156+32,5
Proporcdo céls I’V 0,01+0,01 --(NA) 0,03+0,02 0,0240,01  0,01+0,02

Os resultados foram expressos em Média + Desvio padrdo (n = 6). *** P <
0,001 representa diferenga estatistica significativa em relagdo ao grupo controle
negativo (teste t e ANOVA one way complementada pelo teste de Tukey-
Kramer). NA = ndo se aplica ao tratamento.
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4.2.6.1.2 Avaliacdo do tipo de morte celular pela coloragdo com
brometo etidio / laranja acrinidina

Para avaliacdo do tipo de morte celular foi feita a coloragdo com
brometo de etideo/ acrinidina laranja. Os resultados da Figura 24
mostram que as células do controle negativo apresentaram o maior
percentual de células vidveis (97,67 %), enquanto os tratamentos com
VC, ortovanadato de sodio, e associacdo de ortovanadato de sodio e VC
mostraram diminuicdo do numero de células viaveis (96,38; 82,27;
61,22 %). Por outro lado, o nimero de células apoptéticas foi 3,6; 17,7;
38,7 % respectivamente, apds os tratamentos com VC, ortovanadato de
sodio, e associacdo de ortovanadato de sodio e VC. O maior percentual
de morte celular por apoptose ocorreu apds o tratamento com a
associacdo de ortovanadato de sddio e VC, seguido do tratamento com
ortovanadato de sddio. Dessa maneira pode-se sugerir, a partir da Figura
24, que o principal tipo de morte celular induzido pelos tratamentos com
a associacdo ortovanadato e VC e também com ortovanadato
individualmente é a apoptose.
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Figura 24 - Tipo de morte celular: nimero (%) de células viaveis e apopt6ticas
induzida em células de tumor ascitico de Ehrlich (5 x 10% 200 plL/animal)
inoculadas em camundongos Balb/c por via intraperitoneal e posteriormente
tratados durante nove dias com: salina (controle negativo); VC (187,50
mg/kg/dia); ortovanadato de sédio (18,75 mg/kg/dia); associacdo de
ortovanadato de sédio e VC (18,75:187,50 mg/kg/dia). Os resultados foram
expressos em Média + Desvio padrdo (n = 3). *** P < 0,001 representam
diferenga estatistica significativa em relagdo ao grupo controle negativo.
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Tem sido sugerido em varios trabalhos que compostos de vanadio
tem a capacidade de induzir morte celular e, dessa forma, tem um
potencial promissor para serem usados como agentes antitumorais
(EVANGELOU, 2002). Por outro lado, também ja foi demostrado que
compostos de vanadio em alguns modelos experimentais inibem
apoptose (MORITA et al., 2006; OHI et al., 2006).

4.2.6.1.3 Avaliacéo do tipo de morte celular por citometria de fluxo e
incorporacao de anexina V — FITC e iodeto de propidio

Para confirmar os dados obtidos no ensaio anteriormente
apresentados sobre o tipo de morte celular induzida pelos tratamentos
com ortovanadato de sddio, VC, e associacdo de ortovanadato de sodio e
VC nas celulas do TAE foi e feita a analise por citometria de fluxo com
anexina V-FITC e iodeto de propidio. Quando as células sdo marcadas
(fluorescéncia verde) somente com anexina V — FITC (anexina V+)
indica apoptose inicial (externalizagdo da fosfatidilserina da membrana
celular) e quando as células sdo marcadas (fluorescéncia vermelha) com
0 iodeto de propidio (perda da integridade da membrana celular) indica
morte celular por necrose (IP+); além disso, quando as células sdo
marcadas com os dois corantes, temos as células nos estagios finais da
apoptose e necrose (anexina V+, IP+). A Figura 25-A mostra o gréfico
de pontos obtido apds os respectivos tratamentos com a distribuicéo do
percentual das células nos respectivos quadrantes indicativos de
viabilidade e do tipo de morte celular (apoptose inicial, apoptose tardia,
necrose). Pela analise dos resultados obtidos, pode-se perceber que o
tratamento com a associacdo ortovanadato e VC mostrou maior
capacidade de induzir apoptose nas células tumorais, tendo resultado em
41,18 % de células apoptéticas, enquanto o controle negativo, VC e
ortovanadato individualmente resultaram em 0,30; 1,31 e 25,36 % de
células apoptéticas, respectivamente (Figura 25-B). Portanto,
confirmando a indicacéo do tipo de morte celular mostrada na Figura 24
pode-se, novamente, sugerir que o principal tipo de morte celular
induzida pelos tratamentos com a associacdo ortovanadato e VC e
também com ortovanadato individualmente é apoptose.
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Figura 25 - (A) Gréafico de pontos da avaliacdo por citometria de fluxo apds
incorporacdo de anexina V — FITC e iodeto de propidio do tipo de morte celular
induzida em células de tumor ascitico de Ehrlich (5 x 10%200 pL/animal)
inoculadas em camundongos Balb/c por via intraperitoneal e posteriormente
tratados durante 9 dias com: salina (controle negativo); VC (187,50 mg/kg/dia);
ortovanadato de sodio (18,75 mg/kg/dia); associacdo de ortovanadato de
sddio/VC (18,75:187,50 mg/kg/dia).Os quadrantes representam: quadrante
superior esquerdo — células mortas (Anexina V-, IP+); quadrante superior
direito — células em estagio de apoptose tardia e/ou necrose (Anexina V+, IP+);
quadrante inferior esquerdo — células ndo apoptdticas ou viaveis (Anexina V-,
IP-); quadrante inferior direito — células em estagios iniciais de apoptose
(Anexina V+, IP-). B) Numero (%) de células viaveis, apoptoticas e necrdticas.
Os resultados foram expressos em Média + Desvio padrdo (n = 3). *** P <
0,001 representam diferenga estatistica significativa em relacdo ao grupo
controle negativo.
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Ortovanadato de sodio é um inibidor de proteina tirosina
fosfatase e para algumas linhagens celulares ele inibe a apoptose
(DZIERZEWICZ et al., 2004). Entretanto, alguns estudos tém apontado
sua habilidade de inibir a proliferagdo celular e apoptose (CRUZ,
MORGAN: MIN, 1995; YE et al., 1999; CHOI et al., 2003).

Segundo Choi et al. (2003), tratamento com epigalocatequina-3-
galato (EGCG) induz apoptose em células U937; no entanto, quando o
tratamento é feito com associacdo com vanadato durante 24 h ocorre
aumento do efeito sobre a apoptose nessas células. Os estudos sugeriram
mecanismos de acdo através da inducdo da atividade da caspase 3,
clivagem de fosfolipase-yl (PLC-y1) e liberacdo de citocromo c. Além
disso, 0 vanadato potenciou a apoptose induzida pelo EGCG também
pela via de sinalizacdo da proteina cinase ativada por mitogeno
(MAPK), o que foi demonstrado pelo aumento da atividade de ERK.

4.2.6.2 Efeito do ortovanadato de sodio e associacdo de ortovanadato
de sodio/ascorbato de sddio sobre as defesas antioxidantes e
estresse oxidativo

4.2.6.2.1 Conteudo de tiois ndo proteicos (GSH)

Na Figura 26 observa-se que o tratamento com ortovanadato de
sodio causou aumento significativo no contetdo de tidis ndo proteicos
(GSH) determinado no liquido ascitico dos animais submetidos a esse
tratamento, quando comparado com o controle negativo (CN). Porém,
ndo houve diferenca significativa nos resultados obtidos apds o
tratamento com associacdo de ortovanadato de sodio e VC se
comparados os dois tratamentos. No entanto, ao comparar 0s resultados
dos dois tratamentos com ortovanadato de s6dio e com a associacao de
ortovanadato de sodio e VC observou-se diferenca significativa entre os
dois tratamentos.

Com relacdo aos animais tratados com doxorrubicina (1,2
mg/kg/dia), ndo foi determinado o contetdo de GSH, pois os animais
ndo desenvolveram o tumor intraperitoneal devido ao efeito antitumoral
do referido tratamento.
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Figura 26 - Conteldo de glutationa reduzida (GSH) em liquido ascitico de
camundongos Balb/c previamente inoculados por via intraperitoneal com
células de tumor ascitico de Ehrlich (5 x 10°/ 200 uL/animal) e posteriormente
tratados durante 9 dias com: salina (controle negativo, CN); ortovanadato de
sddio (18,75 mg/kg/dia); associacdo de ortovanadato de s6dio/VC
(18,75:187,50 mg/kg/dia); VC (187,50 mg/kg/dia). Os resultados foram
expressos como Média + Desvio Padrdo (n = 6). o** representa diferenca
estatistica em relacdo ao CN (P < 0,01). B* representa diferenca significativa
entre os tratamentos (P < 0,05). CN = controle negativo; SO = ortovanadato de
sodio; SO/VC = associagdo vitamina C e ortovanadato de sédio; VC = vitamina
C.

GSH regula a via de producdo anaerébica de ATP e a queda de
sua concentracdo poderia levar a morte das células tumorais. Niveis
elevados de GSH por outro lado, seriam necessarios para a
sobrevivéncia do tumor. Foi relatada uma significativa redugdo nos
niveis de GSH em animais implantados com tumor recebendo
tratamento com farmacos antineoplasicos (SUZUKAKE; PETRO;
VISTICA, 1982; RICHARDSON & SIEMANN, 1992). No entanto
Estrela et al. (1992) argumentam que o tratamento com antineoplasicos
elevaria os niveis de GSH, pois a morte das células tumorais que detém
concentracgao alta de GSH causaria elevacdo deste composto no liquido
ascitico por extravasamento do contetdo intracelular.
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De maneira semelhante, os resultados obtidos no nosso trabalho
mostram na Figura 26 que o tratamento com ortovanadato de sodio
também causou significativo aumento dos niveis de GSH, quando
comparado ao controle negativo, podendo-se assumir que houve
aumento da morte celular nos grupos tratados se considerarmos como
correta a hipdtese levantada por Estrela et al.(1992).

4.2.6.2.2 Avaliagdo da peroxidacéo lipidica

Os resultados obtidos com a avaliagdo dos efeitos dos tratamentos
com ortovanadato de sodio e associa¢do de ortovanadato de sddio e VC
sobre os niveis asciticos de peroxidacdo lipidica sdo apresentados na
Figura 27. Somente o tratamento com a associa¢do de ortovanadato de
sodio e VC causou aumento significativo no nivel de peroxidacdo
lipidica em relagdo ao controle negativo (CN), caracterizando dano
celular.
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Figura 27 - Niveis de peroxidagdo lipidica (TBARS) em liquido ascitico de
camundongos Balb/c previamente inoculados por via intraperitoneal com
células de tumor ascitico de Ehrlich (5 x 10°/ 200 pL/animal) e posteriormente
tratados durante nove dias com: salina (controle negativo, CN); VC (187,50
mg/kg/dia); ortovanadato de sédio (18,75 mg/kg/dia); associagdo de
ortovanadato de sddio/VC (18,75:187,50 mg/kg/dia). Os resultados foram
expressos como Média *+ Desvio Padrdo (n = 6). ** P < 0,01 e *** P < 0,001
representam diferenca significativa entre os tratamentos.
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Byczkowski et al. (1996) demonstraram que vanadio (IV) inicia
peroxidacdo de lipidios devido a ativacdo do ciclo redox e formagéo de
complexo vanadil-peroxil reativo com superéxido (BYCZKOWSKI et
al., 1988). O processo leva ao consumo de O,, deplecdo de NAD(P)H,
destruicdo de lipidios, e representa uma fonte de espécies reativas de
oxigénio. O estresse oxidativo induzido por vanadio também causou a
lipoperoxidacdo segundo Comporti et al. (1985) e causou apoptose
(CORCORAN et al., 1994).

4.2.6.2.3 Avaliacédo do nivel de carbonilagdo protéica

Os resultados obtidos com a avaliagdo dos efeitos dos tratamentos
com ortovanadato de sddio e associacdo de ortovanadato de sodio e
vitamina C sobre os niveis asciticos de carbonilacdo proteica estdo
demonstrados na Figura 28.

Confirmando os dados obtidos com peroxidacdo lipidica, foi
observado o aumento significativo na concentracdo de proteina
carbonilada decorrente dos tratamentos dos grupos de animais com
ortovanadato de sédio e associacdo de ortovanadato de sodio e vitamina
C, sugerindo um possivel aumento do estresse oxidativo na cavidade
ascitica.

Alguns trabalhos explicam a atividade do ortovanadato de sédio
pela sua propriedade de inibir proteinas tirosina fosfatase, o que causa
um aumento de residuos de tirosina fosforiladas em proteinas nas
células. Estudos com varias linhagens celulares revelaram que essa
atividade do vanadio esta relacionada a efeito antitumoral. No entanto, o
vanadio também é conhecido por ativar proteinas tirosina fosforilases.
Esses dois efeitos ativam vias de transducdo de sinal que levam a
apoptose e/ou ativacdo de genes supressores tumorais. Compostos de
vanadio também podem induzir parada do ciclo celular e/ou efeitos
citotdxicos causando quebra do DNA (EL NAGGAR et al., 1998;
EVANGELOU, 2002).

Por outro lado, alguns estudos in vitro sugerem que talvez muitos
efeitos bioldgicos e tdxicos do vanadio podem ser mediados mais por
reacbes oxidativas do mesmo ou de complexos com biomoléculas
fisiologicamente relevantes do que por modulagdo bioquimica direta das
atividades enzimaticas, tais como catalase, glutationa peroxidase e
superoxido dismutase (SERRA et al., 1992; APPELA; GONZALES;
BARAN, 1998).
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Figura 28 - Niveis de carbonilacdo proteica em liquido ascitico de camundongos
Balb/c previamente inoculados por via intraperitoneal com células de tumor
ascitico de Ehrlich (5 x 10°/ 200 pL/animal) e posteriormente tratados durante
nove dias com: salina (controle negativo, CN); VC (187,50 mg/kg de peso);
ortovanadato de sddio (18,75 mg/kg de peso); associacdo de ortovanadato / VC
(18,75:187,50 mg/kg). Os resultados foram expressos como Média + Desvio
Padrdo (n = 6). * P < 0,05 e *** P < 0,001 representam diferenca estatistica
significativa comparando-se os tratamentos em relagdo ao controle negativo
(Neg) ou entre os tratamentos, respectivamente.

4.2.6.2.4 Avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes catalase e
superoxido dismutase

Em nosso estudo, as atividades de catalase e SOD foram
determinadas como medidas de estresse oxidativo. Os resultados
apresentados na Figura 29 e 30 referem-se aos efeitos do ortovanadato
ou de sua associagdo com VC sobre as enzimas antioxidantes avaliadas
em amostras de liquido ascitico de tumor obtidas dos camundongos
submetidos aos tratamentos. Observa-se, nas Figuras 29 e 30, aumento
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na atividade da catalase e superoxido dismutase. Isto permite sugerir a
hipdtese de que, in vivo, 0 estresse oxidativo esta relacionado a sua
atividade antitumoral. Observa-se que a adi¢do de VC ao ortovanadato
resultou num aumento de 2-3 vezes em média, em comparagdo com as
amostras obtidas de camundongos tratados apenas com ortovanadato na
atividade da SOD.

As células apresentam mecanismos enzimaticos antioxidantes que
tem importante papel na eliminag8o de radicais livres. SOD e CAT estéo
envolvidas na elimina¢do do anion superdxido e na degradacdo de
perdxido de hidrogénio (H,0,), respectivamente (GUPTA et al., 2004).
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Figura 29 - Atividade da enzima catalase (CAT) em liquido ascitico de
camundongos inoculados com TAE e tratados durante nove dias com VC
(187,50 mg/kg/dia), ortovanadato de sodio (18,75 mg/kg/dia) e associacdo de
ortovanadato com VC (18,75:187,50 mg/kg/dia). CN = controle negativo
(tratado com salina). Os resultados foram expressos como Média + Desvio
Padrdao (n = 6). *** P < 0,001 representa diferenca estatistica significativa
comparando-se os tratamentos ao controle negativo (CN).

Foi relatada uma diminuicdo da atividade de SOD
(MARKLUND et al., 1982) e também da catalase (SUN et al., 1989) em
figado de camundongos com TAE ndo tratados. No entanto, Mohamad
et al. (2011) relatam que a diminui¢do significativa observada na
atividade de catalase em tecido tumoral em camundongos portadores de
TAE foi aumentada apds tratamento com extrato metandlico de
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Foeniculum wvulgare (funcho). De maneira semelhante isso foi
observado, no nosso trabalho, ap6s os tratamentos com ortovanadato e
associacdo de ortovanadato de sédio e VC. Em vista da produgdo de
ERO que foi observada nos resultados das nossas avaliagdes, sugere-se
justificar o efeito antitumoral pelo aumento da producdo de espécies
reativas.
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Figura 30 - Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) em liquido
ascitico de camundongos inoculados com TAE e tratados durante nove dias com
VC (187,50 mg/kg/dia), ortovanadato de sodio (18,75 mg/kg/dia) e associagéo
de ortovanadato com VC (18,75:187,50 mg/kg/dia). CN = controle negativo
(tratado com salina). Os resultados foram expressos como Média + Desvio
Padrdo (n = 6). *** P < 0,001 representa diferenca estatistica significativa
comparando-se os tratamentos feitos com ortovanadato de sédio e com a
associacdo de ortovanadato de sodio e VC.

Os resultados dos tratamentos com ortovanadato de sodio
associado ao ascorbato de sodio apresentados nessa tese foram
publicados no periédico Biochemical and Biophysical Research
Communications, v.430, p.883-888, 2013, sob o titulo Sodium
orthovanadate associated with pharmacological doses of ascorbate
causes an increased generation of ROS in tumor cells that inhibits
proliferation and triggers apoptosis. doi:
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2012.12.061.
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5 CONCLUSAO

Com base nos objetivos propostos e nos resultados obtidos com
0 presente trabalho, pode-se concluir que:

Associacdo de vitamina C com vitamina Kz microencapsuladas

- A liberacdo da VC (E) com quitosana mostrou ser sustentada
por mais de seis horas;

- O tratamento com VK; (E) com quitosana foi o mais
citotoxico de todos os tratamentos avaliados in vitro;

- Os tratamentos com VC (E) e VCK; (E) ndo tiveram as
respectivas citotoxicidades aumentadas apds microencapsulamento;

- O tratamento com VK; (E) com quitosana resultou em maior
citotoxicidade do que com VK3 (NE) enquanto nos demais tratamentos
nao foram observadas maiores citotoxicidades apos
microencapsulamento;

- Todos os tratamentos em células de tumor ascitico de Ehrlich
implantadas em camundongos isogénicos Balb/c feito com todas as
microparticulas apresentaram efeito antitumoral;

- O tratamento com VCK; (E) apresentou o melhor efeito
antitumoral in vivo com a maior reducéo da variacdo do peso do corpo,
inibicdo do crescimento tumoral, aumento de tempo médio de sobrevida
e percentual de longevidade;

- O tratamento com VCK; (E) resultou no maior aumento de
dano oxidativo nas proteinas indicando como possivel mecanismo de
acao o estresse oxidativo;

- O tratamento com VK3 (NE) causou o maior percentual de
morte celular por apoptose, seguido do tratamento com VCKj (E);
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Associagdo de ortovanadato de sédio com vitamina C

- A citotoxicidade do tratamento com ortovanadato de sddio foi
potencializada pela associa¢do com VC, da mesma forma que aumentou
a inibicdo da proliferacdo celular e geracdo de ERO;

- Os tratamentos com ortovanadato e associagdo de
ortovanadato e VC mostraram efeito antitumoral, pois reduziram as
medidas de variacdo de peso do corpo, variacdo da circunferéncia
abdominal e volume de liquido ascitico;

- O tratamento com a associacdo de ortovanadato e VC
promoveu a inibicdo do crescimento do tumor e aumentou a
longevidade dos animais;

- O tratamento com ortovanadato e associagdo de ortovanadato
e VC resultou em aumento da atividade de catalase;

- Apenas o tratamento com a associa¢do de ortovanadato e VC
resultou em aumento da atividade de SOD;

- A associacdo de ortovanadato e VC causou 0 maior dano
oxidativo em proteinas e aumentou o nivel de peroxidagdo lipidica,
sugerindo como provavel mecanismo de acédo o estresse oxidativo;

- O tratamento com a associacdo de ortovanadato e VC causou
0 maior percentual de morte celular por apoptose;

- A morte celular causada pelo tratamento com a associacdo de
ortovanadato e VC esta relacionada a inibi¢do de Bcl-xL e ativacdo de
Bax;

A partir desses resultados, pode-se sugerir que a associacdo de
VCKj3 microencapsuladas com quitosana e a associacdo de ortovanadato
e VC apresentaram efeitos citotdxicos, pré-apoptoéticos e antitumorais
relacionados ao aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio
nas linhagens celulares testadas e nos ensaios com camundongos Balb/c
inoculados com tumor ascitico de Ehrlich.
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PERSPECTIVAS

O desenvolvimento desse trabalho abre novas propostas de
estudos que podem servir de complementacdo a partir dos resultados
obtidos ou, até mesmo, abrir novas possibilidades a serem realizadas
através do uso de metodologias e técnicas como CLAE, avaliagdo da
atividade de enzimas, citometria de fluxo, e analise da expressdo de

proteinas por Western Blot, tais como:

e Realizar a cinética de liberagdo da VK; a partir das
microparticulas de VK3 e VCK; encapsuladas com
quitosana;

e Avaliagdo da atividade citotoxica da associacdo de
ortovanadato de sédio e VC ou da associacdo de VCKj
microencapsuladas em quitosana em outras linhagens de
células tumorais e também em células normais para
determinacdo da especificidade de acdo dos compostos,
através da execucdo do ensaio do MTT;

e Realizar experimentos in vivo com tumor solido para
avaliacdo histoldgica.

o Investigar o papel da geragdo de espécies reativas de
oxigénio no mecanismo de agdo das microparticulas de
VCKj;, através de medidas da atividade enzimatica de
catalase, glutationa peroxidase, superéxido dismutase;

o Caracterizacdo da fase do ciclo celular, por citometria de
fluxo, e da expressdo de proteinas envolvidas no bloqueio do
ciclo celular, através de Western Blot, em diferentes células

tumorais tratadas com a associagdo de ortovanadato de s6dio
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e VC ou com associagdo de VCK3 microencapsuladas em
quitosana;

e Investigar in vitro o mecanismo de morte celular induzido
pelos tratamentos com a associacdo de ortovanadato de
sodio e VC ou com associagdo de VCKjz microencapsuladas
em quitosana, através da avaliacdo da atividade de caspase-3
(na presenga e auséncia de inibidor de caspase-3);

e Investigar in vitro 0 mecanismo de morte celular induzido
pelos tratamentos com a associacdo de ortovanadato de
sodio e VC ou com associacdo de VCK3 microencapsuladas
em quitosana, através da analise da expressdo de outros
marcadores de apoptose, tais como p53 e citocromo c.

e Investigar a expressdo de genes e a ativacdo de
intermediarios das vias de sinalizagcdo das cinases ativadas
por mitogénio, fosfoinositol-3-cinase-Akt-mTOR e JAK-
STAT.

e Investigar o estresse de reticulo endoplasmatico através da

medida da fosforilacéo do fator iniciador eucariético elF2.
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