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“Nothing in life is to be feared, it is only to be
understood. Now is the time to understand more,

so that we may fear less.”

Marie Curie



Resumo

Introducdo: O estudo apresentado avaliou o potencial do uso de uma
combinacao consistindo de &cido ascorbico (AA)/menadiona (Men) associado ao
ferro (Fe) como agentes indutores de estresse oxidativo em células tumorais.
Células tumorais de cancer de mama de linhagem 4T1 e leucocitos humanos
provenientes do sangue periférico foram utilizados como amostras e tratadas in
vitro em meio RPMI incompleto por periodos de tempo de 1 hora e 4 horas. O
uso de sangue periférico humano foi submetido e aprovado pelo comité de ética
em pesquisa sob protocolo 1525. Métodos: As amostras foram divididas em
grupos controle, grupo acido ascérbico/menadiona, grupo acido
ascorbico/menadiona/ferro. Apés serem tratadas, foi realizado analises para
atividade de catalase, quantificacdo de malonaldeido, concentracdo de tidis ndo
proteicos e analise de morte celular por citometria de fluxo com marcacéao de
anexina V/iodeto de propideo. Resultados: Células de linhagem 4T1
apresentaram elevada atividade de catalase e concentracdo de tidis n&o
proteicos (p<0,05) em grupos tratados com AA+Men+Fe com tratamento de
duracdo de 1 hora. Leucdcitos apresentaram uma diminuicdo na atividade de
catalase nos grupos AA+Men e AA+Men+Fe (p<0,05) em ambos as duracdes de
tratamento, enquanto tidis ndo proteicos apresentaram-se elevados no grupo
AA+Men+Fe com tratamento de duracdo de 4 horas. Células em processo de
morte por apoptose, necrose/autoschizis foram encontrados em maior
guantidade em células dos grupos AA+Men enquanto nos grupos AA+Men+Fe
houve uma melhor sobrevida celular. Concluséo: Tratamentos utilizando acido
ascoérbico e menadiona sdo métodos adequados para aumentar a producao de
espécies reativas de oxigénio e provocar morte celular em células tumorais

enguanto o uso de ferro em conjunto provocou um aumento da sobrevida celular.

Palavras-chave: Acido ascérbico. Menadiona. Ferro. Cancer de mama.



Abstract

Introduction: The current study aimed to evaluate the use of a combination
consisting of ascorbic acid/menadione associated with iron as a generator of
oxidative stress in tumor cells. 4T1 breast cancer tumor cells and human
peripheral blood leukocytes were utilized as samples and treated in vitro in RPMI
incomplete medium. Methods: The samples were separated into control, ascorbic
acid (AA)/Menadione (Men) and AA+Men+lron groups. After treatment, the cells
were tested for catalase activity, malondialdehyde (MDA) quantification, non-
protein thiols concentration, and cell death analysis by flow cytometry with
annexin V/propidium iodide (P.l.) staining. Results: 4T1 cells presented increased
catalase activity and non-protein thiols concentration (p<0.05) in the iron
associated group after a 1-hour treatment. Human leukocytes presented a
decrease in catalase activity in both the AA+Men and iron associated groups
(p<0.05) in both treatment durations, while presenting a large quantity of non-
protein thiols (p<0.05) in the iron associated group during a 4-hour treatment.
Cells suffering apoptosis, necrosis/ autoschizis were encountered in larger
quantities in the vitamin-only treated groups while cellular survival was noted to
be improved in the iron associated groups. Conclusion: Treatment utilizing
ascorbic acid and menadione is a suitable method to increase reactive oxygen
species production and increase tumor cell death while the use of iron increased

cellular survival.

Keywords: Ascorbic acid, Menadione, Iron, Breast cancer
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1 Introducéo

1.1 Cancer

7

A carcinogénese é um processo patolégico que compreende dois
acontecimentos basicos: alteracdo do material genético e divisdo celular alterada
com passagem desse material de célula mae para célula filha 1. Esse material
genético alterado, denominado oncogene, contém mutacdes em especial nos
genes gue controlam o ciclo de divisédo celular, nos responsaveis pela correcao
de erros na replicacdo génica e nos que promovem e mantém o estado de
diferenciacdo celular. Isso faz com que células neoplasicas se diferenciem de
células normais por apresentarem crescimento e proliferacdo descontrolada,
mesmo na auséncia de fatores de crescimento 2. H4 também outras alteracdes
como: imortalizacdo celular devido a ativacdo da enzima telomerase,
remodela¢gdes cromossOmicas, perda de propriedades adesivas da membrana
plasmatica, perda de funcdo e da capacidade de diferenciacdo, potencial para

invadir tecidos vizinhos e estimular a angiogénese.

O desenvolvimento de técnicas moleculares tem sido atil para a
elucidacdo de mecanismos envolvidos na carcinogénese, em destaque, para
genes da regulacdo e diferenciacdo celular. Entre as principais alteracdes da
carcinogénese podem ser citadas: a expressdo aumentada de oncogenes,
inibicAo de supressores tumorais, instabilidades cromossomicas, alteracdes
epigenéticas, alteracbes nas vias de reparo, entre outras 3. Os testes
moleculares para o cancer de mama foram desenvolvidos e validados baseados
nestas modificacbes encontradas e atualmente exercem papéis na

caracterizacdo do tumor, fornecendo alternativas terapéuticas mais eficientes 4.

Estima-se que cerca de 1,3 milhdes de individuos séo diagnosticados com

cancer anualmente. Esse indice elevado € um dos maiores problemas

encontrados na salde publica mundial e no Brasil 4 °.

O cancer é uma doenca de dificil tratamento devido a varios motivos que
incluem a capacidade de células tumorais de realizar evasao imunoldgica. Além

disso, estas células possuem a capacidade de modificar o microambiente local
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ao seu favor. Este microambiente tumoral contém distintos tipos de células como
fibroblastos, células epiteliais, células do estroma, células do sistema imune
(macroéfagos, neutrofilos, células natural killer, células dendriticas e linfécitos) e
matriz extracelular & -8, Estudos ja realizados mostram que as interacdes célula-
célula e célula-matriz extracelular podem atuar na formacéo e disseminacédo de
células tumorais, causando a metastase que € a disseminacdo do cancer
responsavel pelo 6ébito de mais de 80% dos pacientes diagnosticados com
cancer °. O microambiente, as células existentes neste espaco e as substancias
produzidas nele sédo considerados de grande importancia como alvos de estudo

para o desenvolvimento de novos tratamentos e terapias 1°.

As células citotdéxicas CD8+ ativadas (CTLs) e células natural killer (NK)
sdao linfécitos efetores que apresentam mecanismos citotoxicos necessarios para
a defesa contra células tumorais. Ambos destroem seus alvos celulares por dois
mecanismos principais que requerem contato direto entre a célula efetora e o
alvo.''  Granulos citoplasmaticos  contendo  proteinas  citoliticas,
predominantemente uma proteina disruptora de membrana denominada
perforina e uma familia de serino-proteases (granzimas), sdo secretadas por
exocitose e juntas induzem a apoptose da célula-alvo 2. O mecanismo principal
da cit6lise mediada por estas células consiste na liberacéo de granulos proteicos
citotéxicos contra a célula-alvo que foi reconhecida 3. Quando os receptores de
antigenos dos CTLs e das células NK reconhecem os peptideos associados ao
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) na célula-alvo, o citoesqueleto
destas células é reorganizado de tal modo, que o centro de organizacdo dos
microtUbulos é deslocado para a area préxima do contato com a célula-alvo. Os
granulos do citoplasma concentram-se nessa regido e a membrana do granulo
funde-se com a membrana plasmatica. A fusdo da membrana resulta em

exocitose do contelido dos granulos na superficie da célula-alvo 4.

Macroéfagos, linfocitos e células dendriticas sdo denominadas células
apresentadoras de antigenos. Estas células, na presenca de antigenos
estranhos, estimulam respostas dos linfocitos T e células NK. As células
dendriticas tém sido associadas com a reducéo da incidéncia de metastase, pois

sdo muito eficazes em induzir e manter a resposta dos linfécitos T e células NK.
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Porém, todas as células que residem no microambiente sdo condicionadas a

funcionar de acordo com a dinamica oferecido pelo complexo tumoral & 8 15,

O microambiente tumoral compde diversas estruturas, sendo a maioria
matriz extracelular. A matriz extracelular € composta por colageno, fibronectina,
glicosaminoglicanos e proteoglicanos, proteinas matricelulares e enzimas. Essa
composicdo molecular durante a progressdo do cancer sofre mudangas que
promovem a metastase.’ O principal componente é o colageno, representando
cerca de 30% da massa total de proteina. Este pode servir como facilitador da
invasdo de células tumorais, além da maior deposicdo de colageno estar
associado com mudancas bioquimicas em tecidos. A fibronectina € necessaria
para o colageno ser depositado dentro da matriz, sendo que sua regulacao
positiva ocorre por Varios mecanismos. Essa glicoproteina pode ter efeitos
modulatérios sobre vias de sinalizacdo das células tumorais, promovendo o
avanco da doenca. Glicosaminoglicanos sdo cadeias de polissacarideos
encontrados ligados as proteinas do nucleo formando proteoglicanos. Estas
junto as proteinas matricelulares estdo associadas com o espalhamento da
metastase 6. As enzimas presentes podem atuar de diversas formas no
microambiente tumoral, alterando as vias de metabolismo para todas as células

presentes neste ambiente, favorecendo ou combatendo o tumor.
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1.2 Cancer de Mama

Existem vérios tipos de cancer, sendo o cancer mais frequente entre as
mulheres o de mama, que representa anualmente 25% dentre os demais tipos
17:18:19 De acordo com dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), houve
cerca de 59.700 novos casos no Brasil em 2018. Em 2015 houve 15.403 dbitos
com diagnostico de cancer de mama, sendo 98% mulheres. Dessa forma, o

cancer de mama é um dos motivos de morte mais frequentes entre mulheres °.

Alguns fatores fisiol6gicos estéo relacionados com o0 aumento do risco de
desenvolvimento da doenca, como idade, fatores comportamentais, fatores
genéticos, menopausa tardia, menstruacdo precoce, obesidade apos a
menopausa, final da gravidez e histéria de terapia hormonal ?°. A idade é um dos
principais fatores, pois o envelhecimento causa uma série de mudancas
fisiolégicas que podem aumentar o risco de desenvolvimento da doenca.
Mulheres séo orientadas, mesmo assintomaticas, a realizar exame clinico ao
menos uma vez por ano a partir dos 20 anos como, por exemplo, o exame das
mamas para verificar a presenca ou ndo de nédulos e outras irregularidades, e
apos 50 anos de idade, mamografia para detectar microcalcificacdes e outros
sinais do cancer de mama. O risco para mulheres desenvolverem o cancer antes
dos 35 anos é raro, sendo mais comum o desenvolvimento ap6s 50 anos de
idade 2%. Quanto mais cedo for feito o diagndstico, melhor o prognéstico. Alguns
sintomas que podem surgir em decorréncia da doenca sao edema cutaneo, dor,
aparecimento de nédulos, inversdo do mamilo, hiperemia, descamacédo e

secrecdo papilar °.

O tratamento para cancer de mama € faz uso de terapias de alto custo
financeiro como quimioterapia e radioterapia. Alternativas a estes tipos de
tratamento foram desenvolvidos nas ultimas décadas e incluem tratamentos
como terapia hormonal e terapia alvo %% 23, Devido a alta incidéncia de cancer
de mama, os custos globais para o tratamento aumentam a cada ano. De 1995
a 2004 houve um aumento de 75% nos custos devido aos avangos nas

investigacdes, mudancas de técnicas e inovagbes farmacéuticas e cirrgicas 2.
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Histologicamente, a mama é considerada uma glandula sudoripara
constituida por ramificacées de ductos e I6bulos. A mama apresenta compostos
acinares, formados por células epiteliais e mioepiteliais envoltos por um estroma
de tecido adiposo e tecido fibroso. Pelas caracteristicas morfoldgicas e unidades
funcionais da mama, as lesdes sédo originadas principalmente dos ductos e
I6bulos. Uma vez desenvolvidas, as lesbes mamarias séo classificadas como
benignas (ndo neoplasicas e neoplasicas) e malignas, englobando uma
extensdo de subtipos histolégicos e séo classificadas segundo o grau de
diferenciacéo, proliferacéo e fenétipo celular 4.

O cancer de mama possui uma grande diversidade celular e molecular,
sendo a maioria dos tumores derivados das células luminais secretoras e células
basais 2°. Com isso, essa doenca possui varios subtipos patoldgicos e variacées
histologicas 2% 26, A classificacdo histopatoldgica tem pouca funcionalidade, ja

gue tumores com a mesma classificacdo podem ter desfechos diferentes 26.

O mais comum € o carcinoma invasivo com diagndstico de 70-80% dos
casos de cancer de mama. De acordo com o grau histologico e expressdo de
receptores hormonais, o progndéstico do paciente varia 2% 23 26: 27 Existem outros
subtipos como carcinoma lobular invasivo, carcinoma epidermoide, linfoma e
sarcoma, doenca de Paget do mamilo, tumor filoide e cancer de mama

inflamatadrio 26.

Existem outras técnicas além do estudo histopatoldgico para classificar o
tipo de neoplasia. Métodos moleculares que utilizam o acido desoxirribonucleico
(DNA), o acido ribonucleico (RNA) e o perfil de proteinas do cancer de mama

tém sido muito Uteis no diagndstico 28 29,

Dentre as subdivisdes moleculares existem os subtipos luminal A, luminal
B, superexpressao do HER-2, basal e normal breast-like. Os principais subtipos
séo os tipos luminal A e B, com fendtipo receptor de estrogénio (RE) positivo. O
luminal A é caracterizado por possuir uma expressao mais elevada de RE do
gue o luminal B, que possui uma moderada expressao de genes expressos pelas
células epiteliais luminais 3% 3% 3233 O oncogene HER-2 e a superexpresséo de

sua proteina sdo importantes biomarcadores do progndstico de cancer de mama
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33:34 O subtipo basal é caracterizado pela expressao de varios genes expressos
nas células progenitoras ou células basais. Por fim, o subtipo normal breast-like
tem forte expressdo para genes epiteliais basais e baixa expressédo no epitélio

luminal.
1.3 Linhagem 4T1

A linhagem celular tumoral transplantavel de carcinoma de mama 4T1 foi
originalmente isolado por Fred Miller em 1978 do tumor espontaneo 410.4+. O
tumor transplantado cresce em camundongos Balb/c e em cultura. Altamente
tumorigénico e invasivo, este modelo pode sofrer metastase do tumor primario

para varios outros sitios distantes 3% 36,

A linhagem 4T1 serve de modelo para mimetizar o cancer de mama
humano devido a sua capacidade de se desenvolver espontaneamente do tumor
primario e se espalhar para os linfonodos drenantes proximos semelhante ao
que acontece em tumores humanos. Esta linhagem é frequentemente utilizada
para desenvolver tratamentos baseados em imunoterapia °7. Células 4T1
apresentam niveis adequados de MHC de classe | e niveis indetectaveis de MHC
de classe I, o que fazem delas alvos para linfécitos citotéxicos CD8+ 383940 O
tipo de cancer de mama desenvolvido por esta linhagem € o triplo negativo. Esse
tipo de cancer ndo possui expressao de receptores de estrégeno, receptores de
progesterona e também ndo possui expressdo de HER-2 23. Devido a
impossibilidade de utilizar alternativas como tratamento hormonal, a
quimioterapia resta como o Unico recurso disponivel para estes individuos
afligidos. Esta escassez de opg¢Oes de tratamentos faz da linhagem 4T1 um

modelo muito Gtil em estudos oncolédgicos L.

O crescimento de células de linhagem 4T1 in vitro pode ser realizada com
diversos meios inclusive o meio RPMI suplementado com 10% soro bovino fetal
com antibioticos-antimicoticos em placas de cultura a 37°C com 5% COa.
Quando utiliza o meio RPMI completo, ha algumas diferencas para melhor
adequar o crescimento de 4T1 como a adicdo de aminoacidos néo essenciais e

Hepes (Acido Hidroxi-Etil-Piperazina-Etano-Sulfonico) 2.

1.4 Estresse oxidativo
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O estresse oxidativo é causado por radicais livres e espécies reativas de
oxigénio. Antioxidantes combatem essas moléculas por meio do
compartilhamento e captacdo de elétrons. Quando circulam livremente, radicais
livres e espécies reativas de oxigénio podem gerar dano consideravel a

estruturas celulares, o que é denominado dano oxidativo 43 44,

Os principais radicais livres no sistema biol6gico sao o anion superoxido,
radical hidroxila e 6xido nitrico 43 45, Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) séo
altamente reativas e em determinadas circunstancias, como na presenca de ions
metalicos, podem gerar radicais livres ou atuar como um, sendo 0s principais o

peréxido de hidrogénio e o oxigénio singlet.

Antioxidantes fazem parte de um sistema de protecdo utilizado por
organismos para evitar dano causado por radicais livres e EROs. Essas
substancias sédo capazes de doar, compartilhar ou retirar elétrons de moléculas
instaveis assim evitando uma cascata de reacdes de oxidacdo indesejaveis. O
balanco de atividade entre essas moléculas reativas e antioxidantes €

denominado equilibrio redox 4647,

Sistemas antioxidantes podem ser divididos em dois tipos: enzimatico e
nao-enzimatico. Os principais enzimaticos sdo o Superéxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx), Tioredoxina, Peroxiredoxina e
Glutationa Transferase. Alguns antioxidantes ndo enziméaticos sédo o Retinol (Vit
A), Acido Ascérbico (Vitamina C), a-tocoferol (Vitamina E), Beta-caroteno e
Glutationa (GSH).

E a partir da oxidacdo que ocorre na mitocondria nas moléculas de
oxigénio que vem a produc¢do de EROs, formando o anion superoxido. A cadeia
respiratéria no final do metabolismo energético, utilizado na producdo de ATP, &
também a etapa com o maior potencial produtor de EROs 8. Os elétrons
produzidos durante os passos do metabolismo energético sao transportados por
proteinas ligada a membrana mitocondrial até que se ligam ao Oz formando H20.
Para ocorrer esse evento, as moléculas de Oz precisam ser reduzidas por 4

elétrons convalescendo simultaneamente. Porém quando ha um namero inferior
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de elétrons e as moléculas de O2 sdo reduzidas apenas com um elétron, ha

formacéo do anion superoxido.

Na tentativa de manter o equilibrio redox, os anions superoxidos
produzidos sao convertidos a peréxido de hidrogénio. Essa reacédo é catalisada
pelo SOD que utiliza dois anions superoxido e dois hidrogénios para formar o
peroxido de hidrogénio. A partir disso, a glutationa peroxidase catalisa uma
reacdo em que duas moléculas de glutationa oxidam o peréxido de hidrogénio
formando duas moléculas de H20 e uma molécula de glutationa oxidada. A
catalase, outra enzima antioxidante, € capaz de converter 0 peroxido de

hidrogénio em duas moléculas de H20 e uma de oxigénio.

Os antioxidantes ndo enzimaticos como vitaminas C e vitamina E

possuem um papel na manutencéo do equilibrio redox 4% 5051,

1.5 Acido Ascorbico, Menadiona e Ferro

O acido ascorbico € um potente doador de elétrons capaz de sofrer
diversas oxidacdes por substancias reativas e voltar a sua forma ativa (acido L-
ascorbico) hidrossoluvel. Além de atuar diretamente como uma molécula
redutora, o acido ascérbico também auxilia na recuperagao de a-tocoferol apos
este ter sofrido alguma oxidacado. Assim o a-tocoferol, substancia lipossolavel,

exerce sua atividade para opor a peroxidacao lipidica na membrana celular 4652
53; 54

Menadiona, vitamina K3, é um composto sintético na forma de quinona
derivado da filoquinona (Vitamina K) com potencial pro-oxidante e antioxidante.
Em células tumorais quinona é reduzida a semiquinona, a qual reduz oxigénio
gerando anion superoéxido além da semiquinona sofrer um processo de reversao
a quinona e o ciclo se repetir, produzindo assim uma grande quantidade de
superoéxido. Este pode ser catalisado por SOD formando H202, levando a danos

na célula tumoral °°.

A associacdo de acido ascoérbico e menadiona geram semiquinona e
ascorbil. A semiquinona entdo reage com oxigénio e volta a sua forma inicial de

guinona que ira reagir novamente com o acido ascoérbico disponivel no mesmo
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ambiente, o que cria um ciclo redox da quinona. Quando essa reacao ocorre
juntamente a um metal como o ferro, o ciclo ascorbil-quinona aumenta a
producdo de anion superoxido aumentando consequentemente a producao de
EROs, levando a estresse oxidativo. Esse dano pode ocorrer em qualquer local

da célula, incluindo membrana celular, organelas, niicleo e DNA 49,

Células tumorais possuem uma quantidade elevada de receptor GLUT1
levando a um acimulo preferencial de acido ascérbico nessas células °6. O uso
dessa vitamina tem sido estudado na melhora da sobrevida de pacientes com
cancer associado a quimioterapia, radioterapia e outras vitaminas. Os efeitos
antitumorais que ocorrem na terapia utilizando ambos o &cido ascorbico e a
menadiona induzem um tipo de morte celular programada em células tumorais

denominada autoschizis °’.
1.6 Autoschizis

As EROs possuem um papel fundamental na sinalizacdo para
proliferacéo, adesdo e apoptose celular, além de controle nos canais ibnicos e
expresséo de alguns genes %347, Durante a administracédo de acido ascérbico e
menadiona, os radicais livres e EROs gerados em excesso causam defeitos na
membrana celular, segregacao de organelas, nucléolo e excisdo do citoplasma,
0 que resulta em uma morte celular denominada autoschizis. Durante esse tipo
de morte celular, a razdo nucleo/citoplasma é mantida enquanto a célula reduz
de tamanho, perdendo citoplasma e tendo sua cromatina digerida levando a
fragmentacao do nicleo °1. Diferente de apoptose, autoschizis ndo gera corpos
apoptoéticos ou causa destruicdo da membrana celular. Na morte celular por
apoptose, 0 processo € iniciado e ocorre por meio de caspases enquanto na
autoschizis ha uma ativacdo de DNAse sem ativacdo de caspases. No final da
morte da célula por autoschizis ha também geracdo de uma resposta inflamatéria
in vivo enquanto a apoptose trata-se de uma morte silenciosa sem resposta

inflamatdria concomitante 14 57,

A autoschizis € provocada pela administracdo de uma superdosagem de
acido ascorbico e menadiona, em uma propor¢cdo de 100:1. Como ha um
sequestro preferencial de acido ascorbico por células tumorais, 0 uso dessas

duas substancias tem sido utilizado no tratamento para diversos tipos de
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tumores como carcinomas, cancer de mama entre outros °’. Os efeitos sofridos
pelas células expostas a essas substancias variam de acordo com o tempo de
exposicao. Durante exposicdo de 1hr, as células apresentam alteracdes no
citoesqueleto se tornando mais arredondados com sinais de lesdo na membrana.
Em 2-4 horas ha uma diminuicdo do tamanho celular devido a excisdo do
citoplasma. As mitocondrias dessas células, também danificadas, migram para
préximo ao ndcleo junto a outras organelas. Dentro dessas modifica¢cdes ha uma
redistribuicdo de proteinas da membrana, reorganizacdo de filamentos do
citoesqueleto e oxidagdo com subsequente deple¢édo dos niveis de glutationa e

tidis 5157,

Para realizar o estudo desse tipo de morte celular, um dos métodos mais
utilizados é por citometria analisando componentes que podem ser marcados
por anticorpos ligados a substancias fluorescentes %8, Um desses componentes
€ a fosfatidilserina, que € observada principalmente na superficie interna da
bicamada lipidica, voltada para o citosol. Nas células que estdo no inicio de
apoptose, onde a membrana celular ainda permanece intacto, mas sofre uma
desorganizacao, a fosfatidilserina é translocada para a superficie exterior da
bicamada. Anexina V € uma proteina que se liga a fosfolipideos e possui alta
afinidade por fosfatidilserina. Ao conjugar a anexina V ao FITC (Isotiocianato de
fluoresceina) é possivel identificar e quantificar as células apoptéticas em

citometria de fluxo %.

O marcador nuclear fluorescente iodeto de propidio (P.l.) € utilizado para
distinguir células apoptéticas de células em processo de morte por
necrose/autoschizis. O iodeto de propidio € uma molécula que se intercala em
qualquer DNA, desde que a membrana celular esteja permeavel. Tal propriedade
deve-se ao fato de que marcadores de DNA de elevado peso molecular, como o
P.l., ndo s&o passiveis de penetrar na célula intacta em decorréncia do seu
tamanho, bem como ndo marcam células apoptéticas sem que estas apresentem
alteracdes na permeabilidade da membrana plasmética, como ocorre nos
estagios finais de apoptose °°. Desse modo, corar células simultaneamente com
anexina V-FITC (fluorescéncia verde) e com P.l. (fluorescéncia vermelha)

permite a discriminacdo de células intactas, viaveis (FITC - PI -), no inicio de
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apoptose (FITC + Pl -) e células tardiamente apoptéticas ou em processo de

autoschizis (FITC + Pl +) 4957,
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1.7 Justificativa

Diante de todas as informagdes acima expostas, houve uma necessidade
de investigar a possibilidade do uso de ferro como coadjuvante em um ensaio
utilizando acido ascoérbico e menadiona para induzir producao de radicais livres
em células tumorais (linhagem 4T1) para verificar se ha um aumento no potencial
antitumoral. Visto que ha grande producéo de espécies reativas ap0s tratamento
com essas duas substancias °’ 89, nossa hipétese é que havera um aumento no
dano oxidativo causado ap0s essas substancias reagirem com o ferro levando a

uma grande quantidade de morte em células tumorais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da administracdo de

acido ascorbico, menadiona e ferro em células tumorais e leucécitos in vitro.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
De maneira especifica, este estudo buscou:

a) Analisar marcadores de estresse oxidativo como catalase, malonaldeido

(MDA), tidis ndo proteicos nas células apos tratamento.

b) Avaliar a quantidade de células viaveis, em processo de morte por apoptose

e em processo de morte por autoschizis apés tratamento.

c) Verificar o tamanho e granulosidade das células apés tratamento.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizadas células de cancer de mama de linhagem 4T1, linhagem
celular gue mimetiza o cancer de mama triplo negativo, e leucdcitos, proveniente
do sangue periférico de um voluntério saudavel, divididos em diferentes grupos.
As células 4T1 foram mantidas em garrafas de 15mL com meio RPMI completo
de pH 7.4 com CO2 5% a 37°C. Os leucécitos foram extraidos do sangue
periférico de um voluntario, apds apresentacao do trabalho e assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido, de acordo com as normas do CEP da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (Protocolo: 1525). Os trés grupos
foram divididos em: controle (Agua destilada), ascérbico/menadiona (AA+Men),
acido ascérbico/menadiona/ferro (AA+Men+Fe). Cada grupo foi feito em
quadruplicata e cada ensaio seguido em duplicata para garantir fidelidade dos
resultados. Foi utilizado &cido ascorbico 0,1M, menadiona 0,01M e ferro 0,05M,
concentracdes definidas para manter a propor¢cdo de 100:1 (Acido
ascorbico/menadiona)?*® 5% 60 diluidos em agua destilada. Cada grupo foi exposto
as substancias intituladas através da administracdo dessa no meio de cultura,
RPMI incompleto, por um periodo de 1h e 4h. Apés esse tempo as células foram

recolhidas para posterior analise.

3.2 ANALISE DA ATIVIDADE DE CATALASE

A atividade da catalase foi determinada seguindo o método de Aebi (1984)
o qual baseia-se no acompanhamento da decomposi¢céao de H202, determinada
por espectrofotometria a 240nm e tendo a absorvéncia registrada no tempo de
30 segundos. As amostras coletadas foram lavadas com PBS e centrifugadas.
O pellet foi ressuspendido em 200uL de solugéo Triton X-100 0,2%, para realizar
a lise das células. A reacao inicia quanto adiciona 200uL de H20222,5mM junto
a 400uL de amostra previamente diluida (100uL de amostra/Triton com 700uL
de tampéo fosfato). Os valores foram expressos em atividade de catalase (k) /mg

de proteina 62,
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3.3 ANALISE DE MALONDIALDEIDO (MDA)

A determinacdo de MDA foi realizada segundo o método de Tatum,
Changchit e Chow (1990) que consiste na reacdo do MDA com o &cido
tiobarbittrico (TBA), sendo o aduto TBA-MDA extraido com isobutanol e
identificado através de detector fluorimétrico na cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). A amostra utilizada foi de 500uL do meio com as células,
no qual foi adicionado 500uL de TBA 0,4% em HCL 0,2N diluido na proporcao
de 2:1. O tubo foi entdo aquecido a 90°C em banho maria durante 45 minutos.
Apos retirar do banho, foi selada até adicionar 750uL de isobutanol e agitar por
vortex. A solucdo foi centrifugada a 2500rpm durante 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e analisado por HPLC. A fase mével utilizada era
composta por tampao fosfato 50mM, metanol e acetonitrila (72:17:11) e os
parametros de deteccédo foram 515nm (excitacdo) e 550nm (emissao). [37] Os
resultados foram analisados juntamente a uma curva padréo e os valores foram

expressos em pMol/mg de proteina 62,
3.4 ANALISE DA CONCENTRAGCAO DE TIOIS NAO PROTEICOS

Os tidis proteicos equivalem principalmente aos niveis de glutationa
reduzida (GSH). A andlise foi realizada por método colorimétrico que consiste na
reacdo do grupo sulfidrila. Adicionamos a 150uL de amostra, 120uL de agua
destilada e 50uL de acido tricloroacético 50% (TCA). Apds 15 minutos de espera,
a mistura foi centrifugada a 3000g por 15 minutos. Entédo retiramos 200uL do
sobrenadante e misturamos com 400uL de tampao Tris 0,4M (pH 8,9) e 10uL de
acido 5,5'-ditiobis-2- nitro-benzoico (DTNB). Em seguida a mistura foi submetida
a leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 412nm. As
concentracbes de tibis ndo proteicos foram representadas em relacdo a

concentracdo de proteinas totais na amostra (nMol/mg de proteina) .
3.5 CITOMETRIA

A citometria de fluxo foi realizada utilizando um kit comercial (Cayman
Chemical Annexin V FITC assay kit) para determinar morte celular. Apos

tratadas, as células foram recolhidas, contatas e distribuidas em tubos antes de
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sofrerem centrifugacdo a 400 x g por cinco minutos e o sobrenadante
descartado. Foi realizado uma lavagem com o tampao de ligacao proveniente do
kit e centrifugado novamente e o sobrenadante descartado. As células foram
entdo suspensas em 50 pL de anexina V FITC/iodeto de propideo e incubadas
no escuro por 10 minutos. 150 pL de tampéao de ligacéo foi adicionado e as
amostras analisadas pelo citometro utilizando 488nm de excitacdo e 525nm de

emissdo para FITC e 655-730 de emissédo para P.| 05859,
3.6 ANALISE DE PROTEINAS TOTAIS

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada a partir do método de
Lowry. O reagente de Lowry é preparado com solugdes de sulfato de cobre 1%,
tartarato de sodio e potassio 2% e carbonato de sodio 2% em uma proporc¢ao de
1:1:100. Adiciona-se 1400uL desta solucédo a 980uL de 4gua e 20uL de amostra.
A este adiciona-se 200uL de solugéo de Folin diluida (5mL de Folin Ciocalteu 2N
a 5mL de agua destilada) e incuba a solucdo no escuro em temperatura
ambiente. A leitura é realizada a 650nm contra o branco (Solucdo sem amostra).
Determina-se o valor em mg de proteina utilizando uma curva padrdo com

albumina 64

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo software GraphPad 8. Os resultados
foram colhidos a partir de quadruplicatas das amostras e duplicatas dos
ensaios para providenciar uma acuracia melhor aos dados. A andlise estatistica
foi realizada por ANOVA-two way com compara¢des multiplas pelo teste de
Tukey. Foram adotados niveis de significancia de 95% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos evidenciaram valores inesperados e paradoxais.
Quanto a atividade de catalase, células de linhagem 4T1 apresentaram uma
elevada atividade da enzima no grupo AA+Men+Fe tratado por 1 hora, 0.0032
kK/mg de proteina, quando comparado ao controle de 1h e o grupo AA+Men. O
grupo AA+Men+Fe tratado por 4 horas demonstrou o oposto, com uma queda
na atividade diferenciando significantemente de sua contraparte de 1 hora, sem
diferencas quando comparado aos grupos controle e AA+Men de 4 horas (Figura
1-A). Em leucdcitos do sangue periférico, a atividade de catalase apresentou
atividade semelhante em ambos as duracdes de tratamento. Uma queda na
atividade de catalase ocorreu em ambos os grupos AA+Men e AA+Men+Fe
quando comparado ao grupo controle (p<0,05), com o grupo AA+Men+Fe
apresentando a menor atividade de catalase (Figura 2-B).
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Figura 1. Atividade de Catalase (k) por miligrama de proteina. A: Células tumorais de linhagem
4T1. B: Leucdcitos humanos do sangue periféricos. (T p<0.05 quando comparado ao grupo
controle; 1 p<0.05 quando comparado ao grupo AA+Men; * p<0.05 entre duragdo de
tratamentos).

A quantidade em pMols de malondialdeido nas amostras ndo apresentou
diferencas significativas entre grupos de células de linhagem 4T1. Pode-se notar
um discreto aumento de MDA nos grupos comparando por duragcdo de
tratamento, porém néo houve diferenca significativa (Figura 2-A). Em
leucdcitos do sangue periférico, houve um aumento significativo de MDA em
todos os grupos tratados por 4 horas quando comparado aos grupos de 1 hora
(p<0,05) (Figura 2-B).
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eficiéncia. A: Células tumorais de linhagem 4T1. B: Leucdcitos humanos do sangue periféricos
(* p<0.05 entre duracéo de tratamento).

Tidis ndo proteicos em células de linhagem 4T1 representados em
nMols/mg de proteina apresentaram uma quantidade elevada no grupo
AA+Men+Fe tratado por 1 hora, 9515,36 nMols/mg de proteina, diferenciando-
se dos grupos restantes (p<0,05) (Figura 3-A). Em leucécitos  houve
destaque nos grupos controle e AA+Men+Fe que foram tratados por 4 horas por
apresentarem valores baixos e elevados, respectivamente, quando comparado

aos grupos restantes (Figura 3-B).
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Figura 3. Tidis ndo proteicos em nMols/mg de proteina. A: Células tumorais de linhagem 4T1. B:

S i

Leucécitos humanos do sangue periféricos (1 p<0.05 quando comparado ao grupo controle;

p<0.05 quando comparado ao grupo AA+Men; * p<0.05 entre duracdo de tratamentos).
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Citometria de fluxo utilizando anexina V e iodeto de propideo (P.l.) foi
realizada para determinar se ocorre apoptose ou morte celular por autoschizis
apos tratamento. Analisamos um numero total de eventos, 10.000 células, e duas
populacdes com comportamentos de apoptose/morte distintas separadas em

gates.

Anexina V, marcador de apoptose, apresentou diferenca significativa no
grupo de células de linhagem 4T1 tratadas com AA+Men por uma duracédo de 4
horas. Os grupos AA+Men+Fe tratados por ambos 1 hora e 4 horas

apresentaram quantidades menores de anexina V (Figura 4-A).

lodeto de propideo, marcador de morte celular, foi encontrado em
guantidades elevadas no ensaio de 4 horas nos grupos AA+Men e AA+Men+Fe.
(Figura 4-B).

Tamanho celular variou de acordo com o tratamento e duracdo do
tratamento. Grupos tratados com AA+Men por 4 horas apresentou tamanho
maior quando comparado aos grupos restantes. Grupos tratados com
AA+Men+Fe apresentou o oposto, com tamanho diminuido (Figura 4-C).
Granulosidade celular se apresentou aumentada em todos os grupos tratados
com AA+Men+Fe. Ndo houve diferenca significativas quando comparados

duragao de tratamentos (Figura 4-D).
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Figura 4. Citometria de fluxo realizada em células linhagem 4T1 ap6s tratamento. 1: Resultado
da citometria do grupo controle de 1 hora de tratamento. 2: Resultado da citometria do grupo
controle de 4 horas de tratamento. A: intensidade de fluorescéncia média de anexina V. B:
Intensidade de fluorescéncia média de iodeto de propideo. C: Forward-Scatter demonstrando
tamanho celular. D: Side-Scatter demonstrando granulosidade celular (f p<0.05 quando
comparado ao grupo controle; T p<0.05 quando comparado ao grupo AA+Men; *p<0.05 entre
duracéo de tratamentos).

As quantidades de anexina V e P.l. em leucocitos demonstrou uma
intensidade de fluorescéncia cerca de 5 a 10x menores do que em células
tumorais. Quanto a anexina V, houve diferencas significativas encontradas
entre duracdo de tratamento em que 0s grupos tratados por 4 horas
demonstraram intensidade de fluorescéncia elevada de anexina V, com o grupo
AA+Men apresentando a maior leitura. Diferentemente das células de linhagem
4T1, os grupos AA+Men+Fe apresentaram quantidades maiores do que no

grupo controle (Figura 5-A).

lodeto de propideo demonstrou intensidade de fluorescéncia maior nos
grupos tratados por 4 horas, sendo que o grupo AA+Men teve a maior leitura.
Em ambos 1 hora e 4 horas de tratamento, os grupos AA+Men e AA+Men+Fe

apresentou valores maiores do que o controle (p<0,05) (Figura 5-B).
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O tamanho celular demonstrou um valor menor nos grupos tratados com
AA+Men+Fe enquanto granulosidade celular apresentou valores elevados

nesses mesmos grupos (Figura 5-C, Figura 5-D).
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Figura 5. Citometria de fluxo realizada em leucécitos humanos provenientes do sangue periférico
apos tratamento. A: Intensidade de fluorescéncia média de anexina V. B: Intensidade de
fluorescéncia média de iodeto de propideo. C: Forward-Scatter demonstrando tamanho celular.
D: Side-Scatter demonstrando granulosidade celular (1 p<0.05 quando comparado ao grupo

controle; T p<0.05 quando comparado ao grupo AA+Men; *p<0.05 entre duragéo de tratamentos).

O uso de acido ascérbico com menadiona associado ao ferro apresentou
variacdes no equilibrio redox das células analisadas, elevando a quantidade de
espécies reativas, enquanto ofereceu uma sobrevida celular melhor a ambos
tumores e leucécitos. Analisando os valores brutos, nota-se que leucécitos
apresentam guantidade elevada de catalase (cerca de 5x maior), tiois proteicos
(cerca de 10x maior) e valores diminuidos para marcadores de morte apés

tratamento.
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5. DISCUSSAO

O céncer de mama continua sendo um dos tipos mais nocivos de cancer
para as mulheres. As células tumorais que se originam em ou ao redor do tecido
mamario tendem a ser extremamente dificeis de tratar, devido a sua diversidade
de receptores diferentes, ou auséncia desses, capaz de aumentar seu
crescimento e proliferagdo, potencializando a angiogénese ou evitando o
sistema imunolégico. No presente estudo, houve uma tentativa de induzir o
aumento de estresse oxidativo emcélulas tumorais para causar autoschizis e
levar essas células a morte. O método utilizado foi uma avaliacao in vitro do uso
de uma dose especifica de acido ascorbico e menadiona com ou sem ferro para
causar uma producdo em larga escala de peréxido de hidrogénio e radical
hidroxila. O uso da combinacdo de acido ascoOrbico e menadiona obteve
resultados positivos em alguns estudos 6% 5 e até ganhou sua prépria indicacéo
como um novo tipo de morte celular, autoschizis. O mesmo pode ser dito do ferro
em um sistema de aplicagao individual singular 8. O uso do ferro ao lado dessas
duas substancias € uma nova tentativa de melhorar o dano oxidativo devido ao
radical hidroxila, convertido do peroxido de hidrogénio na presenca de ferro,
sendo um radical mais reativo e, portanto, teoricamente aumentando o dano
celular causado. O presente estudo demonstra uma resposta paradoxal a essa
hipétese, ja que o ferro parece ter causado pouco impacto quanto ao estresse
oxidativo em conjunto a um efeito protetor celular, mantendo as células tumorais
vidveis e menos propensas a morte. Como 0 mecanismo dessas reag¢des ainda
estdo em pesquisa, existem algumas explicacbes possiveis para esses
resultados.

A reacéo e o efeito previamente conhecidos na literatura da utilizacédo de
acido ascorbico e menadiona em meios com células tumorais estdo
exemplificados na figura 6. O resultado previsto da associa¢céo do ferro a esta
reacao ja prejudicial foi um aumento do estresse oxidativo devido a quantidades
maiores de espécies reativas. No entanto, o uso de ferro em combinacgéo a 4cido
ascorbico e menadiona causou uma diminuicdo no estresse oxidativo (menor
atividade de catalase, sem diferenca significativa no MDA, elevada quantidade
de glutationa reduzida) o que levou a sobrevivéncia celular. A intensidade de

fluorescéncia dos marcadores de morte no grupo controle foi maior do que nos
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grupos com ferro. Este aspecto de protecao atribuida pelo do ferro foi inesperado
pois de acordo com a reacdo de Fenton a presenca de ferro com peroxido de
hidrogénio causaria uma reacao que leva a producéo de radical hidroxila, reativo
nocivo a células. O acido ascérbico como um potente doador de elétrons
possivelmente reagiu com o ferro, como ambos estavam no mesmo meio
simultaneamente, e levou a uma estabilizacdo dos ions. Isso retirou a
capacidade do ferro de reagir com o peroxido de hidrogénio e interrompeu
completamente sua atividade. Brandt et al. (2018) utilizaram sacarose de ferro
na tentativa de influenciar o crescimento de células tumorais e tratar o cancer de
colon ¢7. Semelhante aos nossos resultados, uma inibicdo da morte celular
ocorreu e uma possivel diferenca entre o ferro intracelular e extracelular veio a
luz. Como a maioria dos danos celulares que levam a morte celular causada por
espécies reativas vém de uma regido intracelular onde as organelas e o nucleo
podem ser lesados, ha uma necessidade de converter o peroxido de hidrogénio
dentro da célula em radical hidroxila para provocar uma maior quantidade de
dano oxidativo. Devido ao perdxido de hidrogénio ser capaz de atravessar a
membrana celular com facilidade, pode pular de um ambiente intracelular para
um extracelular. Nesse caso, o ferro extracelular pode ter transformado o
peréxido de hidrogénio em radical hidroxila fora da célula. Como o radical
hidroxila ndo é capaz de atravessar a membrana celular com a mesma facilidade,
0 Unico alvo possivel de dano celular seria a membrana celular externa, limitando

seu potencial de dano.
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menadiona (1), resultado esperado quando se adiciona ferro (2), resultados obtidos (3).
(*possivel reacdo de acido ascdrbico doando elétrons ao ferro. **possivel reacdo de espécies

reativas reagindo com ferro.)

O marcador utilizado para dano celular, o malondialdeido, néo
demonstrou aumento nas células tumorais mesmo ap0s um tratamento de 4
horas com acido ascorbico/menadiona com ou sem ferro. Para avaliar este
marcador, utilizamos cromatografia liquida de alta eficiéncia através do método
de Tatum et al. Para preparar nossa amostra, analisamos o meio celular com
células imersas diretamente sem lavagem para manter todo o malondialdeido
acumulado presente. Atraves deste método, nenhum MDA seria perdido e um
aumento seria esperado ao longo do tempo, uma vez que o MDA permaneceria
no meio. Os resultados demonstram um aumento apenas nos leucoécitos, com
uma quantidade maxima de MDA encontrada menor do que quando comparadas
até com o menor valor encontrado nas células tumorais 4T1. Uma revisdo de
Victor et al. reuniu diferentes trabalhos mostrando que certos leucdcitos tém uma
guantidade maior de antioxidantes quando comparados com células normais,
gue ja possuem cerca de 10 vezes a quantidade existente de antioxidantes nas
células cancerigenas, e sdo capazes de resistir a mudancas na concentracao de
espécies reativas 8. Isso se deve ao fato de que células como células T CDS8 +,
células natural killer e macroéfagos utilizam espécies reativas como 0xido nitrico
em suas atividades e possuem sistemas especificos para proteger sua

integridade celular de seu potencial autodestrutivo. O estoque de antioxidantes
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disponiveis nessas células pode fornecer uma grande protecdo contra a
peroxidacao lipidica e, assim, evitar a producdo de grandes quantidades de
MDA.

Os tidis ndo proteicos demonstraram comportamento experimental
peculiar nos resultados. Um aumento apdés 1 hora de tratamento em células
tumorais, células que possuem menores concentracdes de antioxidantes, e um
aumento apos 4 horas em leucécitos, células que comumente contém grandes
quantidades de antioxidantes, expressam uma possivel resposta aguda e
exaustdo de tidis ndo proteicos presentes. Os tidis ndo proteicos sao
principalmente equivalentes aos niveis reduzidos de glutationa. Perry et al.
(1993) analisaram tecidos tumorais de mama e encontraram valores variando de
niveis teciduais abaixo do normal de até 11 vezes . No presente estudo, a
guantidade de tidis ndo proteicos presentes nas células tumorais 4T1 foi menor
do que nos leucécitos humanos. Barranco et al. (2000) também analisaram o
tecido tumoral de cancer de mama e descobriram que esses tecidos tém uma
proporcdo de tumor/tecido normal de glutationa particularmente alta em
comparacdo com outros tipos de tumor 7°. E possivel que em nosso estudo atual
tenhamos subestimado a quantidade de tidis ndo proteicos em células tumorais
4T1, ja que suas quantidades nesta linhagem celular especifica ainda ndo foram
determinadas adequadamente. Yeh et al. (2006), e Perquin et al. (2001)
encontraram niveis oxidados de glutationa em cerca de 20% dos niveis
reduzidos de glutationa em células de cancer de mama humano "% 72, Como os
tibis ndo-proteicos sdo basicamente o equivalente de niveis reduzidos de
glutationa, o estudo atual talvez determinou apenas uma pequena por¢céo de um
sistema subjacente maior e estudos mais especificos precisam ser realizados
para determinar a quantidade do antioxidante glutationa em sua forma oxidadas
além da reduzida.

As duas duracdes de tratamento escolhidas para o experimento foram
baseadas na pesquisa de Beck et al. (2009) 6%, onde doses farmacolégicas de
acido ascorbico e menadiona foram usadas para tratar células tumorais por
diferentes periodos de tempo. Este estudo apresentou respostas iniciais que
foram encontradas com 1 hora de tratamento com uma resposta elevada apos 4
horas e continuaram a aumentar de acordo com o tempo. Nossa hipotese era de

que a reacao de Fenton provocada pelo ferro, produzindo grandes quantidades
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de radical hidroxila, aumentaria o estresse oxidativo e, assim, tratamentos de 4
horas seriam suficientes para perceber quantidades significativas de morte de
células tumorais. Devido aos nossos resultados paradoxais, suspeitamos que
um tratamento prolongado de 24-96 horas poderia possivelmente superar 0s
antioxidantes nativos presentes nas células e levar a autoschizis. Jamison et al.
realizaram um experimento semelhante com acido ascorbico e menadiona em
células de carcinoma prostatico e observaram que em menos de 24 horas a
maioria das células morriam por necrose e apds esse periodo uma morte celular
diferente, possivelmente autoschizis, ocorreu 1. Considerando isso, é possivel
gue até mesmo um tratamento de 4 horas tenha sido insuficiente para causar
reacOes oxidativas adequadas para levar a autoschizis. O impacto da exposicéo
prolongada as substancias utilizadas em células de tumor de cancer de mama e
leucdcitos requer mais pesquisas para determinar adequadamente o periodo

mais eficiente de tratamento.
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6 CONCLUSAO

A utilizag&o de acido ascorbico e menadiona é uma forma adequada
para induzir a producéo de espécies reativas de oxigénio e provocar dano
celular em células tumorais. O uso de ferro como coadjuvante requer estudos
mais completos para determinar seu mecanismo por inteiro e beneficiar de seu

potencial com outras moléculas oxidativas.
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