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RESUMO

O céancer é uma patologia de interesse mundial, pois afeta destrutivamente o organismo daqueles que sao
acometidos a ponto de leva-los a 6bito. As medidas usadas para o tratamento, como a quimioterapia e
radioterapia, também sao agressivas a saude do paciente. Considerando tal panorama, observa-se uma
grande necessidade de pesquisa de farmacos que apresentem atividade biolégica antitumoral mas que nao
sejam toéxicos ao paciente. Dentre estes compostos, as pesquisas relacionadas a derivados metalicos tem
despertado interesse crescente para o desenvolvimento de novos farmacos antitumorais, desde o advento da
cisplatina. O objetivo deste trabalho é avaliar comparativamente, em linhagem de células tumorais B16F10, a
potencial citotoxicidade de dois compostos de vanadio; um ainda néo testadoo V14 (NH,),[H.V, ,0,,(PO,)]-9H,0,
e outro com resultados ja descritos na literatura para outras linhagens tumorais, o VO(acac),. Os compostos
foram avaliados por dois métodos diferentes para determinagéo da viabilidade celular: azul de tripan e cristal
violeta. Os resultados demonstraram que ambos os compostos testados apresentaram citotoxicidade para as
células de melanoma na mesma faixa de concentragéo, 10 mM.
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ABSTRACT

Cancer is a disease of worldwide interest, because it affects destructively those who are, with the point of
taking them to death. The measures used for treatment, such as chemotherapy and radiotherapy are also
aggressive to the patient health. Whereas such panorama, there is a great need for research of drugs that
exhibit antitumor activity but which are non toxic to the patient. Among these compounds, metal derivatives
research has aroused growing interest for the development of new antitumor drugs, since the advent of cisplatin.
The aim of this work is to assess comparatively, in tumor cell line B16F10, the potential cytotoxicity of two
vanadium compounds; one not tested until now, the V14 (NH,),[H,V,,0.,(PO,)]-9H,0, and another with results
already described in the literature for other neoplastic cell lines, VO(acac),. The compounds were evaluated
by two different methods for determination of cell viability: Trypan Blue and Crystal Violet. The results showed
that both tested compounds showed cytotoxicity to melanoma cells in the same concentration range, 10 mM.
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1 INTRODUGAO
1.1 Oncogénese

As células se mutiplicam quando recebem sinais de fatores de crescimento, que agirdo sobre
varias moléculas intracelulares como as ciclinas e cinases dependentes de ciclinas, que coordenam as
fases do ciclo celular, impedindo que erros se perpetuem e venham a comprometer a fungao celular,
e, até mesmo, a divisdo. Mutag¢des nas sequéncias que determinam os mecanismos de checagem
e reparos do material genético permitem o desenvolvimento de neoplasias. Os danos ao DNA, que
originam as mutacoes, sao eventos relativamente frequentes e podem resultar da acado de agentes
fisicos (radiacbes ionizantes e nao-ionizantes), de agentes quimicos (substancias genotodxicas
existentes na natureza ou introduzidas pelo homem), de substancias produzidas endégenamente
(espécies reativas de oxigénio e nitrogénio), de infecgdes por alguns virus oncogénicos, como por
exemplo, Papovavirus: polyoma, SV40; Adenovirus; Hepadnavirus: hepatite B; Retrovirus: Sarcoma
de Rous). Além das mutagbes induzidas por agentes fisicos, quimicos e infecciosos, mutacgdes
espontaneas podem surgir a partir de eventos normais, como a depurinagdo e desaminagao do
DNA, por danos ao DNA induzidos por radicais livres produzidos pelo metabolismo celular e erros
no processo de replicacdo do DNA durante a divisao celular (NOWELL et al., 1975).

Os genes que atuam de forma positiva, induzindo ou estimulando a progressao do ciclo, séo
chamados proto-oncogenes pois ao sofrerem mutagdes se tornardo oncogenes, cuja agao permitira
ganho de fungéo a célula mutante. Os produtos resultantes da ativagdo destes genes atuam de
forma dominante, isto é, a mutacdo de um Unico alelo podera ser suficiente para conferir a célula
uma vantagem em termos de crescimento ou transformacao, levando a neoplasia (WARD, 2000).

As proteinas envolvidas no controle negativo do ciclo celular sdo codificadas pelos assim
chamados genes supressores tumorais, como p53, RB, APC, DPC4, p16 entre outros. Os genes
supressores tumorais atuam de forma recessiva, isto €, ambos os alelos devem estar perdidos ou
nao-funcionantes (WEINBERG, 1989; WARD, 2000; MALUF et al., 2011).

Os genes que regulam a apoptose podem ser dominantes, como os proto-oncogenes, ou
podem se comportar como genes supressores do tumor. Os genes de reparo do DNA afetam a
proliferacao celular ou a sobrevida de modo indireto ao influenciar a capacidade do organismo de
reparar uma lesao nao letal nos outros genes, como 0s que regulam a apoptose. A incapacidade dos
genes de reparo do DNA pode predispor mutagdes no genoma e consequentemente a transformagéao
neoplasica, com algumas exceg¢des, ambos os alelos de reparo do DNA devem ser inativados para
induzir esta instabilidade gendmica (ROBBINS & COTRAN, 2005).

1.2 Linhagem de melanoma murino B16-F10

O melanoma cutaneo é um tumor de origem neuroectodérmica pouco comum. Forma-se a
partir dos melandcitos, células que produzem melanina, que, por sua vez, migram da crista neural
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para toda a epiderme durante a embriogénese. Em consequéncia desse fato, o tumor apresenta
grande capacidade de fazer metadstase mesmo no inicio, jd que a caracteristica de invadir e
disseminar poderia ser considerada uma caracteristica inata destas células (WAINSTEIN et al.,
2004; BIONDI, 2006).
Estudos epidemiolégicos demonstram claramente a relagao direta entre radiagao ultravioleta
e carcinoma de células escamosas e de células basais, mas a relagéo entre o melanoma e exposi¢ao
solar € menos evidente (CARDOSO et al., 2009).
As células de melanoma murino B16-F10, s&o células de linhagem continua, extraidas
inicialmente de camundongo, que resistem a inUmeras passagens. Varios experimentos usaram

esta linhagem, por se tratarem de celulas relativamente faceis de se manusear e manter em cultivo.
Entre muitos trabalhos com essa linhagem, é possivel destacar:

Tabela 1- Breve relacao de trabalhos realizados nos ultimos anos utilizando linhagem B16F10 para estudos
de citotoxicidade

Endogenous lung surfactant inspired pH responsive nanovesicle aerosols:

Pulmonary compatible and site-specific drug delivery in lung metastases Scientific Report, 2014

Avaliagéo de citotoxicidade de dleos essenciais de Endlicheria citriodora, uma .
Lauraceae rica em geranato de metila Quimica Nova, 2013

Potential use of snake venom components in cancer treatment Rev. Peru Med.z%ﬁg. Salud Publica,

Acgéo da uleina sobre a produgdo de 6éxido nitrico em células RAEC e B16F10 Rev. Bras. Farmacogn., 2007

Cytotoxicity of nanosize V205 particles to selected fibroblast and tumor cells Toxicology in vitro, 2006

1.3 O papel dos compostos de vanadio associados a atividade antitumoral

O efeito antitumoral de compostos de vanadio foi investigado em uma grande variedade de
linhagens de células malignas, incluindo o linfoma de células B humanas e de leucemia de células T,
eritroleucemia murino, leucemia basofilica de rato, linhagens leucémicas de células L1210, HL-60 e
MQ7e (de humano e de rato), hepatoma, carcinoma do ovario humano, cancro testicular, carcinoma
da nasofaringe, carcinoma da laringe, osteossarcoma, bem como tumor de Ehrlich, neuroblastoma,
glioma de rato, carcinoma pulmonar de Lewis e Hela (EVANGELOU, 2002).

O vanadio tem demonstrado reduzir a ocorréncia de cancer, possivelmente, interceptando
agentes alquilantes antes que ocorra reagdo com o DNA. De acordo com resultados mais recentes,
sais o6xido-nucleofilicos de vanadio podem evitar a alquilacdo de DNA. O estado de oxidagao do
vanadio parece também ser determinante para os efeitos bioldgicos dos compostos de vanadio
(KREJSA et al., 1997; FAUSTCH. et al., 2008; NUNES et al., 2012).

Os mecanismos moleculares pelos quais os compostos de vanadio tem demonstrado
contribuir para a atividade antitumoral, incluem: a) ativagdo de MAPKSs (proteinas quinase mitégeno-
ativadoras responsaveis pela transcricao do fator NF-KB relacionado a apoptose celular); b) elevagéo
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de enzimas de conjugagao (reduzem a concentragao intracelular de reativos carcinogénicos); c)
ativagdo do gene p53 (conhecido como gene “guardido do genoma”, interrompe o progresso do
ciclo celular quando detectada mutagao e induz a apoptose celular); d) agao sobre a glicoproteina
P (compostos de vanadio reduzem o efluxo celular de farmacos como a cisplatina por atuarem
nesta proteina multi-droga resistente); e) Diminuigdo da expressao da oxido nitrico sintase (iNOS
causa a desaminacao de bases no DNA gerando injuria genémica) e, por fim, g) Inibicao das PTPs
(proteinas tirosina fosfato que desfosforilam a subunidade do complexo ciclina B, afetando a adeséao
célula-célula) (EVANGELOU, 2002; DESOIZE, 2004; BISAHAYEE, 2010;)

Figura 1- Esquema dos mecanismos moleculares de a¢ao antitumoral atribuidos a compostos de vanadio

Outros efeitos biologicos dos compostos de vanadio tém sido descobertos, tais como uma
acao biologicamente funcional semelhante a insulina (TSIANI; FARDEL, 1997).

2 MATERIAL E METODOS

Equipamentos: Centrifuga MPW high speed brushless centrifuge MPW-350R, Vortex Quimis
Q-220A, Balancga analitica Boeco Germany max 210g d=0,1mg, Banho-maria Fanem mod 100,
Microscoépio de fase invertido Medilux N.A. 0.3, Leitora de microplaca Biotek EL 800, Estufa de CO,
Shel lab mod 5115, Fluxo laminar VECO Bio seg 09, Microscépios Taimin TM 212 e Bioval LIlooA,
Chapa de aquecimento Quimis mod 261.1, Micropipetas Labmate 20-200 pyL e Peguepet 100-1000
uL, Estufa para esterilizagéo e secagem Nevoni mod 1.3.

Reagentes: Meio de cultura RPMI-1640 tamponado (Vitrocell Embriolife/Brasil), Soro fetal
bovino (Vitrocell Embriolife/Brasil), Solugdo antibidtica penicilina/estreptomicina 100 U.1./100 ug/
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mL (Vitrocell Embriolife/Brasil), Solugédo de tripsina 0,5% (Vitrocell Embriolife/Brasil), Solugado de
MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich/EUA), DMSO e Metanol (Merck/
Alemanha), Solugéo de Azul de Tripan 0,2%, Solugao de Cristal Violeta 0,2%, Solugéo de citrato de
sédio 0,05 M, Tampéao fosfato pH 7,4.

Insumos: Garrafas de cultivo estéreis, placas de 24 pocgos estéreis, placas de 96 pocos
estéreis, pipetas estéreis e camara de Neubauer.

2.1 Tratamento das células B16F10 com os compostos (NH,).[H.V,,O,(PO,)-9H,0 (V14) e
VO(acac),

As células foram semeadas em placas de 96 pogos (3.103 células/pogo) e incubadas a 37° C
sob atmosfera de 5% de CO,. Apos adeséo, as células foram tratadas em concentragbes crescentes
com os compostos dissolvidos em meio RPMI, em triplicata: V14 (0,02 mM, 0,2 mM, 2 mM, 4 mM,
10 mM e 20 mM) e VO(acac), (0,01 mM, 0,1 mM, 1 mM, 10 mM); além de células tratadas somente
com o meio de cultura (controle). Apds o tratamento as placas foram incubadas a 37° C em estufa
de CO, pelos periodos de 24 e 48 horas.

2.2 Analise da viabilidade celular do (NH,).[H,V,,0,,(PO,)]-9H,0 e VO(acac), pelo método do Cristal
Violeta

Apods o periodo de incubagao, os pogos foram lavados duas vezes com tampao fosfato e
as células foram fixadas com metanol por 10 minutos. Em seguida, foi acrescentada a solugao de
cristal violeta 0,2% e deixada em repouso por 3 minutos. Os pocos foram lavados com tampao
fosfato até remocao do excesso do corante e tratados com a solucao de citrato de sédio 0,05 M. A
absorbancia foi medida em leitora de microplaca no comprimento de onda de 540 nm.

2.3 Andlise da viabilidade celular do (NH,),[H,V,,0.,(PO,)]-9H,0 e VO(acac), pelo método do Azul
de Tripan

O meio de tratamento foi aspirado e cada pogo foi lavado com tampao fosfato. Em seguida,
as células foram submetidas a acao da tripsina por 3 minutos e ressuspendidas em meio de cultura
RPMI contendo 20% de SFB. Uma aliquota de 10 pL de cada poco foi misturada a 10 pL da solugéo
de azul de tripan para contagem em camara de Neubauer.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O método do cristal violeta avalia a viabilidade celular por corar o nucleo das células vivas,
pois intercala-se entre as fitas de DNA. J4 o método do azul de tripan, é conhecido como método
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de exclusao pois cora o citoplasma das células mortas, fazendo com que o corante permaneca no
seu interior. A soma dos dois meétodos geram resultados que se complementam e, portanto, mais
fidedignos.

Conforme os resultados obtidos da leitura em 24 horas do composto VO(acac), pelo método
do cristal violeta (Figura 2A), foi observado um aumento da viabilidade celular na menor concentracéo
empregada (0,01 mM). Ja na leitura em 48 horas (Figura 2B), este efeito desaparece e assim, este
composto ndo aparenta ter agao citotoxica sobre a linhagem B16F10 nas concentragdes utilizadas,

mesmo que tenha sido descrito na literatura citotoxicidade em outras linhagens como SH-SY5Y e
SK-N-SH (células de neuroblastoma humano) (LIAO et al., 2013).
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Figura 2- Grafico de viabilidade celular do VO(acac), pelo método do cristal violeta com leituras em 24

horas (A) e 48 horas (B).

A concentragéo de 10 mM do VO(acac), no tempo de 48 horas, pelo método do azul de
tripan, resultou em significativa morte celular. Este resultado pode ter sido mascarado pelo método
do cristal violeta, tendo em vista que o composto apresenta coloragao verde, ainda mais intensa na
concentragao mais alta.

Os resultados do V14 pelo método do cristal violeta com leitura em 48 horas (Figura 3B),
demonstraram um efeito citotdxico a partir da concentragao de 10 mM. Os resultados obtidos pelo
método do azul de tripan, corroboraram com os resultados obtidos pelo método do cristal violeta,
exceto na concentracado de 20 mM com leitura em 24 horas (Figura 3A), em que houve um aumento da
absorvancia devido a cristalizagdo do composto na placa, dado este observado ao microscépio.

O composto (NH,),[H/V,,0,,(PO,)-9H,O, ou V14, ainda ndo foi testado em nenhuma
linhagem celular descrita na literatura. Neste trabalho sua atividade bioldgica foi testada em células
de melanoma (B16F10) e comparada a atividade de um composto de vanadio com agéo citotdxica
conhecida e comercialmente disponivel, o VO(acac), Os resultados indicam que o composto V14
apresenta citotoxicidade na mesma faixa de concentragéo que o VO(acac), a partir de 10 mM, na
linhagem testada.
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Figura 3- Grafico de viabilidade celular do (NH,).[H.V,,0.,(PO,)]-9H,0 pelo método do cristal violeta com
leituras em 24 horas (A) e 48 horas (B).

Ao se comparar um método que utiliza espectrofotometria com outro método que utiliza a
contagem em microscopio, o método do azul de tripan € de grande valia para provas confirmatérias no
ensaio de viabilidade celular de compostos de vanadio coloridos, pois a absorvancia dos compostos
pode causar interferéncia, fornecendo assim resultados pouco confiaveis.

CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel conhecer a atividade citotéxica de dois compostos de vanadio
em cultivo de células de melanoma B16F10, o (NH,),[H,V,,0,.(PO,)]-9H,O e o VO(acac), Ambos
0s compostos apresentaram citotoxicidade para as células de melanoma e na mesma faixa de
concentracao, 10 mM. Outras linhagens tumorais e ndo-tumorais devem ser testadas afim de contribuir
com uma melhor investigacao sobre os efeitos destes compostos e possivel desenvolvimento de
prototipo para estudos clinicos.
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