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Resumo: A vitamina K atua como coenzima durante a sintese de varias proteinas envolvidas
na coagulacdo sanguinea e no metabolismo ésseo. E uma vitamina lipossolivel produzida no
intestino, e os seus excessos sdo estocados no figado. E encontrada em vegetais verdes, 6leos
vegetais, principalmente de soja e canola, em carnes, queijos, frutas, raizes, e produtos de
origem animal. Ja foi demonstrada que a vitamina K no cancer é capaz de induzir a apoptose
e inibir a proliferacao celular maligna, apresentando potencial de reducdo dos canceres de
mama, prostata, gliomas, tumores de cabeca e pescoco. Sabendo-se disso, o presente traba-
lho teve por objetivo avaliar o potencial anticarcinogénico da vitamina K, por meio do teste
para deteccao de tumor epitelial (warts) em Drosophila melanogaster. Para tanto, foram
realizados tratamentos, com larvas de 72h resultantes do cruzamento entre fémeas wts/TM3,
Sb e machos mwh/mwh, com diferentes concentracdes de vitamina K (0,25; 0,50 e
1,0mg/mL) isoladamente e associadas com um agente carcinogénico (Doxorrubicina [DXR]
0,125mg/ml). Os resultados obtidos na avaliacdo dos possiveis efeitos carcinogénicos da vita-
mina K (0,25; 0,50 e 1,0mg/mL) demonstraram que nao houve aumento, estatisticamente
significativo, de tumores quando comparados com o controle negativo (agua). Na avaliacao do
efeito anticarcinogénico da vitamina K associada, simultaneamente, com a DXR, houve uma
reducao, estatisticamente significativa, nas frequéncias de tumores em todas as concentra-
coes testadas, quando comparadas ao controle positivo (DXR). Tais resultados permitem con-
cluir que a vitamina K, nas condicdes experimentais, nao induziu a ocorréncia de tumores e
diminuiu as frequéncias destes, quando induzidos pela DXR, em D. melanogaster.
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Abstract: Vitamin K acts as a coenzyme during the synthesis of many proteins involved in the
blood coagulation and osseous metabolism. It is a fat soluble vitamin produced in the intes-
tine, and its excesses are supplied in the liver. It is found in greed vegetables, vegetable oils,
especially soybean and canola, in meets, cheeses, fruits, roots, and products of animal origin.
It has been demonstrated that vitamin K in cancer is able to induce the apoptosis and inhibit
malignant cellular proliferation, presenting reduction potential in the breast cancer, prostate
cancer, in gliomas, and in head and neck tumors. With this information, the present work
aimed at evaluating the anticarcinogenic potential of vitamin K, through the test for detec-
tion of epithelial tumor (warts) in Drosophila melanogaster. This way, we fulfilled treatments
with 72-hour larvae resulting from crosses among wts/TM3, Sb females, and mwh/mwh
males, with different concentrations of vitamin K, (0,25; 0,50 e 1,0mg/mL), isolated and as-
sociated with a carcinogenic agent (Doxorubicin [DXR] - 0,125mg/ml). The results obtained in
the evaluation of the possible carcinogenic effects of the vitamin K (0,25; 0,50 e 1,0mg/mL)
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demonstrated that there was no statistically significant increase of tumors when compared
with negative control (water). In the evaluation of the anticarcinogenic effect of vitamin K
simultaneously associated with DXR, there was a statistically significant decrease in the fre-
quencies of tumors in all tested concentrations, when compared to positive control (DXR).
Such results may permit us to conclude that vitamin K, in experimental conditions, did not
induce the occurrence of tumors and reduced their frequencies, when induced by DXR, in
Drosophila melanogaster.

Keywords: Vitamin K. Drosophila melanogaster. Anticarcinogenic. Tumor.

1. Introdugado

O gene, a unidade funcional basica da hereditariedade, é o ponto focal da disci-
plina genética moderna. Em todas as linhas de pesquisa genética, o gene é o ponto cen-
tral de uma grande diversidade de experimentos (GRIFFITHS et al., 2002).

O conceito de hereditariedade foi apresentado pela primeira vez em 1865 por
Gregor Mendel. Até entdo, pouco progresso tinha sido feito na compreensdo dos me-
canismos de hereditariedade. O trabalho de Mendel constituiu o protétipo da andlise
genética. Ele fundamentou um enfoque légico e experimental para a hereditariedade
que ainda é usado hoje (GRIFFITHS et al., 2002). Wilhelm Johannsen, botanico geneticista,
em 1909 introduz o termo gene para explicar a expressao de um dado fenétipo (palavra
também criada por ele) (THYSSE, 2009).

Nas ultimas décadas, milhares de genes foram mapeados em localizacdes espe-
cificas nos cromossomos. Além do mapeamento de genes, os geneticistas moleculares
apontaram com precisdo os defeitos moleculares subjacentes a algumas importantes
doencas genéticas. Essas pesquisas contribuiram, significativamente, para o nosso en-
tendimento dos modos pelos quais defeitos génicos podem causar doengas, abrindo
caminho pra tratamentos mais efetivos e curas potenciais (BAMSHAD et al., 2004).

Atualmente o estudo da genética tornou-se essencial para compreendermos a fisio-
patogenia das doengas, visto que a genética fornece base para a compreensao da consti-
tuicdo e funcdo biolégica do organismo, contribuindo para um melhor conhecimento
dos processos patogénicos (LOURO et al., 2002).

1.1. Genética e cdncer

No decorrer da vida, o DNA sofre alteragdes denominadas de mutacdes, que
podem ser causadas por erros durante a duplicacdo do DNA, na divisao celular. O apa-
recimento de mutagdes ocorre em todos os seres vivos, sendo um processo fundamen-
tal para a evolucdo e diversidade das espécies. Muitas das muta¢des ndo implicam
mudancas detectaveis na atividade metabélica da célula ou do organismo e, portanto,
passam despercebidas. Outras mutagdes podem determinar a morte celular e, por con-
sequéncia, ndo sdo, também, detectaveis. Assim, apenas um pequeno nimero de muta-
¢Oes que ocorrem em genes especificos pode determinar vantagens e um crescimento
desordenado de células (RIBEIRO et al., 2003).

As células em crescimento de clones neoplasicos acumulam uma série de mu-
dancas genéticas e epigenéticas que ocasiona mudanca na atividade génica, e entdo
altera o fenétipo. O cancer comeca, entdo, em uma célula ou em uma populagdo de
célula que despreza o controle normal de proliferacdo (PONDER, 2001).
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As causas sdo uma mistura de combinagdes de componentes do meio ambiente
e de alteragOes genéticas que ocorrem nos tecidos. As alteracdes genéticas podem ocor-
rer em qualquer célula, em qualquer estagio do ciclo celular, resultantes de mutacoes
génicas, aberragdes cromossdmicas, recombinagdes e elementos genéticos de transposi-
¢ao (GRIFFITHS et al., 2002).

Os agentes mutagénicos podem acelerar ou aumentar o aparecimento de muta-
¢Oes que estdo associadas ao desenvolvimento de neoplasias (RIBEIRO et al., 2003). De
acordo com o Instituto Nacional do Cancer (2008), o cancer ou neoplasia é o nome da-
do a um conjunto de doencas que tém em comum o crescimento desordenado de célu-
las que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regi-
des do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formagdo de tumores (acimulo de células cancerosas)
ou neoplasias malignas. Por outro lado, um tumor benigno significa, simplesmente,
uma massa localizada de células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham
ao seu tecido original, raramente constituindo um risco de vida.

As células neoplésicas estdo desacopladas dos mecanismos regulatérios que
controlam a proliferacdo celular devido ao acimulo de mutacdes nas células que su-
primem o controle do ciclo celular. As neoplasias derivam de uma tnica célula funda-
dora que sofreu mutagdo somatica; entretanto, as células mutantes descendentes so-
frem mutacdes adicionais, formando um setor mutante (GRIFFITHS et al., 2002).

Existem mais de 100 genes, dentre os envolvidos no controle de divisdo celular,
e, portanto, envolvidos com o cancer (JORDE et al., 2004). Esses genes sao divididos em
trés principais categorias: os supressores de tumores sdo genes que inibem a prolifera-
cao celular; os proto-oncogenes sao genes envolvidos basicamente no crescimento celu-
lar, e quando mutados sdo chamados de oncogenes; e, por tltimo, os que participam
do reparo do DNA, que sdo os genes de reparo (LOURO et al., 2002).

As etapas do desenvolvimento de uma neoplasia sdo: iniciagdo, promogdo e
proliferacdo (WEINBERG, 1996). A iniciacdo envolve a transformacgdo da célula produzi-
da pela interacdo das substancias quimicas, radiacdo ou virus com DNA celular. A
transformacdo ocorre rapidamente, mas a célula resultante permanece dormente por
um periodo variavel até que seja ativada por um agente promotor. Durante a promo-
¢do, as células iniciadas se multiplicam para formar um tumor discreto. A partir dai, a
proliferacao procede, levando eventualmente a uma neoplasia completamente maligna
com a capacidade de invasdo tecidual e metastase (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2005).

As células neoplasicas se diferem das normais por vérias mudangas fenotipicas
especificas, como a rapida taxa de multiplicagdo, invasdo de novos territorios celulares,
alta taxa metabdlica e formas alteradas no tamanho, no nicleo, no nimero e estrutura
de seus cromossomos (GRIFFITHS et al., 2002).

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células do cor-
po. Por exemplo, existem diversos tipos de cancer de pele porque a pele é formada por
mais de um tipo de célula. Se o cancer tem inicio em tecidos epiteliais como pele ou
mucosas ele é denominado carcinoma. Se comega em tecidos conjuntivos como osso,
mausculo ou cartilagem é chamado de sarcoma (INCA, 2008).

A grande parte das neoplasias resulta da interagao entre fatores genéticos e am-
bientais, sendo a contribuicdo exclusivamente genética responsavel por apenas 5% de
todos os tumores. A fracdo restante pode ser atribuida a fatores ambientais “externos”
que atuam em conjunto com a suscetibilidade genética (LOURO et al., 2002).

Acredita-se que a dieta é um dos fatores externos mais notaveis, sendo que cer-
ca de 35% dos diversos tipos de cancer ocorrem em razdo de dietas inadequadas. E
possivel identificar, por meio de estudos epidemiolégicos, associagdes relevantes entre
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alguns padroes alimentares observados em diferentes regides do globo e a prevaléncia
de cancer (AVESANI et al., 2004).

A complexidade absoluta da dieta apresenta um desafio dificil quando se con-
templa um estudo da sua relagdo com o cancer. Ha literalmente milhares de substan-
cias quimicas na dieta, algumas bem conhecidas, outras sdo de pouco conhecimento e
ndo medidas. As dietas contém inibidores e intensificadores da carcinogénese. Além
disso, quando um componente principal da dieta é alterado, outras altera¢cdes ocorrem
simultaneamente. Isto dificulta a interpretacao dos achados da pesquisa porque os efei-
tos ndo podem ser claramente associados a um tnico fator (MAHAN; ESCOTT-STUMP,
2005).

Os estudos feitos com animais de laboratério sdo usados para testar o efeito do
alimento e da nutricdo sobre o cancer. Desde o inicio deste século, os cientistas tém
mostrado que varias manipulac¢des nutricionais influenciam a ocorréncia de tumores
em animais. De comum acordo com o trabalho epidemiolégico, os estudos em animais
podem ser usados para fornecer hipdteses para guiar a pesquisa epidemioldgica e reve-
lar caminhos modificdveis para o cancer em seres humanos (MAHAN; ESCOTT-STUMP,
2005).

Alguns dados experimentais mostram uma ligacdo entre alguns canceres e a
quantidade de gordura na dieta. Uma dieta rica em calorias, gordura saturada e prote-
ina animal, e pobre em fibras vegetais, esta relacionada ao surgimento de tumores de
mama, endométrio, préstata, intestino grosso e vesicula biliar. Carnes artificialmente
conservadas, especialmente as salgadas e defumadas, como a carne de sol e o bacon
que causam cancer de estomago e esdfago. Em animais, os alimentos conservados com
nitritos e nitratos também sdo carcinogénicos (MURAD, 2008).

Na dieta, podem ser incluidos compostos que impedem ou inibem a ocorréncia
da carcinogénese, dentre os quais podemos destacar os antioxidantes (HANDELMAN,
2001).

Os antioxidantes sdo responséaveis pela remocdo de espécies derivadas do oxi-
génio, e sdo definidos como quaisquer substancias que, em concentragdes relativamen-
te baixas, comparadas aos substratos oxidaveis, retardam, significativamente, ou ini-
bem a oxidagdo destes (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999 apud DIAS; NEPOMUCENO, 2008).

O sistema de defesa antioxidante é formado por compostos enzimaticos, que
sdo produzidos no organismo, e ndo enzimaticos que estdo presentes nos alimentos
ingeridos (COSTA; NEPOMUCENO, 2006).

A terapia nutricional com antioxidantes, concomitante a administragdo de dro-
gas antineoplasicas, apresentam varios beneficios ao tratamento de pacientes oncol6gi-
cos. A oferta de vitaminas antioxidantes associadas as drogas antineopldsicas, resulta
em menores efeitos colaterais e permitem que a continuidade do tratamento emprega-
do ndo seja prejudicada, pois a toxidade causada pelas drogas antineoplasicas é fator
limitante desta terapia. Desta forma, a terapéutica nutricional, baseada na utilizacdo de
antioxidantes, pode ampliar os conceitos da terapia oncoldgica atual e permitir melho-
res resultados quanto ao controle do cancer (COSTA; NEPOMUCENO, 2006).

1.2. Vitamina K

Vitaminas sdo substancias que formam um grupo de quatorze compostos orga-
nicos essenciais ao ser humano, as quais, introduzidas no organismo, em pequenas
quantidades, participam da regulagdo do metabolismo e facilitam o processo de trans-
feréncia energética e a sintese dos tecidos organicos, ou seja, as vitaminas desempe-
nham importante papel na manutencao da satide, no crescimento, na defesa contra as
infec¢des, na nutricdo, favorecendo a assimilacdao dos alimentos. A falta delas na ali-
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mentacdo do homem determina estados moérbidos definidos: xeroftalmia, beribéri, a-
nemia, escorbuto, raquitismo (SILVA, 2009).

Podem ser classificadas em hidrossoltaveis e lipossoltaveis, segundo as caracte-
risticas fisico-quimicas e propriedades fisiolégicas. Dentre as vitaminas lipossoltveis
encontra-se a vitamina K, que foi descoberta em 1929, casualmente, devido a ocorrén-
cia de hemorragias e lenta coagulacdo sanguinea em pintinhos. O simbolo K deriva da
palavra "Koagulation", gracas a sua agdo hemorrégica. Além dessa funcdo biolégica a
vitamina K atua como uma coenzima durante a sintese de vérias proteinas, envolvidas
na coagulac¢do sanguinea e no metabolismo 6sseo (PENTEADO, 2003).

A vitamina K é caracterizada por um grupo de vitaminas, filoquinona (K1),
menaquinona (K2) e menadiona (K3). O mais conhecido membro da familia da vitami-
na K ¢ a filoquinona, assim chamada por causa de sua relacdo intima com a fotossinte-
se na plantas. A menaquinona (K2), ndo é produzida pelas plantas, em vez disso, ela é
produzida por uma grande variedade de bactérias. A menadiona (K3) é um composto
sintético que é duas vezes mais potente, biologicamente, do que as formas naturais de
vitaminas K1 e K2 (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2005).

A vitamina K é amplamente distribuida em alimentos de origem animal e vege-
tal. Uma fonte importante de filoquinona (K1) é representada pelos vegetais verdes,
como brécolis, couve, espinafre e os 6leos vegetais, principalmente de soja e canola
(Figura 1). Os altos valores encontrados nesses vegetais confirmam a conhecida associ-
acao da filoquinona com tecidos capazes de realizar fotossintese. Pode ser encontrada,
também, em baixas concentracdes, em frutas, raizes, tubérculos, ovos e produtos de
origem animal (PENTEADO, 2003).

A distribuicdo de filoquinona nas plantas ndo é uniforme, maiores concentra-
¢Oes da vitamina sdo encontradas nas folhas externas quando comparadas as folhas
mais internas. A casca das frutas e dos vegetais parece ter maiores concentracdes da
vitamina do que a polpa. Fatores como a estacdo do ano, o clima, local geografico e a
fertilizagao do solo afetam as concentracgdes de vitamina K1 nos alimentos (DORES et al.,
2001).

Embora haja um conhecimento crescente com relagdo ao teor de filoquinona nos
alimentos, existe pouca informacgao sobre os alimentos fontes de menaquinonas. Sabe-
se de longa data que figados de diversas espécies animais sdo boas fontes de ampla
variedade de menaquinonas (DUELLO; MATSCHINER, 1970 apud DORES et al., 2001). Por
outro lado, em funcado de o figado ser um alimento de consumo esporadico pela maio-
ria da populacdo, o impacto dessas concentragdes na nutricio humana parece ser pe-
queno (SHEARER et al., 1996 apud DORES et al., 2001).

Quantidades limitadas de menaquinonas (K2) também sdo encontradas em
produtos animais, como gema de ovo e manteiga. Produtos fermentados, a base de
soja, contém quantidades substanciais de menaquinonas e podem ser de importancia
nutricional para as popula¢des consumidoras dessa classe de alimentos (SAKANO et al.,
1988 apud DORES et al., 2001).

Quanto as menaquinonas, sintetizada pelas bactérias, sabe-se que o intestino
humano contém grandes quantidades de bactérias produtoras de menaquinonas; con-
tudo, sua importancia nutricional ndo é clara. A extensao e o mecanismo de absorcdo
dessas menaquinonas, no intestino grosso, aparentemente é limitada, embora seja co-
nhecido que o figado humano apresente quantidades significativas dessa forma da
vitamina (SUTTIE, 1995 apud DORES et al., 2001).

A Menadiona (K3) é um composto sintético a ser convertido em K2 no intestino.
As vitaminas K1 e K2 ndo sdo téxicas, mesmo em altas doses. J& a vitamina K3 pode ser
toxica; doses excessivas podem provocar anemia hemolitica e ictericia grave em lactan-
tes (DORES et al., 2001).
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De acordo com estudos do The Journal of the American Medical Association (2008),
a recomendacdo de utilizacdo terapéutica da vitamina K, nos Estados Unidos, é de 75-
120 microgramas. Mas muitas pessoas idosas, talvez até 50% tém ingestao inadequada
de vitamina K, principalmente porque seu consumo de vegetais folhosos verde-escuro
¢ muito baixo. Além do seu papel na modificacdo de ostelcacina e outras proteinas da
matriz, a vitamina K pode ter outras funcdes que se relacionam a regulacdo de célcio,
especialmente reduzindo a excre¢do urindria de célcio e melhorando sua absorcao in-
testinal, fungdes que sdo bem estabelecidas para vitamina D, mas ndo para a vitamina
K. Portanto uma ingestdo 6tima desta vitamina lipossoltivel, em especial no fim da
vida, pode ser importante para a homeostase do célcio, satde 6ssea e reducdo de fratu-
ras (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2005).

De acordo com Felippe Janior (2008), os efeitos da vitamina K no cancer indu-
zem a apoptose e inibem a proliferacdo celular maligna. A vitamina K3 é a que tem
maior atividade antitumoral mostrando inibi¢do de 50% na formacdo de colénias em
86% dos tumores humanos testados a 1 micrograma/mL. Estes tumores incluem o can-
cer de mama, de proéstata, gliomas, tumores de cabeca, pescoco. In vivo, a atividade
antitumoral necessita de doses relativamente altas.

Portanto, os estudos sobre os micronutrientes alimentares, tanto em animais
quanto em humanos, apontam que a farmacologia e a nutricdo juntamente estdo con-
vergindo para a producdo de um novo campo em que as vitaminas serdo usadas para
ajudar a prevenir doengas, melhorando a satide e o bem estar (BORGES, 2003).

Figura 1 - Alimentos que representam algumas das principais fontes de vitamina K: éleos vege-
tais (a esquerda) e brécolis (a direita).

1.3. Teste para detecgdo de clones tumor epitelial em Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster (Figura 2), popularmente conhecida como mosca da
fruta, foi um dos primeiros animais a ser intensivamente estudado geneticamente. No
laboratério do Dr. T.H. Morgan (USA), logo apds a redescoberta dos trabalhos de
Mendel, a Drosophila melanogaster foi reconhecida como um animal experimental para
estudos genéticos. Devido ao seu pequeno tamanho, de facil manutengao em laboraté-
rio, pequeno tempo de geragdo, grande progénie, baixo ntimero de cromossomos e por
possuir cromossomos salivares gigantes, Morgan utilizou a Drosophila melanogaster pa-
ra elucidar os mecanismos da heranca Mendeliana e para construir os primeiros mapas
de ligacao génica (GRAF; SINGER, 1992).
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Figura 2 - Casal de Drosophila melanogaster: o macho (esquerda) é menor e tem pente sexual e a
fémea (direita) é maior e ndo apresenta pente sexual.

Testes bem definidos para verificagdo da mutagenicidade de agentes fisicos e
quimicos foram desenvolvidos em Drosophila melanogaster, os quais sao capazes de me-
dir um amplo espectro de danos genéticos induzidos em células germinativas, assim
como em células somaticas (GRAF; WURGLER, 1984), dentre estes testes 0 SMART (Somatic
Mutation and Recombination Test), um importante teste em Drosophila para identificar e
caracterizar o potencial mutagénico e genotéxico de compostos (EEKEN et al., 2002).

A conservacao evolutiva de genes supressores de tumor entre Drosophila e ma-
miferos tem estimulado estudos na inducdo e no desenvolvimento de tumores em Dro-
sophila, estudos estes que podem contribuir diretamente para o entendimento de cance-
res em seres humanos. Em adicao, numerosos proto-oncogenes e supressores de tumo-
res de mamiferos sdo conhecidos em Drosophila (EEKEN et al., 2002).

A conservagdo evolutiva de genes supressores de tumor entre Drosophila e
mamiferos sugere uma importante ferramenta na indugdo e desenvolvimento de tumo-
res no disco imaginal das células da mosca, bem como entender o desenvolvimento de
canceres em humanos (EEKEN et al., 2002).

Segundo Nishiyama et al. (1999), o gene warts (wts) foi identificado com base na
sua habilidade para agdo como um supressor de tumor em Drosophila. A delecdo desse
gene leva a formagdo de clones de células que sdo circulares e consideravelmente inva-
sivas, chamadas, literalmente, de verrugas, que desenvolvem por todo o corpo da mos-
ca (Figuras 3 e 4).

O disco imaginal da Drosophila, de acordo com Eeken et al. (2002), corresponde
a um grupo de células na larva que durante a metamorfose desenvolvem nas estrutu-
ras da epiderme da mosca adulta. O ciclo de regulacao celular do disco imaginal é mui-
to similar as células somaticas de mamiferos.

O controle da regulacdo do ciclo celular na Drosophila é devido a um complexo
grupo de proteinas kinase e CDK que sdo controlados por numerosos genes oncogenes
e supressores de tumores. Um dos genes envolvidos no controle da regulacao do ciclo
celular em Drosophila é o gene wts (warts) que tem homologia a um supressor de tu-
mor LATS1 em mamiferos (EEKEN et al., 2002).

O gene warts codifica uma proteina denominada serina/treonina quinase im-
portante na progressao do ciclo celular, especialmente na mitose (NISHIYAMA et al.,
1999). O marcador wts é uma mutacao recessiva letal em homozigose nos zigotos. De-
vido a letalidade o alelo wts é mantido na linhagem estoque com a presenca de um ba-
lanceador cromossomico (TM3) por meio do cruzamento entre linhagens wts/TM3 e do
tipo multiple wing hairs (mwh/mwh) em que serdo obtidas larvas heterozigotas (wts/+).

Contudo, o gene Warts é considerado importante no controle da morfologia e
proliferacao celular. A perda da heterozigoze nas células do disco imaginal ocasiona a
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formacao de clones homozigotos (que é vidvel em conjuntos de células isoladas) da
larva, que manifesta como tumores na mosca adulta (SIDOROV et al., 2001).

Ha homologia entre os genes que controlam o ciclo da divisao celular em Dro-
sophila melanogaster e humanos; por isso, manté-la em laboratério, por causa do seu
rapido ciclo de vida, tem mostrado que esta mosca é um excelente organismo teste para
a avaliacdo do potencial carcinogénico de diversas substancias.

Figura 3 - Tumor na cabega Figura 4 - Tumor na asa
(Fotos: Laboratério de Citogenética e Mutagénese, UNIPAM, Patos de Minas, MG)

O organismo humano esta sujeito ao estresse oxidativo causado por radicais
livres, provenientes do meio ambiente ou gerados pelo préprio organismo. Atualmen-
te, as vitaminas sdo as substancias mais estudadas como agentes antioxidantes, auxili-
adoras na prevencao do cancer. Neste contexto o estudo torna-se relevante a medida
que propicia um maior conhecimento sobre a vitamina K e os seus efeitos anticarcino-
génicos, visando a uma melhor satde dos individuos. Constitui-se, portanto, de inte-
resse para nossa pesquisa a verificacdo do potencial anticarcinogénico da vitamina K,
contra a agdo carcinogénica, induzida pela doxorrubicina.

2. Material e métodos
2.1. Agentes quimicos

Doxorrubicina (DXR) cloridrato de (8S-cis )-10-[(3-amino-2,3,6,-trifeoxi-alfa-1 li-
xohexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-(hidroxiacetil)-1-et6xi5,12
naftacenodiona (CAS 23214-92-8), Eurofarma Laboratério Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil,
foi utilizada como agente indutor de tumor. Cada frasco contém 10mg de liofilizado.
Tem peso molecular 580,0 e férmula molecular (Figura 5).

A vitamina K1 (Figura 6), fabricada por F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basiléia,
Suica por Cenexi, Fontenay, Franga Importado e distribuido por Produtos Roche Qui-
micos e Farmacéuticos S.A., Rio de Janeiro, R], Brasil.

Para o tratamento foram utilizadas trés diferentes concentragdes de vitamina
K1: 0,25 mg/mL, 0,50 mg/ mL e 1,0 mg/mL.
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Figura 5 - Férmula estrutural da doxorrubicina
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Figura 6 - Férmula da vitamina K

2.2. Teste para detecgdo de clones tumor epitelial em Drosophila melanogaster

Para a realizacdo do teste foram utilizadas duas linhagens mutantes de Droso-
phila melanogaster (wts e mwh) portadores dos marcadores genéticos warts (wts, 3-100)
multiple wing hairs (mwh, 3-0,3).

Os estoques sao mantidos em frasco de %4 de litro contendo meio de cultura
de Drosophila melanogaster com 820 mL de dgua; 25g de fermento (Sacchoromyces cerevi-
siae); 11g de agar; 156g de banana e 1g de nipagin. A temperatura de 25° C e 60% de
umidade.

2.2.1. Cruzamento

Para obtencao de larvas heterozigotas wts +/+ mwh foi realizado o cruzamento
entre fémeas virgens wts/TM3, Sb com machos mwh/mwh. Desse cruzamento, todas as
larvas foram tratadas com os agentes quimicos testados. No entanto, foram analisadas,
somente, as moscas que nao tiveram o balanceador cromossdmico (I'M3, Sb).
2.3. Procedimento experimental
2.3.1. Tratamento

Ap6s o cruzamento, as moscas foram transferidas para frascos de 25 mL con-

tendo 1,5 g de meio alternativo (puré de batatas) e as diferentes concentracdes de vita-
mina K (2, 5 e 10 mg/mL) associadas ou ndo com doxorrubicina. Para controle positivo
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foi utilizada a doxorrubicina (DXR) e para o controle negativo agua osmose reversa.
Pelo fato de a doxorrubicina ser um compostos fotossensiveis os frascos foram embala-
dos com papel aluminio.

2.4. Andlise das moscas

Ap06s sofrer metamorfose, os individuos adultos foram transferidos para recipi-
entes contendo etanol 70%, e, posteriormente, analisados machos e fémeas com genéti-
po (wts +/+ mwh) que tém pelos normais, quanto a presenca do tumor. As moscas com
pelos curtos e grossos (Stubble) ndo foram analisadas pelo fato de ndo terem o gene wts.
Para a anélise das moscas foram utilizadas lupas estereoscopicas e pincéis n° 1. A loca-
lizagdo e o tamanho de cada tumor foram registrados em um diagrama padrao do cor-
po da mosca.

2.5. Andlise estatistica

As diferencas estatisticas, entre a frequéncia de tumor das concentracdes testa-
das e os controles, foram calculadas usando o teste U, ndo paramétrico, de Mann-
Whitney.

3. Resultados e discussao

Ao avaliar a atividade carcinogénica da vitamina K nas concentra¢des 0,25
mg/mL, 0,50 mg/mL e 1,0 mg/mL, os resultados demonstram que ndo houve aumen-
to, estatisticamente significativo, nas frequéncias de tumores, induzidos pela vitamina
K, quando comparados com o controle negativo (Tabela 1).

A frequéncia é calculada dividindo o valor total de tumores encontrados pelo
numero de individuos analisados.

Tabela 1. Frequéncia de tumores observados nos descendentes heterozigotos de Drosophila me-
lanogaster, tratados com diferentes concentragdes de vitamina K.

Indivi-
Concentragdes duos Tumores encontrados Total Frequéncia
mg/mL (moscas) Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halteres
Controle dgua 107 0 0 2 0 2 0 4 0,04
DXR (0,125mg/mL) 122 0 4 27 28 8 2 69 0,56+
Vit K 0,25mg/mL 97 0 0 3 5 1 0 9 0,09
Vit K 0,50mg/mL 89 0 0 2 1 0 0 3 0,03
Vit K1,0mg/mL 92 0 1 5 2 0 0 8 0,09

+ Diagnéstico positivo de acordo com o teste de Mann-Whitney. Niveis de significancia: a =
0,05, quando comparado com o controle negativo (dgua).
Vit K, vitamina K; DXR, doxorrubicina.

A Tabela 2 mostra a frequéncia de tumores observados nos descendentes heterozi-
gotos de Drosophila melanogaster, tratados com diferentes concentragdes de vitamina K
associada com doxorrubicina. Verifica-se, nesta tabela, uma reducio, estatisticamente
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significativa, nas frequéncias de tumores induzidos pela doxorrubicina (0,125 mg/mL),
quando as diferentes concentrac¢des de vitamina K (0,25, 0,50 e 1,0 mg/mL) foram asso-
ciadas com este agente carcinogénico.

Tabela 2. Frequéncia de tumores observados nos descendentes heterozigotos de Drosophila me-
lanogaster, tratados com diferentes concentra¢des de vitamina K associada com doxorrubicina.

Indivi- Frequén-
Concentragdes duos Tumores encontrados Total cia
mg/mL (moscas) Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halteres
Controle dgua 107 0 0 2 0 2 0 4 0,04
DXR (0,125mg/mL) 122 0 4 27 28 8 2 69 0,56+
Vit K 0,25mg/mL + DXR 94 0 3 1 0 13 0,14*
Vit K 0,50mg/mL + DXR 87 0 1 2 0 14 0,16*
Vit K1,0mg/mL + DXR 92 0 0 0 0 5 0,05*

+ Diagnostico positivo de acordo com o teste de Mann-Whitney. Niveis de significaAncia:
a = 0,05, quando comparado com o controle negativo (dgua).

* Diferenca estatisticamente significativa de acordo com o teste de Mann-Whitney. Niveis
de significancia: a = 0,05, quando comparada com o controle DXR.

Vit K, vitamina K; DXR, doxorrubicina.

Embora a maioria das pesquisas anticarcinogénicas de vitamina K tenham se
centrado em K3 (FELIPPE JUNIOR, 2008), houve uma série de estudos que demonstraram
que a vitamina K1 e K2 sdo igualmente eficazes contra o cancer. A filoquinona apresen-
ta atividade anticdncer em um ntmero de linhas celulares (figado, célon, pulmao, es-
tomago, nasofaringe, seios carcinoma, mucosa oral, e leucemia) (LAMSON; PLAZA, 2003).
Estudo realizado por Yoshida e seus colaboradores (2003), concluiu que pacientes com
o tratamento do cancer de pulmdo com vitamina K2, apresentaram um retardo no cres-
cimento das células cancerosas.

Além disso, varios testes em seres humanos demonstraram os efeitos anticance-
rigenos da vitamina K1 (MERCOLA; DROEGE, 2009). Como o estudo realizado por Lam-
zon e Plaza (2003), que verificaram a estabilizacdo do carcinoma hepatocelular em 6
pacientes, em um total de 30 pacientes avaliados, quando submetidos a tratamento oral
com vitamina K1. Dos 30 pacientes avaliados, sete tiveram uma resposta parcial e ou-
tros sete haviam melhorado a funcao do figado e em 15 pacientes a protrombina anor-
mal foi normalizada.

Estudo bibliogréfico realizado por Felippe Jtnior (2008), com a vitamina K,
mostrou que esta vitamina exerce efeito antitumoral inibindo a atividade da Cdkl. A
ligacdo da vitamina K3 a fosfatase Cdc 25 provoca a formagao de Cdk1 hiperfosforilada
que é inativada, o que, subsequentemente, induz a parada do ciclo celular e a morte
por apoptose. A vitamina K3 induz a parada do ciclo celular e a morte da célula por
inibir a Cdc 25 fosfatase a qual promove o acimulo da proteina retinoblastoma (RBp)
inativa, hipofosforilada, e a Cdkl1 inativa hiperfosforilada. Foi verificado ainda que a
vitamina K3 também induz apoptose por fragmentar o DNA (WU; SUN, 1999 apud
FELIPPE JUNIOR, 2008).

Similarmente estudo testou a citotoxicidade das vitaminas K1, K2 e K3 em al-
gumas linhagens de tumor humano. Observou-se que a vitamina K3 é a mais potente
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como citotoxica na leucemia promielocitica HL-60, no carcinoma de células escamosas
e no tumor de glandula salivar. Quanto a citotoxicidade, as vitaminas K1 e K2 sao de
uma a duas ordens de grandeza inferiores a vitamina K3. Entretanto, a vitamina K2 é
capaz de induzir a apoptose em células do glioma humano, nas células da sindrome
mielodisplésica e nas células da leucemia promielocitica aguda (OKAYASU, 2001 apud
FELIPPE JUNIOR, 2008).

Sun e Yoshij (1999) (apud Felippe Janior, 2008) mostraram o efeito da vitamina
K2 sobre trés linhagens de gliomas: glioma C6 (rato) e gliomas RBR17T e T986 (huma-
nos). A vitamina K2 inibiu o crescimento tumoral de uma forma dose dependente, por
parada do ciclo celular e apoptose. O seu uso, combinado com a 1,25 dihidroxivitamina
D3 ou fluoracil, aumentou significantemente o seu efeito inibitério. Um outro estudo
demonstrou que a vitamina K2, juntamente com o acido retinéico, induz completa re-
missdo da leucemia promielocitica aguda (FUGITA et al., 1998).

Atividade anticarcinogénica da vitamina K3 demonstrada em uma série de tes-
tes in vitro que mostraram um grande efeito quando a vitamina K3 é combinada com
agentes quimioterapicos convencionais (LAMSON; PLAZA, 2003).

Estudo sobre cancer no pancreas, realizado por Carr (2009), avaliou a vitamina
K, em combinacdo com o quimioterapico sorafenib, em linhagens de células pancreati-
cas. A combinacdo inibiu o crescimento celular e a morte celular induzida; quando se
associa a vitamina K e sorafenib, a dose necessaria para a inibicdo da célula cancerosa
diminuiu mais de 50 por cento, sendo necessdrias assim doses menores e menos toxi-
cas.

Células expostas a quimioterapicos morrem quando os sistemas intracelulares
de controle do ciclo celular reconhecem a alteracdo induzida pelo agente antineoplasico
e induzem a apoptose da célula tumoral (LOURO et al., 2002).

E importante salientar que a vitamina K ndo funciona em células estacionarias,
isto é, nas células que ndo estdo em regime de proliferacdo, fato importante por funcio-
nar muito bem em linhagens de tumores resistentes a multiplas drogas. E importante
que a vitamina K, empregada nos estudos, seja hidrossolavel, pois, a solubilidade em
agua é um dos fatores que determinam a sua citotoxicidade (FELIPPE JUNIOR, 2008).

4. Conclusao

O teste para deteccao de clones de tumor em Drosophila melanogaster permitiu
concluir que a vitamina K1, nas condi¢des experimentais, ndo induziu a ocorréncia de
tumores e diminuiu as frequéncias destes, quando induzidos pela DXR.

A vitamina K tem importante papel na prevencdo do cancer. Sendo assim, esti-
mular a alimentagdo saudavel com incentivo ao consumo de vegetais verdes como bré-
colis, couve, espinafre e 6leos vegetais deve ser considerada uma medida de prevencao
e controle do cancer. Porém sdo necessarios maiores estudos para propor recomenda-
¢Oes nutricionais especificas para a prevencdo desta patologia.
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