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RESUMO

COMPARACAO DA CAPACIDADE DE FORMULACOES MEDICAMENTOSAS DE
DIFERENTES QUIMIOTERAPICOS EM INDUZIR MORTE CELULAR EM CELULAS
DA LINHAGEM MB49 DE TUMOR DE BEXIGA MURINO

Apesar dos recentes avangos nas areas de prevencdo e tratamento do céncer, o
carcinoma urotelial de bexiga continua sendo um dos tipos mais comuns de
neoplasias malignas no mundo, com indices de mortalidade de 20% dos casos. As
células e moléculas do sistema imunoldégico sdo componentes fundamentais do
microambiente tumoral. Provavelmente o fato de a célula neoplasica compartilhar
antigenos com as células normais, de possuir alta taxa de crescimento e sofrer
edicdo contribuem para a sua resisténcia em relagdo a resposta imunoldgica
antitumoral. Mesmo com estes contratempos, a resposta imunoldgica continua
sendo uma das melhores apostas no tratamento das neoplasias malignas. No
passado, a morte celular homeostatica, que muitas vezes ocorre por meio de
apoptose, foi irrelevante para a resposta imune antitumoral uma vez que era incapaz
de estimular o sistema imunoldgico. Porém, nos ultimos anos, foi observado que
certos tipos de apoptoses eram capazes de induzir resposta imune contra antigenos
de células mortas, em particular quando elas eram derivadas de neoplasias
malignas. Este tipo de fendmeno foi denominado de morte celular imunogénica
(ICD). Apesar dos avangos na descoberta dos mecanismos envolvidos na morte
celular associado as varias linhagens tumorais, nenhum trabalho até o presente
momento avaliou sua efichAcia em modelo de cancer de bexiga induzida pelos
guimioterapicos comumente utilizados no tratamento dessa doenca. Sendo assim, o
presente trabalho procurou avaliar a acdo dos quimioterapicos cisplatina,
mitoxantrona, daunorrubicina, doxorrubicina e epirrubicina na viabilidade das células
de linhagem MB49 e identificando a melhor dose com atividade apoptéticada
cisplatina, mitoxantrona, daunorrubicina e doxorrubicina. Os resultados mostraram
gue os quimioterapicos em sua formulacdo farmacéutica apresentaram um bom
desempenho contra as ceélulas MB49 in vitro e a cisplatina e a mitoxantrona
mostraram-se eficientes em produzir apoptose, porém somente 0s testes in vivo
poderdo confirmar seu efeito imunogénico sobre essas células. Além disso, este
trabalho mostrou que os efeitos da viabilidade podem ser bastante divergentes
dependendo da dose e do tempo avaliados e a necessidade de um
acompanhamento da viabilidade apdés a remocao dos tratamentos. Deste modo,
conclui-se que as formulagcdes medicamentosas da daunorrubicina, epirrubicina,
doxorrubicina e da mitoxantrona produziram graus variados de morte apoptética in
vitro, dependente do tempo de exposicéo e da concentracdo dos medicamentos.

Descritores:Cancer de Bexiga, Apoptose, Cisplatina, Mitoxantrona, Daunorrubicina,
Doxorrubicina, Epirrubicina.
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ABSTRACT

CAPACITY COMPARISON OF DRUG FORMULATIONS OF DIFFERENT
CHEMOTHERAPEUTICS IN INDUCING CELL DEATH IN MB49 CELLS OF
MURINE BLADDER TUMOR

Despite recent advances in cancer prevention and treatment, bladder urothelial
carcinoma continues to be one of the most common types of malignant neoplasms in
the world, with a 20% mortality rate. The cells and molecules of the immune system
are fundamental components of the tumor microenvironment. Probably the fact that
the neoplastic cell shares antigens with normal cells, have high growth rate and
suffer edition, contributes to its resistance to the antitumor immune response. Even
with these obstacles, the immune response remains one of the best bets in the
malignant neoplasms treatment. In the past, homeostatic cell death, which often
occurs through apoptosis, was irrelevant to the antitumor immune response since it
was unable to stimulate the immune system. However, in recent years, it has been
observed that certain types of apoptosis were able to induce immune response
against dead cell antigens, particularly when they were derived from malignant
neoplasms. This type of phenomenon was called immunogenic cell death (ICD).
Despite advances in the discovery of the mechanisms involved in cell death
associated with various tumor lines, no work to date has evaluated its efficacy in the
model of bladder cancer induced by chemotherapeutics commonly used in the
treatment of this disease.Therefore, the aim of the present study was to evaluate the
action of cisplatin, mitoxantrone, daunorubicin, doxorubicin and epirubicin on the
viability of MB49 lineage cellsand to identify the best dose with apoptotic activity of
cisplatin, mitoxantrone, daunorubicin and doxorubicin. The results showed that
chemotherapeutics agents, in their pharmaceutical formulation, performed well
against MB49 cells in vitro. Cisplatin and mitoxantrone proved to be efficient in
producing apoptosis, but only in vivo tests could confirm their immunogenic effect on
these cells. In addition, this work showed that the effects of viability may be quite
divergent depending on the dose and time evaluated and the need for a follow-up of
viability after treatment withdrawal. In addition, this work showed that the effects of
viability might be quite divergent depending on the dose and time evaluated and the
need to observe viability after treatment withdrawal. It is concluded that the drug
formulations of daunorubicin, epirubicin, doxorubicin and mitoxantrone produced
varying degrees of apoptotic death in vitro, depending on exposure time and drug
concentration.

Key words: Bladder Cancer, Apoptosis, Cisplatin, Mitoxantrone, Daunorubicin,
Doxorubicin, Epirubicin.



1. INTRODUCAO

1.1 CANCER DE BEXIGA

1.1.1. ASPECTOS GERAIS

Céancer € o nome dado a uma modalidade de mais de 200 doencas distintas
com multiplicidade de causas (FERRARI; HERZBERG, 1997) cuja marca é a
proliferacdo descontrolada das células do corpo que tipicamente adquiriram
alteracbes em genes que regulam o ciclo celular ou controlam a apoptose das
células com alteracdes significativas do genoma (SHERR, 1996), e que propicia a
difusdo e a invasdo dos tecidos e 6rgados em diversas regides do corpo levando ao
processo conhecido como metastases (FERRARI; HERZBERG, 1997). Dentre a
ampla diversidade de neoplasias malignas que acometem o homem, as que se
originam na bexiga sdo consideradas altamente impactantes em funcdo da sua
prevaléncia e dos indices de morbidade e mortalidade.

Apesar dos recentes avancos nas areas de prevencao e tratamento, o cancer
de bexiga (CB) continua sendo um dos tipos mais comuns de neoplasias malignas
no mundo, principalmente nos paises mais desenvolvidos. No ranking mundial de
neoplasias malignas que acometem a populacdo, o CB ocupa a 42 posi¢cao para
homens e a 92 posicéo para mulheres (SIEVERT et al., 2009; BURGER et al., 2013).

Levantamentos mundiais mostraram que 429.000 pessoas foram acometidas
com CB em 2012 e esta € a nona causa mais comum de cancer para ambos 0s
sexos em todo mundo. Esta doenca acomete preferencialmente os homens em
relacdo as mulheres na proporcédo de 3:1 (FERLAY et al., 2015), tendo em 2014 uma
estimativa de mortalidade de 20% dos casos (SIEGEL et al., 2014). No mesmo ano,
no Brasil, o CB foi considerado entre os dez tipos de cancer mais incidentes entre 0s
homens (INCA, 2014).

Estima-se que em 2016, no Brasil, surgiram 7.200 novos casos de CB em
homens e 2.470 casos em mulheres, correspondendo a uma incidéncia de 7,26
casos a cada 100.000 homens e 2,39 a cada 100.000 mulheres (INCA, 2015).



O risco de desenvolvimento desta doenca estd associado principalmente ao
avanco da idade (individuos acima dos 60 anos) e ao estilo de vida. A exposi¢cao a
agentes toxicos, como o0 arsénico, aminas aromaticas e principalmente o vicio do
tabagismo constituem os fatores de riscos relevantes (SHARIAT; MILOWSKY;
DROLLER, 2009; LETASIOVA et al., 2012).

Existe também uma forte correlagdo entre fatores genéticos e o
desenvolvimento da doenca. Parentes em primeiro grau de pacientes com CB tém o
dobro do risco de desenvolver esse tipo de neoplasia. Os fatores genéticos
hereditarios ndo levam diretamente ao desenvolvimento da doencga, mas conferem
risco adicional a exposicdo de substancias cancerigenas. Além disso, estudos
gendbmicos tém encontrado algumas variantes genéticas que podem estar
associadas ao aumento do risco de desenvolver CB, como € o caso da enzima N-
acetiltransferase 2 (NAT2) que desempenha um papel chave na desintoxicagcédo das
aminas aromaticas e no metabolismo de drogas a base de nitrogénio e produtos
guimicos exdgenos. Esses estudos mostraram uma forte associacdo com o aumento
do risco de CB para os fenotipos de acetilacdo lenta NAT2, quando comparado aos
fendtipos rapidos, principalmente entre os fumantes (WU, 2016).

A maioria dos tumores de bexiga estd associada a exposicdo a agentes
carcinogénicos cuja prevengdo a exposicdo, poderia diminuir significativamente a
incidéncia da doenca. Entre os fatores externos mais importantes, o tabagismo
ocupa a primeira posicdo. A sua presenca esta implicada em cerca de 50% dos
casos. Os fumantes de cigarro tém risco de duas a quatro vezes mais chances de
desenvolverCB em comparagdo com ndo fumantes e o risco aumenta com a
intensidade e duracdo do tabagismo. Ao encerrar com o vicio em tabaco, oS riscos
diminuem em 30% apods 1-4 anos e 60% apds 25 anos, mas nunca retornam ao
nivel equivalente ao dos ndo fumantes (GONZALEZ, 2015; KNOWLES; HURST,
2015).

As taxas de incidéncia atuais de CB refletem o consumo do tabagismo ha
mais de 20-30 anos atras. De acordo com ANTONI et al., (2017), as taxas atuais
muito altas de incidéncia de CB entre homens espanhdis e americanos,
provavelmente sdo consequéncia da alta prevaléncia de tabagismo nesses paises
nas décadas de 1970 e 1980.



O segundo fator de risco mais importante para o desenvolvimento do CB ¢é a
exposi¢do ocupacional a aminas aromaticas, hidrocarbonetos arométicos policiclicos
e hidrocarbonetos clorados, representando 10% de todos os casos e que ocorre
principalmente em industrias que processam tintas, metais e produtos petroliferos.

Um risco aumentado foi sugerido em usuarios permanentes de tinturas
capilares com o fenétipo de acetilagdo lenta NAT2, além disso, a exposi¢cdo a
radiacfes ionizantes, o uso de quimioterapicos como ciclofosfamida e a infec¢ao por
Schistosoma haematobium, um trematédeo parasita de aparelho urinério, endémico
de algumas regibes com Oriente Médio e partes da Africa, contribuem para
aumentar o risco de desenvolvimento de CB (GONZALEZ, 2015; KNOWLES;
HURST, 2015).

1.1.2. CLASSIFICACAO

Existem mdltiplas formas de cancer de bexiga e a mais comum € o carcinoma
urotelial de bexiga (CUB), que representa mais de 90% de todos os canceres da
bexiga sendo, portanto, o mais estudado (CHOU; DANA, 2010; BURGER et al.,
2013). A segunda forma mais comum é o carcinoma de células escamosas (CCE)
com taxa de incidéncia de cerca de 3 a 5%, sendo a infeccdo por Schistosoma
haematobium o seu principal agente etiologico; sendo que nas regides onde esse
parasita € endémico, a taxa de incidéncia chega a 30%. Outro fator associado ao
desenvolvimento da neoplasia € a irritagdo crbnica da bexiga, como o caso de
pacientes com lesdo medular dependentes de cauterizacdo para a drenagem da
bexiga. A terceira forma mais prevalente corresponde ao adenocarcinoma, e cuja
incidéncia é menor do que os 2%. De forma similar ao CCE, o adenocarcinoma
comumente ocorre em paises onde a infeccdo pelo Schistosoma haematobium é
endémica (DAHM; GSCHWEND, 2003; CHOU; DANA, 2010).

Em relacdo as classificacbes, as neoplasias sdo organizadas
histologicamente, por graus e por estagios de acordo com 0s critérios propostos pela
OMS 2004 (EBLE et al., 2004). No caso dos CUBs, a maioria dos tumores T1 é
papilar, de baixo ou alto grau e os T2-T4 sdo carcinomas nao papilares de alto grau
(EBLE et al.,, 2004). Cerca de 75% dos CUBs recém-diagnosticados sdo néo-

invasivos e tém uma alta taxa de recorréncia e progressao apesar da terapéutica



local. Os restantes 25% apresentam invasdo muscular e precisam de cirurgia radical
ou radioterapia, mas mesmo com terapia sistémica os resultados ainda sao pobres,
tornando-se um fardo sobre os sistemas de salde (BURGER et al., 2013). Dentre os
tumores malignos de bexiga, as neoplasias superficiais sdo as mais comuns e 0s
pacientes apresentam risco de 60% a 90% de recorréncia e 30% a 50% de
progressdo da doenca que podem levar a invasdao da camada muscular
(ASSOCIACAO MEDICA BRASILEIRA — AMB, 2006).

Apesar dos recentes avancos no tratamento multidisciplinar, os CUB
continuam a atingir taxas de mortalidade e morbidade inaceitavelmente altas, com
uma taxa de sobrevivéncia de 10 anos em 40% a 50% dos casos (SCHULTZ et al.,
2010), podendo-se constatar que continuam sendo um grave problema de saude
publica.

Aproximadamente 30 a 50% dos pacientes com CUB invasor desenvolvem a
doenca metastatica e morre no prazo de 2 anos apdés diagnéstico. Além disso,
praticamente todos o0s pacientes com diagndstico de metastases a distancia

sucumbem a doenca.

1.1.3. SINAIS e SINTOMAS

O tipo e a gravidade dos sinais clinicos e sintomas do CUB depende da
extensdo e localizacdo do tumor. A grande maioria dos CB é diagnosticada como
resultado da avaliacdo de pacientes com hematdria (sangue na urina), que pode
levar a coagulacdo e mic¢cao dolorosa. Além disso, sintomas que irritam a mucosa
da bexiga como disuria, frequéncia e urgéncia urinaria, geralmente estdo associados
com cancer invasivo da bexiga (EBLE et al., 2004; KIRKALI et al., 2005).

A capacidade da bexiga pode ser reduzida no caso de tumores com grande
volume, resultando em frequéncia urinaria alta e urina pouco abundante. Pacientes
com estado avancado da doenca podem apresentar perda de peso, dor abdominal
ou 0ssea em fungdo de metastases (EBLE et al., 2004; KIRKALI et al., 2005).

1.1.4. DIAGNOSTICOS

Embora a suspeita de CB possa ser estabelecida em exames de

ultrassonografia ou tomografia computadorizada, a confirmacdo do diagndstico é



realizada por meio da cistoscopia juntamente com citologia urinaria (EBLE et al.,
2004).

De acordo com publicacdes da Sociedade Brasileira de Urologia (SBU) e da
Sociedade Brasileira de Patologia (SBP), a cistoscopia, por proporcionar a
visualizacdo direta da mucosa da bexiga, € considerada atualmente um exame
referéncia para neoplasias vesicais tanto para tratamento e diagnostico quanto para
controle das recorréncias. Contudo, € uma técnica pouco aceitavel para o paciente
ja que é um meétodo invasivo e que gera desconforto mesmo com anestesia local
(LAMM, 1998; DIBB et al., 2001).

Atualmente, os testes nédo invasivos que estdo em fase de avaliagdo ou em
utilizacdo na pratica clinica como testes de triagem para CB sdo: citologia urinaria,
antigeno tumoral da bexiga, teste de proteina nuclear de matriz, ensaio do produto
de degradacdo da fibrina e teste de acido hialurénico (hialuronidase na urina),
contudo, a eficiéncia da cistoscopia ainda € utilizada como padrdo ouro para
estabelecimento do prognéstico (TANAKA et al.,, 2011; EVELYNE; ROSETTE;
REIJKE, 2011). Outro método de diagnodstico de CB é por meio da analise
microscoépica da urina (citologia urinaria), na qual é detectada a hematuria, um dos
principais sintomas da doencga. Esta técnica, de facil coleta e ndo invasiva €
altamente especifica no diagnéstico de tumores invasivos, carcinoma in situ (CIS) e
carcinoma papilar de alto grau, porém pouco confiavel em detectar tumores
papilares de baixo grau (BROWN, 2000; FLEZAR, 2010).

A resseccdao transuretral (RTU) é recomendada tanto para diagndstico como
para tratamento de CB. Esta técnica resseca as células tumorais e suprime as
precursoras do tumor, diminuindo, portanto, as taxas de recorréncia e progressao
(HENEY et al.,, 1988; PARMAR et al., 1989). A desvantagem desta técnica € em
funcdo do seu alto grau de invasividade e pelas repetidas lesdes provocadas no
local que podem levar ao aumento do risco de recorréncia e progressédo (GRIMM et
al., 2003). Portanto, nestes casos, a terapéutica cirdrgica € acompanhada por
terapias intravesicais utilizando quimioterapicos ou imunoterapia profilatica tais como
a aplicacdo de BCG intravesical (HERR, 1999).

Outros métodos néo invasivos que podem ser recomendados para casos

mais avangados, como detec¢do de metastase, sdo 0os exames de ultrassonografia



trans-abdominal, tomografia computadorizada e ressonéancia magnética, porém sao
métodos limitados na capacidade de detectar o tumor no estgio inicial e séo
inadequados para a realizacdo do estadiamento tumoral (KIRKALI et al., 2005).

1.1.5. TRATAMENTOS

O tratamento para o CB requer diferentes métodos de controle por estar
associado a biologia tumoral, ao prognostico, ao grau de metastase e as
caracteristicas individuais de cada paciente, como histérico médico e idade e tem
por objetivo prevenir ou retardar a progressdo da doenca para estados mais
avancados ou morte, possibilitando sobrevida longa com boa qualidade de vida
(DIAS et al., 2006;GALSKY; HALL, 2010). O CB é usualmente tratado com
quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e cirurgia utilizada de forma exclusiva ou
em combinacgédo (DIAS et al., 2006; NATIONAL CANCER INSTITUTE — NCI).

O procedimento inicial para diagnostico e tratamento de CB € a RTU que é
indicada para todos os casos de tumores ou de lesGes vesicais suspeitas.
Atualmente, o tratamento mais eficiente e padrdo para CUB invasivo é a cistectomia
radical, na qual sdo retirados bexiga, 6rgdos adjacentes e ganglios linfaticos da
regidao (VISHNU; MATHEW; TAN, 2011; WITJES et al., 2014).

A quimioterapia sistémica com base em cisplatina (CPT) apresenta maior
taxa de resposta e geralmente é reservada para pacientes com doenca metastatica
por aumentar a probabilidade de erradicar micrometastases e dessa forma, melhorar
a sobrevivéncia dos pacientes (VISHNU; MATHEW; TAN, 2011).

Na quimioterapia intravesical, o0s medicamentos sdo administrados
diretamente na bexiga por meio de um cateter. A aplicacdo desta terapia deve
ocorrer em até 6 horas ap6s a RTU e a escolha do farmaco (mitomicina C,
epirrubicina ou doxorrubicina) € opcional. Este tratamento reduz o risco de
recorréncia, mas ndo sua progressao (BABJUK et al., 2009).

A terapia com BCG (Bacillus Calmette-Guérin) ou imunoterapia intravesical é
considerado um tratamento superior a quimioterapia intravesical e, portanto, o mais
eficaz na reducdo de recorréncias e na prevencao ou atraso da progressao para
CUB invasivo (BABJUK et al., 2009).



O BCG é uma vacina atenuada preparada a partir da bactéria Micobacterium
bovis, causadora da tuberculose bovina, inicialmente utilizada como vacina contra a
tuberculose e que, por reduzir de forma significativa as taxas de recidiva tumoral,
atualmente a terapia mais eficaz no tratamento de CB (MUNGAN; WITJES, 1998;
BABJUK et al., 2009).

Podemos inferir que grande parte do desenvolvimento de novas formas de
tratamento esta atrelado a utilizacdo de modelos confidveis que permitam testar as
modalidades terapéuticas. No caso dos tumores de bexiga, os testes utilizando
modelos de linhagem celulares e animais sdo os métodos mais empregados para

avaliacdo na area.

1.2. MODELO EXPERIMENTAL COM CELULAS MB49

As linhagens celulares mais utilizadas para estudos de carcinoma de bexiga
sdo a MB49 e MBT-2, que foram obtidas de camundongos C57BL/6 e CH3,
respectivamente. A linhagem celular MB49 foi desenvolvida a partir de um tumor
induzido com o composto 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) no epitélio de
bexiga de camundongos C57BL/6 machos. O modelo de inducédo utilizando a
linhagem celular MB49 para estudos de carcinoma de bexiga é considerado o mais
semelhante ao cancer humano, devido aos marcadores de superficie celular, perfil

imunolégico e a sensibilidade a apoptose (LOSKOG et al., 2005).

1.3. SISTEMA IMUNE E O CANCER

O microambiente tumoral por meio da sua contribuicdo na iniciacdo, na
progressao e nas respostas ao tratamento € fundamental para a biologia do tumor.
As células e as moléculas do sistema imunoldgico sdo um componente fundamental
do microambiente tumoral. Analises histopatoldgicas de neoplasias malignas
mostraram que numeros variados de diferentes células associadas com resposta
imune sdo encontrados em diferentes tumores ou locais, dentro ou em torno das
lesbes (BERAL; NEWTON, 1998; ENGELS et al., 2008).



A relacdo entre as caracteristicas fenotipicas das células que compdem o
infiltrado e o desfecho clinico também ja foi bem estabelecida. Sabe-se que para a
maioria das neoplasias malignas, a presenca de linfocitos CD4* do tipo Thl esta
correlacionada com melhores desfechos clinicos do que os mesmos tipos de
tumores infiltrados por Treg, Th2 ou Thl7. (FRIDMAN et al, 2012). Por outro lado,
pacientes com algum tipo de imunodeficiéncia congénita ou adquirida apresentam
aumento da incidéncia de tumores, particularmente daqueles associados com
infecgdes virais (BERAL; NEWTON, 1998; ENGELS et al., 2008).

Neste contexto, a ideia de utilizar o sistema imunoldgico para tratar o cancer
foi sendo maturada e formalmente introduzida pelo cirurgido William B. Coley no
inicio do século 20 na cidade de Nova York (EUA). Ele observou que a lesao tumoral
de alguns pacientes com sarcoma sofrera regressdo espontanea e que esta
involugéo tinha sido associada com a presenca da doenca erisipela, uma infeccao
dermatoldgica causada pela bactéria Streptococcus pyogenes. Apos tal constatacéo,
Coley injetou intencionalmente uma mistura de lisados bacterianos mortos, que mais
tarde foram chamados de Toxinas de Coley, em pacientes com cancer, obtendo
resultados bastante satisfatérios (STARNES, 1992). William Coley tornou-se, desta
forma, o patronoda imunoterapia do cancer, pois foi 0o primeiro a reconhecer o
potencial do sistema imunoldgico no tratamento deste tipo de doenca (HOFMAN et
al., 2010).

Apesar da importante atuacdo do sistema imunoldgico, as lesGes malignas
continuam a surgir e progredir em individuos considerados imunocompetentes.
Provavelmente, o fato de a célula neoplasica compartilhar antigenos com as células
normais, de possuir alta taxa de crescimento e sofrer edicdo contribuem para a sua
resisténcia em relacdo a resposta imunolégica anti-tumoral (EVAN; VOUSDEN,
2001).

Células cancerigenas surgem a todo o momento em todo o corpo, porém
processos naturais, tais como a apoptose e imunovigilancia eliminam esses tipos de
células antes que os tumores evoluam (EVAN; VOUSDEN, 2001). No entanto, nos
casos em que existe o0 estabelecimento da neoplasia maligna, num primeiro

momento, a maioria das ceélulas malignas reconhecidas pelo sistema imune é



eliminada, enquanto que um pequeno numero de células que ndo sdo reconhecidas
sobrevive.

A selecdo repetida de células imunologicamente silenciosas promove a
formacdo de uma massa tumoral. Este microambiente manifesta predominantemente
atividade imunossupressora em funcdo da secrecdo de citocinas inibidoras e
recrutamento de células reguladoras que desativam as células imunes especificas
contra o tumor e favorece o estabelecimento e desenvolvimento do cancer (DUNN et
al., 2004).

Apesar desse contratempo, a resposta imunoldgica continua sendo uma das
melhores apostas no tratamento das neoplasias malignas, pois seus componentes
celulares e humorais podem alcancar e destruir alvos nos mais diversos locais do

organismo.

1.4. MORTE CELULAR IMUNOGENICA

Nos ultimos anos surgiu o0 conceito de morte celular imunogénica (ICD), ou
seja, uma modalidade de morte celular por apoptose, que estimula uma resposta
imune contra antigenos de células mortas, em particular quando eles derivam de
células de cancer (GREEN et al., 2009). Esse conceito surgiu quando foi verificado
por meio de estudos clinicos que medicamentos citotoxicos tinham uma atuacao
antitumoral mediada por resposta imune especifica contra as células neoplasicas
(ZITVOGEL et al., 2011).

A morte celular, de forma geral, pode ser classificada com base em varios
parametros como, por exemplo, morfolégicos (morte necrética, autofagica, associada
a mitose ou apoptose), enzimologicos (sem envolvimento de nucleases ou incluindo
proteases, como caspases ou catepsinas), aspectos funcionais (programada ou
acidental) e imunogénicos (imunogénica ou nao-imunogénica) (GALLUZZI et al.,
2007). Dito isso, a morte celular homeostatica, que muitas vezes ocorre por meio de
apoptose, é considerada como um tolerbgeno ou como um valor nulo, néo
exercendo nenhum impacto sobre o sistema imunitario (MELIS et al., 2013; KEPP et
al., 2014).
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A ICD depende de estimulos especificos para matar células enquanto
provocam a emissdo coordenada de sinais imunogénicos (KEPP et al., 2014). A
morte celular imunogénica (ICD) envolve mudancas na composicao da superficie
celular, bem como a liberacdo de mediadores solaveis, ocorrendo em uma
sequéncia temporal definida. Tais sinais operam em uma série de receptores
expressos por células dendriticas para estimular a apresentacdo de antigenos
tumorais as células T (KROEMER et al., 2013).

Esses sinais sao transmitidos por padrbes moleculares associados a danos
(DAMPSs), ou seja, moléculas que ndo sdo acessiveis pelo sistema imunoldgico em
condi¢cbes fisiolégicas, mas s&o liberadas ou expostas no folheto externo da
membrana plasmatica durante as respostas de estresse citoprotéico ou de morte
celular. Semelhante as suas contrapartes microbianas, muitos DAMPs (mas nhao
todos) exercem efeitos imunoestimuladores robustos apés a ligacdo aos receptores
de reconhecimento de padrdes (PRRs) expressos pelas células imunolégicas (KEPP
et al., 2014).

Sao 3 DAMPs que exercem papel fundamental no potencial imunogénico de
praticamente todas os indutores de ICD: a calreticulina (CARL) exposta a superficie,
a liberacdo de ATP e a liberacdo da proteina B1 de grupo de alta mobilidade
(HMGB1) (KRYSKO, 2012). Juntos, estes promovem a aquisi¢cao de células tumorais
apoptoticas por células dendriticas (DCs); melhoram o processamento de antigeno
dependente do receptor 4 do tipo Toll-like (TLR4) e a apresentacdo cruzada por
DCs; e estimulam a producdo de interleucina-1B que é necessaria para o preparo
eficaz de células T CD8 especificas de tumores (MELIS et al., 2013).

A CALR é exposta na superficie celular no inicio de ICD, isto €, antes da
fosfatidilserina associada a apoptose também estar no folheto externo da membrana
plasmatica. Exposta a membrana, a CALR proporciona um sinal fagocitico
importante as ceélulas apresentadoras de antigenos profissionais (APCs) tais como
células dendriticas, melhorando de fato sua capacidade de absorver células mortas
e seus cadaveres. (KEPP et al., 2014).

Os efeitos estimuladores da fagocitose da CALR sao contrabalangados pelo
CD47, que é altamente expresso por uma grande variedade de tumores solidos e

hematopoiéticos. Esta Ultima observacdo sugere que Varias neoplasias se
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beneficiam do mecanismo que inibe a eversdo da CALR na membrana externa.
Provavelmente esse processo seja utilizado para evitar a ativagdo de resposta
imune adaptativa contra as células malignas, que sucumbem "fisiologicamente" ao
longo da oncogénese e progressao tumoral. Alternativamente, a atividade inibidora
de fagocitose exercida peloCD47 pode conferir aos tumores alguma vantagem,
aumentando a disponibilidade local de macromoléculas derivadas de sua morte
espontanea e degradacdo de alguns de seus constituintes celulares. Esta
possibilidade ainda néo foi abordada experimentalmente (KEPP et al., 2014).

A liberacdo de ATP associada ao ICD ocorre através de um mecanismo
complexo. O ATP extracelular opera como um forte quimioatraente e promove nao
s6 o recrutamento de células imunes para os sitios de ICD, mas também a sua
diferenciacao (KEPP et al., 2014).

A liberacdo do HMGB1 das células que sucumbem ao ICD requer a
permeabilizagdo das membranas nucleares e plasméticas, constituindo de fato um
evento pos mortem. Embora a autofagia tenha sido proposta para contribuir para a
liberacio de HMGB1 de células moribundas, pelo menos em algumas
circunstancias, a maquinaria molecular subjacente a essa manifestacdo crucial da
ICD ainda néo foi esclarecida em detalhes. Dito isto, 0o HMGB1 extracelular € bem
conhecido por mediar vigorosos efeitos proé-inflamatérios ap6s a ligacdo a varios
receptores na superficie das células imunes, incluindo TLR2, TLR4 e receptor
especifico de produto final de glicosilacdo (RAGE) (KEPP et al., 2014).

Além destas 3 DAMPs, existem muitas outras que contribuem para a
imunogenicidade da morte celular. S&o elas: as citocinas imunoestimuladoras como
interferon a (IFN-a) , varias chaperonas da familia de proteinas de choque térmico
(HSP) como a HSPA1lA mais conhecida como HSP70 e HSP90AAl também
conhecida como HSP90, metabdlitos de esfingomielina, por exemplo, ceramida e
esfingosina-1-fosfato, uma série de produtos mitocondriais como, DNA mitocondrial,
peptideos N- formilados e cardiolipina, componentes citosélicos como urato e F-
actina, bem como produtos da quebra da matriz extracelular, como fragmentos de
hialuronano (KEPP et al., 2014).

Varios trabalhos vém demonstrando que alguns quimioterapicos que ja séo

empregados no tratamento de neoplasias possuem a capacidade de induzir em
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células neoplasicas apoptose imunogénica (ICD), e quando essas células séo
introduzidas no organismo sem o auxilio de adjuvantes produzem uma resposta
imune capaz de reconhecer e combater as células tumorais (MELIS et al., 2013;
KEPP et al., 2014).

A mitoxantrona (MTX) e as antraciclinas (daunorrubicina, doxorrubicina e
epirrubicina) vém demonstrando uma alta capacidade de indugcédo de ICD em
diferentes linhagens de células tumorais. Ja a CPT, apesar de sua capacidade de
induzir apoptose, nessas mesmas linhagens essa morte ndo € considerada
imunogénica (KEPP et al., 2014).

1.5. CARACTERIZACAO DOS QUIMIOTERAPICOS

As antraciclinas sdo classificadas como uma das mais efetivas classes de
drogas anticancer ja desenvolvidas. A primeira antraciclina descoberta foi na década
de 1950 através do isolamento da daunorrubicina (DAU) a partir da bactéria
Streptomyces peucetius (MINOTTI et al., 2004).

Atualmente, a mais utilizada é a doxorrubicina (DOX), descoberta na década
de 1960, porém, enquanto a DAU é utilizada principalmente no tratamento de
leucemias, a DOX é utilizada como medicamento de primeira linha no tratamento de
cancer de mama, 0ssos, sarcoma de tecidos moles, bexiga, linfomas e mielomas
multiplos (BINASCHI et al., 2001; MINOTTI et al.,, 2004; NETO, 2013). Outra
antraciclina amplamente utilizada é a epirrubicina (EPI), um analogo estrutural da
DOX, que foi desenvolvido nos anos 80 na Italia (BONFANTE et al., 1980) e € usada
principalmente no tratamento de cancer de mama, eséfago e cancer gastrico (NETO,
2013; POMMIER, 2013). A EPI permitiu melhoras na farmacocinética e metabolismo,
como um elevado volume de distribuicdo e uma eliminacdo mais rapida (MINOTTI et
al., 2004).

Provavelmente as antraciclinas entram de forma inalterada nas células por
meio de difusdo passiva. Quanto mais lipofilica for a molécula de antraciclina, maior
sera sua taxa de transporte, sendo assim, essa taxa dependa da lipossolubilidade do
farmaco. Além disso, devido ao pH intracelular mais baixo, grande parte das
moléculas sofre o processo de protonacdo (DEN BOER et al., 1999).



13

Os efeitos anticarcinogénicos das antraciclinas sdo mediados principalmente
pela inibicdo da transcricdo e replicacdo do DNA, mas também produzem radicais
livres derivados de oxigénio que causam danos diretos as proteinas, lipidios e ao
DNA. Evidéncias sugerem que o conhecido poder cardiotéxico dessas drogas, que
causa a apoptose do cardiomiocito esta relacionada ao estresse oxidativo causado
por esses processos (SMITH et al., 2010).

A administracdo de DAU e DOX para tratamento de varios tumores humanos,
causa uma cardiopatia dose dependente cumulativa (ZHOU; PALMEIRA;
WALLACE, 2001) devido a ruptura no metabolismo basal do tecido cardiaco
(KALENDER; YEL; KALENDER, 2005). Esses medicamentos induzem a
cardiotoxicidade, pois ocorre a geracdo de radicais livres, estimulacdo de
peroxidacdo lipidica acompanhados de alteracdo na integridade da membrana
celular que é mediada pela alteracdo da funcdo mitocondrial, além disso, a
nefrotoxicidade é também um dos importantes efeitos dos antibiéticos antraciclinicos
(ZHOU et al., 2001).

Em estudos clinicos, a EPI se mostrou ativa em varios tipos de tumores e
causou menos danos cardiacos que a DOX quando comparadas doses cumulativas
semelhantes, sendo estd reducdo na toxidade atribuida a modificacdo do grupo
hidroxil na posicdo 4 da estrutura quimica da molécula, o que leva uma eliminacéo
mais rapida do farmaco e por consequéncia menos danos a célula (BONFANTE;
VILLANI; BONADONNA, 1982; GANZINA, 1983; TORTI, 1986; Cancer Agency,
2006).

Desenvolvida na década de 1970 como agente antineoplasico, a MTX é
derivada da familia das antracenedionas (SCOTT; FIGGITT, 2004) sendo
equivalentes as antraciclinas (MORRISSEY; Le PAGE; EDAN, 2005).0Originalmente
foi sintetizada com o objetivo de encontrar analogos com menor cardiotoxicidade,
mas que mantivessem a potente citotoxicidade e apesar do composto inicial desta
classe apresentar efeitos modulatérios sobre o sistema imune, mais tarde foi
demonstrada sua significante atividade sobre tumores murinos (AU et al., 1981).

Assim como as antraciclinas, a MTX intercala-se ao DNA inibindo sua
replicacdo e impede também a sintese de RNA e proteinas, além de suprimir a

proliferagcdo celular e induzir aberragdes nucleares e alteragGes estruturais em
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células tumorais (SAFA; TSENG, 1984; WHITE; DURR, 1985; PELFREY et al.,
2006), pois interage com a enzima topoisomerase Il responsavel pela quebra das
cadeias do DNA (NEUHAUS; KIESEIER; HARTUNG, 2004; CALABRESI;
CHABNER, 2005). Devido a sua capacidade de se intercalar ao DNA, esse farmaco
é utilizado para inibir a proliferacdo de células cancerosas no tratamento do cancer
de mama, cancer de proéstata, linfomas ndo-Hodgkin, e certos tipos de linfomas
(FISHER; PATTERSON, 1991; AN; MORRIS, 2012).

Entre diversos analogos, a MTX apresentou melhor atividade, inclusive
quando comparada a DOX, sendo selecionada posteriormente para estudos clinicos
devido a sua poténcia e excelente atividade antitumoral em camundongos (AU et al.,
1981; WHITE; DURR, 1985). Ainda assim, da mesma forma que as antraciclinas,
evidéncias tem mostrado que o uso da MTX também é capaz de induzir a
cardiotoxicidade a longo prazo e que 0s seus metabdlitos também podem estar
envolvidos nesse processo (ROSSATO et al., 2014b).

A toxicidade da MTX em células cardiacas é mais pronunciada apos a sua
metabolizacdo e envolve diversas alteracdes celulares, como diminuicdo dos niveis
intracelulares de ATP, inibicdo da expresséo e atividade da ATPsintase, alteragbes
no potencial de membrana mitocondrial e elevagdo dos niveis intracelulares de
calcio, ocasionando um desequilibrio energético. Verificou-se também que além de
toxicidade cardiaca, ocorre hepato e hematotoxicidade nos tratamentos com MTX
(ROSSATO et al., 2014a).

O desequilibrio na regulacédo dos niveis intracelulares de calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico € outro possivel mecanismo envolvido em que o MTX é o causador
de um efeito mais pronunciado do que a DOX, o que poderia contribuir para a
cardiotoxicidade reduzida da MTX quando comparada a DOX (CHUGUN et al.,
2008).

A MTX apesar de bem tolerada, em altas doses pode causar efeitos
secundarios como mielossupresséao caracterizada por leucopenia e neutropenia (6%
- 50%), com efeito minimo sobre as plaquetas e eritrcitos; granulocitopenia que
pode resultar em leves a severas infec¢des incluindo no trato urinario (7%),
pneumonia (9%), bacteremia/sepse (34%) e infecbes fungicas (9 — 15%).

Ocasionalmente o paciente em tratamento com o farmaco pode apresentar nauseas
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e vomitos (31 — 72%), alopecia e estomatite (7 — 29%). Contudo, a cardiotoxicidade
é ainda o efeito mais grave atribuido ao uso induzindo cardiomiopatias, como
taquicardia, arritmia e insuficiéncia cardiaca congestiva sintomatica (PERICOT;
MONTAIBAN, 2003). O aumento do risco de cardiotoxicidade esta associado ao
aumento cumulativo das doses de MTX, assim como, a pré-disposicdo a doencas
cardiovasculares (MORRISSEY, LE PAGE, EDAN, 2005).

A CPT foi sintetizada pela primeira vez em 1875 e € um farmaco
antineoplasico altamente efetivo em uma grande variedade de neoplasias humanas
e animais, principalmente no tratamento dos tumores de testiculo e ovério, cancer de
cabeca e pescoco e carcinomas de bexiga e pulmdo (ROSENBERG, 1985).
Entretanto, devido ao surgimento de efeitos adversos, este farmaco tem sua
utilidade clinica limitada, jA& que causa nauseas e vOmito, hipomagnesemia,
supressdo da medula éssea, ototoxicidade e, principalmente, nefrotoxicidade, pois
estes danos levam a uma diminuicdo da capacidade de filtracdo dos rins com o
consequente decréscimo do clearence da creatinina (JONES et al., 1985).

A acdo da CPT ocorre por meio de uma reacdo intracelular, onde as
moléculas de cloro da posi¢cdo cis sao substituidas por agua ou grupos hidroxil
transformando-a num composto tdo reativo que pode levar a uma alquilagdo das
bases puricas e pirimidicas do DNA (HALABE; WONG; STTON, 1991). Além disso,
pode se ligar ao DNA nuclear e interferir nos processos de duplicacdo e transcricao;
interagir com as bases puricas do DNA e promover ligacdes inter e intracadeias;
induzir aberragcdes cromossémicas e gerar espécies reativas de oxigénio (YANG;
WANG, 1996).

Em especifico, a CPTse liga preferencialmente as bases de guanina do DNA
numa ligacdo cruzada, interferindo com a funcéo vital da célula e em sua mitose
(DAVIES; BERNERS-PRICE; HAMBLEY, 2000) resultando ndo somente em células
tumorais afetadas, mas também em tecidos normais do paciente (OSANTO et al.,
1991).

Ainda gue esses farmacos apresentem resultados promissores no tratamento
do cancer de bexiga, eles sao ineficazes na cura do paciente em fase evolutiva da

doenca, aléem de apresentarem um problema fundamental que € sua atuacdo nao
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seletiva nas células do sistema imune, o que leva aos efeitos colaterais graves em
diversos tecidos supracitados (JONES; COLES, 2010).

Apesar dos avan¢os na descoberta dos mecanismos envolvidos na morte
celular associado as varias linhagens tumorais, nenhum trabalho até o presente
momento avaliou sua eficacia em modelo de céancer de bexiga induzida pelos
quimioterapicos comumente utilizados no tratamento dessa doenca. Portanto, a
proposta deste trabalho foi comparar a capacidade dos quimioterapicos
mitoxantrona, daunorubicina, doxorrubicina e epirrubicina em induzir morte celular

em células da linhagem MB49.
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2. JUSTIFICATIVA

O cancer urotelial de bexiga, por ser uma das neoplasias mais comuns no
mundo e por apresentar grandes taxas de progressao, recorréncia e mortalidade faz
com que essa doenca tenha um grande peso para o sistema de saude publica, pois
o tratamento dessa doenca é um dos mais dispendiosos (YEUNG; DINH; LEE,
2014). Quase 60% do custo total do tratamento é gasto com a vigilancia e
tratamento de tumores recorrentes, principal motivo que o torna um fardo para o
sistema de saude publica (AVRITSCHER et al., 2006).

Apesar do cancer de bexiga ser um problema comum, ainda n&o houve
grandes avancos nos métodos diagndsticos, de vigilancia e de tratamento. Métodos
de vigilancia como a cistoscopia sdo muito invasivos e 0s tratamentos como a
instilacdo de BCG, a quimioterapia e a cistectomia tem se mostrado pouco efetivos,
refletindo nas altas taxas de recorréncia levando a necessidade de novos estudos
para tratamentos e diagnosticos menos invasivos e mais efetivos.

Uma das alternativas para um tratamento mais efetivo pode estar na
imunoterapia utilizando as proéprias células tumorais do paciente, fazendo com que
as células do sistema imune reconhecam antigenos especificos contra o tumor e o

destrua.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho € investigar a capacidade dos quimioterapicos
mitoxantrona, daunorubicina, doxorrubicina e epirrubicina em induzir morte celular

em células da linhagem MB49 de tumor urotelial de bexiga in vitro.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho objetiva:

1. Quantificar a viabilidade celular; por meio de ensaios colorimétricos, na
presenca dos quimioterapicos;

2. Quantificar a viabilidade celular; por meio de ensaios colorimétricos, apos
24h da retirada dos quimioterapicos;
Discriminar o tipo de morte celular através de testes de viabilidade celular;

Determinar o maior pico de apoptose para cada quimioterapico testado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CULTURA DE CELULAS TUMORAIS

Células da linhagem MB49 provenientes de tumor urotelial de bexiga de
camundongos da linhagem C57BL/6 foram cultivadas em meio DMEM alta glicose
(Cultilab®, Sao Paulo — SP, Brasil) contendo 2mmol/L de L-glutamina, 10% de soro
fetal bovino (Cultilab®, Sdo Paulo — SP, Brasil) e 1% de antibibtico
penicilina/estreptomicina 10,000U (Vitrocel Embriolife, Brasil). A cultura celular foi
mantida em estufa a 37°C e 5 % CO2 em garrafas de 75 cm? e utilizada apds atingir
90% de confluéncia (ANDRADE et al., 2010). As células aderentes foram removidas
da superficie com adicdo de tripsina a 0,25% (Life Technologies, EUA) e contadas
em camara de Neubauer com o auxilio da solu¢do de azul de Trypan a 0,4% (Gibco,
Life Technologies, EUA) para quantificagédo da viabilidade celular.

4.2. VIABILIDADE DA CULTURA DE CELULAS MB49 COM QUIMIOTERAPICOS

Para o ensaio de viabilidade celular, foram utilizados cinco quimioterapicos
(cisplatina, daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina e mitoxantrona), em suas

formulacdes farmacéuticas convencionais para tratamento de pacientes (tabela 1).

Tabela 1: Dados dos quimioterapicos utilizados.

Quimioterapico Nome Comercial Fabricante
Cisplatina C-Platin® Blau Farmacéutica S.A.
Daunorrubicina Evoclass® Farmaco Uruguayo S.A.
Doxorrubicina Fauldoxo® Libbs Farmacéutica LTDA.
Epirrubicina Cloridrato de Epirrubicina IntasPharmaceuticals LTD.
Mitoxantrona Evomixan® Farmaco Uruguayo S.A.

A aquisicdo dos quimioterapicos nessas condi¢cdes se deu por dois fatores, o
primeiro a sua acessibilidade financeira e o segundo fator por estarem mais préximo

da realidade terapéutica.
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Os quimioterapicos escolhidos foram entédo divididos em 5 grupos: grupo CPT
(cisplatina), grupo DAU (daunorrubicina), grupo DOX (doxorrubicina), grupo EPI
(epirrubicina), e grupo MTX (mitoxantrona). Também foi criado um grupo controle
(CTL) em que néo foi utilizado nenhum quimioterapico. Assim, realizou-se um
primeiro ensaio de viabilidade utilizando 3 concentracdes e 3 tempos (6h, 12h e 24h)
diferentes para cada grupo.

O ensaio colorimétrico da resazurina (Sigma-Aldrich®, EUA) é empregado em
testes de viabilidade e citotoxicidade celular, como utilizado por O'BRIEN et al.,
(2000), no qual o nivel de reducdo da resazurina pode ser quantificado por
espectrofotbmetros, uma vez que a resazurina exibe um pico de absor¢ao a 600mm
e a resorufina a 570nm de comprimentos de onda (BORRA et al., 2009).

Para isso, as células MB49 foram cultivadas em placas de cultura de 96
pocos a 1x10° células/poco, em estufa de CO2 5% a 37°C, em periodo overnight. O
sobrenadante foi retirado e substituido por meio DMEM alta glicose fresco contendo
0S quimioterapicos nas concentracdes conforme a tabela 2 em quadruplicada. A
escolha das concentragbes foi baseada em trabalhos semelhantes (HAN et al.,
1999; LOTFI; ZACKRISSON; PETERSON, 2002; OBEID et al.,, 2007; SUN et al.,
2011; ARNOLD et al., 2013; INOUE; SETOYAMA; ADAKA, 2014, SUKKURWALA et
al.,, 2014; KEPP et al., 2014), sendo que a concentracdo intermediaria foi a
encontrada na literatura. Pocos contendo células cultivadas sem quimioterapico

foram considerados como controle negativo.

Tabela 2: Concentracdes usadas para o ensaio de viabilidade.

Quimioterapico Concentracbesem pM

12 22 32

Cisplatina 100 50 25
Daunorrubicina 2 1 0,5
Doxorrubicina 50 25 12,5
Epirrubicina 40 20 10
Mitoxantrona 4 2 1

Apés cada término do periodo de incubacdo com os quimioterapicos, o meio
de cultura das células foi retirado e substituido por meio fresco com solucéo de

resazurina a 70uM em todos os pocgos, retornando a cultura na estufa de CO2 5% a
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37°C por 4 horas. O sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 pocos e a
leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotbmetro (Biochrom ASYS UVM
340, Reino Unido) em comprimentos de onda de 570nm e 600nmm. As placas
contendo as células receberam meio fresco e retornaram a estufa por mais 24h.
Este procedimento foi realizado para verificar o efeito dos quimioterdpicos sobre o
crescimento das células tumorais apos a remo¢ao dos mesmos. Apds esse periodo,
foi adicionada novamente solugdo de resazurina a 70uM em todos os pogos,
retornando a cultura a estufa de CO2 5% a 37°C por 4 horas.

O sobrenadante foi novamente transferido para uma placa de 96 pocos e a
leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro em comprimentos de onda
de 570nm e 600nm.

Para o célculo da viabilidade foi utilizada a formula a seguir, em que a
viabilidade foi calculada a partir da subtracdo da absorbancia das células vivas, de
cada grupo tratado, da média da absorbancia dos po¢os com resazurina, em relacéo
a subtracdo da média da absorbancia do grupo controle (CTL6h), da média da

absorbancia dos po¢cos com resazurina.

L Tratamento — Média resazurina
Viabilidade =

Média controle — Média resazurina

4.3. DISCRIMINACAO E DETECGCAO DE MORTE CELULAR IN VITRO

Com o teste anterior pode-se conhecer o efeito das drogas sobre viabilidade
das células MB49, mas nao foi possivel distinguir em que momento ou em quais
doses as células morriam por apoptose, entdo, com esse ensaio € possivel ter uma
melhor avaliacdo sobre esse efeito.

Para isso, foram realizados mais alguns ensaios de viabilidade, porém com 2
tempos diferentes de exposi¢do aos quimioterapicos, sendo estes de 2h e 24h como
descrito por HELM et al.(2017). Dessa forma, as células MB49 foram cultivadas em
placas de cultura de 96 pocos a 2x10° células/poco, em estufa de CO2 5% a 37°C,
em periodo overnight. O sobrenadante foi retirado e substituido por meio DMEM alta

glicose fresco contendo os quimioterapicos em 7 concentracdes diferentes conforme
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a tabela 3 em quadruplicada. A escolha das concentragbes foi baseada no
experimento anterior. Pocos contendo células cultivadas sem quimioterapico foram

considerados como controle negativo.

Tabela 3: Concentracdes usadas para o ensaio de discriminacdo de morte celular.

Quimioterapico Concentragdes em uM

1a 23 3a 4a 5a 6a 7a
Cisplatina 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,562
Daunorrubicina 2 1 0,5 0,25 0,125 0,062 0,031
Doxorrubicina 50 25 12,5 6,25 3,125 1,562 0,781
Mitoxantrona 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,062

Apébs cada término do periodo de incubacdo com os quimioterapicos o meio
de cultura das células foi retirado e substituido por meio fresco com solugcdo de
resazurina a 60uM em todos os pogos, retornando a cultura na estufa de CO2 5% a
37°C por 2 horas. O sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 pocos e a
leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro em comprimentos de onda
de 570nm e 600nm. Como controle positivo de apoptose foi utilizado uma curva

dose-resposta de H20:2.

4.4, ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados pelo software GraphPadPrism 5 e a
analise estatistica para o ensaio de viabilidade celular foi a ANOVA de uma via para

comparar médias, com uma significancia de p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. EFEITO DOS QUIMIOTERAPICOS NA VIABILIDADE DAS CELULAS MB49

Como descrito anteriormente, o CUB é uma das neoplasias mais comuns no
mundo e por apresentar grandes taxas de progressao, recorréncia e mortalidade faz
com que essa doenca tenha um grande peso para o sistema de saude publica, pois
o tratamento é um dos mais dispendiosos, principalmente porque quase 60% do
custo total do tratamento é gasto com a vigilancia e tratamento de tumores
recorrentes (AVRITSCHER et al., 2006; YEUNG; DINH; LEE, 2014).

Por isso, esse estudo teve como foco a analise do comportamento de células
de CUB murino diante de quimioterapicos que possuem potencial de induzir morte
celular imunogénica, com o objetivo de futuramente usa-las como vacina para
imunizar os camundongos contra as células do préprio tumor.

As metodologias usadas na avaliacdo do potencial imunogénico das células
mortas do tipo ICD requerem um controle de morte ndo imunogénico e por isso a
CPTtambém foi inclusa em nossas avaliagbes por produzir apoptose nao
imunogénica em diversas outras linhagens (KEPP et al., 2014).

Ensaios colorimétricos por meio de resazurina tém sido frequentemente
utilizados como indicadores de viabilidade celular em testes de citotoxicidade
(AHMED; GOGAL; WALSH, 1994; O’'BRIEN et al., 2000; ROLON et al., 2006;
BONNIER et al., 2015). Deste modo, os efeitos dos quimioterapicos sobre a
viabilidade das células tumorais foram comparados de acordo com o tempo e dose,
bem como com os efeitos 24h apds a retirada dos quimioterapicos. Assim, o primeiro
grupo controle (CTL6h) foi utilizado com marco de viabilidade de 100%, dessa forma
pode-se mensurar a viabilidade em relagcdo ao seu estado inicial (6h) e seu estado

final (os demais tempos e apos 24h sem quimioterapicos).

5.1.1. CITOTOXICIDADE DA CISPLATINA

De acordo com os resultados obtidos no ensaio de viabilidade, observou-se
gue a CPTdiminui significantemente a viabilidade das células MB49 de modo dose-

dependente (Figura 1).
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Figura 1: Citotoxicidade da cisplatina em relacdo as diferentes concentracdes. As células foram
expostas a trés diferentes concentracdes de cisplatina e a viabilidade foi quantificada por
ensaio colorimétrico. A comparacdo dos dados em relacdo & dose, permitiu verificar o
perfil dose-dependente da cisplatina. Os resultados representam a média +DPde

experimentos realizados em quatriplicata. *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001.

Também observa-se que no grupo CPT12h, com menor concentracao
(25uM), as células continuaram a crescer, porém em uma taxa menor em relacao ao
seu controle (Figura 1).

Os resultados do ensaio de viabilidade utilizado corroboram com o trabalho de
GEOGHEGAN et al. (2017), em que o tratamento com CPT diminuiu a viabilidade
celular utilizando linhagens de carcinoma de pulméo (H1299 e P31) de modo dose-
dependente, sendo o efeito maximo de citotoxicidade observado na concentracéo de
100umol/L de CPT.

Quando a viabilidade foi analisada em relacdo ao tempo de exposi¢ao, foi
possivel verificar um aumento estatistico da viabilidade no tempo intermediario
(CPT12h) em relacdo aos outros dois grupos, exceto na concetracdo de 100uM

(Figura 2).
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Figura 2: Citotoxicidade da cisplatina em relagdo ao tempo de exposicao. As células foram expostas
a trés diferentes concentracdes de cisplatina e a viabilidade foi quantificada por ensaio
colorimétrico. A comparagdo dos dados em relagdo ao tempo, permitiu verificar um
aumento da viabilidade no tempo intermediario (CPT12h). Os resultados representam a

média *DP de experimentos realizados em quatriplicata. *P<0.05; **P<0.01;

***P <0.001.

Quando a CPT foi retirada e a quantificacdo da viabilidade celular foi realizada
apos as 24h subsequentes a retirada do medicamento, verificou-se que a viabilidade
continuou a se comportar de modo dose-dependente, exceto entre as concentracdes

de 100uM e 50uM nos grupos CPT6h e CPT24h (Figura 3).
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Figura 3: Citotoxicidade da cisplatina em relagédo as diferentes concentracdes, apos 24h da retirada
do quimioterapico. Apos a exposi¢do dos grupos tratados a cisplatina e a remocédo do
tratamento, as células retornaram a estufa por mais 24h. Os testes de viabilidade

mostraram que acisplatina manteve o perfil dose-dependente. Os resultados representam
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a média +DP de experimentos realizados em quatriplicata. *P <0.05; **P<0.01;
***P <0.001.
Também observou-se uma reducéo significante da viabilidade para todos os

grupos quando comparados ao controle. No grupo CPT6h, que recebeu a menor
concentracéo (25uM), as células continuaram a crescer, porém em uma taxa menor

em relacdo ao seu controle (Figura 3).
Além disso, foi possivel verificar que a viabilidade passou a diminuir

significantemente de modo tempo-dependente, exceto entre os grupos CPT6h e
CPT12h nas doses de 100uM e 50uM(Figura 4).
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Figura 4: Citotoxicidade da cisplatina em relagdo ao tempo de exposi¢cdo, apds 24h da retirada do
guimioterapico. Ap6s a exposi¢do dos grupos tratados a cisplatina e a remogdo do
tratamento, as células retornaram a estufa por mais 24h. Os testes de viabilidade
mostraram que a cisplatina passou a se comportar de maneira tempo-dependente apés
esse periodo. Os resultados representam a média + DP de experimentos realizados em
quatriplicata. *P <0.05; **P <0.01; ***P < 0.001.

5.1.2. CITOTOXICIDADE DA DAUNORRUBICINA

HAMID et al. (2004) demonstraram que para a avaliacdo da DAU, o teste com
resazurina € mais sensivel do que outros métodos de quantificacdo, como ensaios
utilizando MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazolio).

Osresultados do ensaio de viabilidade mostraram que a DAU diminuiu

estatisticamente a viabilidade das células MB49 de modo dose-dependente, porém,
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no grupo DAUG6h, quando comparados as concentragdes de 2uM e 1uM, ndo houve
diferenca significante (Figura 5).
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Figura 5: Citotoxicidade da daunorrubicina em relagéo as diferentes concentragdes. As células foram
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expostas a trés diferentes concentracdes de daunorrubicina e a viabilidade foi quantificada
por ensaio colorimétrico. A comparacao dos dados em relagdo a dose, permitiu verificar o
perfil dose-dependente da daunorrubicina. Os resultados representam a média £ DP de

experimentos realizados em quatriplicata. *P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001.

Nos grupos DAU12h e DAU24h, na menor concentracdo (0,5uM), as células
continuaram a crescer, mas em uma taxa estatisticamente menor em relagdo aos
seus controles (Figura 5).

Este resultado contrasta com o trabalho de TOSCAN et al. (2014) em que
obtiveram 100% de morte celular apés 24h de tratamento com DAU a 1uM, porém
utilizando células de leucemia linfoblastica aguda, sugerindo que as células MB49
Sado mais resistentes uma vez que, sob as mesmas condicdes de tempo e de
concentracéo, a DAU ndao foi capaz de diminuir a viabilidade abaixo dos 50%.

J4 quando se analisa a viabilidade em relacdo ao tempo de exposicéo,
observou-se uma divergéncia entre os grupos (Figura 6): na concentracdo de 2uM a
viabilidade diminui conforme aumenta o tempo de exposi¢cdo; na concentracdo de
1pM a viabilidade foi significantemente maior no tempo intermediario (DAU12h) em
relacdo aos outros dois grupos; e na concentracdo de 0,5uM a viabilidade foi

estatisticamente maior conforme aumentava o tempo de exposicao.



28

Daunorrubicina

209 1 DAU6h
O DAU12h
@ DAU24h
1.54 ki
|H R

1.0+
ek

| = T
100 1

Concentragao em pM

%Viabilidade

5 e
05 c d‘“d

Figura 6: Citotoxicidade da daunorrubicina em relagdo ao tempo de exposi¢do. As células foram
expostas a trés diferentes concentracdes de daunorrubicina e a viabilidade foi quantificada
por ensaio colorimétrico. Nao foi verificado um perfil de comportamento entre 0s grupos.
Os resultados representam a média £+ DP de experimentos realizados em quatriplicata.

*P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001.

Quando a DAU foi retirada e a quantificacdo da viabilidade foi realizada ap6s
as 24h sem o0 quimioterapico, observou-se que a viabilidade continouse
comportando de modo dose-dependente, significantemente entre todas as

concentragodes, inclusive no grupo DAUG6h (Figura 7).
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Figura 7: Citotoxicidade da daunorrubicina em relacdo as diferentes concentracbes, apds 24h da
retirada do quimioterdpico. Apés a exposicao dos grupos tratados a daunorrubicina e a
remocao do tratamento, as células retornaram a estufa por mais 24h. Os grupos
mantiveram o perfil dose-dependente. Os resultados representam a média +DP de

experimentos realizados em quatriplicata. *P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001.
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Entretanto, quando se compara a viabilidade apds as 24h sem o tratamento
em relacdo ao tempo de exposicao, na concentragcédo de 1uM, a viabilidade no grupo
DAU12h foi significantemente menorem relacdo aos outros dois grupos e, na
concentracdo de O0,5uM, a viabilidade foi estatisticamentemenor conforme
aumentava o tempo de exposi¢ao. Na concentragdo de 2uM a viabilidade continuou

diminuindo conforme maior o tempo de exposi¢ao (Figura 8).
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Figura 8: Citotoxicidade da daunorrubicina em relacdo ao tempo de exposicdo, apds 24h da retirada
do quimiotergpico.Apds a exposi¢do dos grupos tratados & daunorrubicina e a remog¢éo do
tratamento, as células retornaram a estufa por mais 24h. Os testes de viabilidade
mostraram um perfil tempo-dependente somente para os grupos tratados com 2uM e

0,5uM. Os resultados representam a média +DP de experimentos realizados em
quatriplicata. *P <0.05; **P <0.01; ***P < 0.001.

5.1.3. CITOTOXICIDADE DA DOXORRUBICINA

De acordo com os dados obtidos, observou-se que a DOX diminui
significativamente a viabilidade das células MB49, no entanto, ndo houve diferenca
estatistica quando comparadas as diferentes concentracdes, exceto entre as
concentracdes de 50uM e 12,5uM no grupo DOX12h (Figura 9).
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expostas a trés diferentes concentracées de doxorrubicina e a viabilidade foi quantificada

por ensaio colorimétrico. A comparacdo dos dados em relacdo a dose, permitiu verificar

que nao houve diferenca significante, exceto entre as concentracbes de 50uM e 12,5uM

no grupo DOX12h. Os resultados representam a média + DP de experimentos realizados

em quatriplicata. *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001.

Em relacdo ao tempo de exposicdo, o tempo intermediario (DOX12h)
apresentou viabilidade estatisticamente maior quando comparado aos dois outros
grupos. Observou-se também que, com excessdo da concentracdo de 50uM, o

grupo DOX24h apresentou viabilidade significativamente menor quando comparado

aos dois outros grupos (Figura 10).
ARAMVASH; CHADEGANI; LOTFI (2017) demonstraram que, utilizando altas

concentracbes de DOX (em relacdo ao presente trabalho) em células de medula, a

viabilidade comportou-se de forma dose-dependente e, mesmo na concentracdo de

150uM, a viabilidade ainda foi superior a 50%. O resultado difere do encontrado

neste trabalho, em que, em menores concentracdes, a viabilidade foi inferior a 50%

em quase todos os grupos, sugerindo uma maior susceptibilidade das células MB49

a DOX.



31

Doxorrubicina

209 1 DOX6h

3 DOX12h
15 EE DOX24h
1.0 e *

k.x.x.3
k.x.2.3

1in il £l

Concentragao em pM

%Viabilidade

T
con®9°

Figura 10: Citotoxicidade da doxorrubicina em relacdo ao tempo de exposi¢cdo.As células foram
expostas a trés diferentes concentracées de doxorrubicina e a viabilidade foi quantificada
por ensaio colorimétrico. A comparacédo dos dados permitiu verificar que o grupo DOX12h
apresentou viabilidade superior aos dois outros grupos. Os resultados representam a

média *DP de experimentos realizados em quatriplicata. *P<0.05; **P<0.01;

***P <0.001.

Quando a DOX foi retirada e a quantificacdo da viabilidade foi realizada ap6s

as 24h sem o quimioterapico, observou-se a reducao significativa da viabilidade em

todos os grupos (Figura 11).
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Figura 11: Citotoxicidade da doxorrubicina em relagdo as diferentes concentracdes, apds 24h da
retirada do quimioterdpico.ApOs a exposicao dos grupos tratados a doxorrubicina e a

remocdao do tratamento, as células retornaram a estufa por mais 24h. Os dados mostraram

uma reducéo significativa da viabilidade em todos os grupos. Os resultados representam a
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média *DP de experimentos realizados em quatriplicata. *P<0.05; **P<0.01;
***P <0.001.
Também observou-se que,quando comparadas em relacdo ao tempo de

exposicdo, o grupo DOX24h apresentou viabilidade significantemente menor que 0s
demais grupos. O tempo intermediario (DOX12h), apresentou viabilidade
estatisticamente maior quando comparado aos dois outros grupos, exceto na

concentracdo de 12,5uM (Figura 12).
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Figura 12: Citotoxicidade da doxorrubicina em relagdo ao tempo de exposicdo, apds 24h da retirada
do quimioterapico.Apds a exposi¢do dos grupos tratados a doxorrubicina e a remog¢éo do
tratamento, as células retornaram a estufa por mais 24h. Os testes de viabilidade
mostraram que o grupo DOX24h apresentou viabilidade significantemente menor que o0s
demais grupos. Os resultados representam a média + DP de experimentos realizados em

quatriplicata. *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001.

5.1.4. CITOTOXICIDADE DA EPIRRUBICINA

De acordo com os dados obtidos, verificou-se que a EPI diminui
significantemente a viabilidade das células MB49 em relagdo ao controle,
comportando-se de modo dose-dependente no grupo EPI12h (Figura 13).

O mesmo ocorreu no trabalho de MAILLOUX; ADJEITEY; HARPER (2010),
em que testes de viabilidade em células de leucemia promielocitica aguda

multirresistente (HL-60 e MX2) mostraram a diminuicdo, de maneira dose-
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dependente, da viabilidade dessas células apos tratamento com EPI (0,05uM, 0,1uM

e 0,5uM).
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Figura 13: Citotoxicidade da epirrubicinaem relagdo as diferentes concentra¢des.As células foram
expostas a trés diferentes concentragdes de epirrubicina e a viabilidade foi quantificada
por ensaio colorimétrico. A comparacao dos dados em relacéo a dose, permitiu verificar
que o tratamento diminui significantemente a viabilidade celular, comportando-se de modo
dose-dependente somente no grupo EPI12h. Os resultados representam a média + DP de

experimentos realizados em quatriplicata. *P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001.

A analise da viabilidade em relacdo ao tempo de exposicdo, mostrou um
significante aumento da viabilidade no grupo EPI12h em relacdo aos outros dois

tempos O grupo EPI24h apresentou os menores indices de viabilidade (Figura 14).
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Figura 14: Citotoxicidade da epirrubicina em relacdo ao tempo de exposicdo.As células foram

expostas a trés diferentes concentracdes de epirrubicina e a viabilidade foi quantificada

por ensaio colorimétrico. A comparacdo dos dados mostrou um significante aumento da

viabilidade no grupo EPI12h em relacdo aos outros dois tempos. Os resultados

representam a média +DP de experimentos realizados em quatriplicata.

**P <0.01; ***P <0.001.

*P <0.05;

Testes de viabilidade com células de diferentes linhagens de cancer de mama

(SUM1315 e MDA-MB-231) em culturas 3D e 2D, com mais de 24h de tratamento

com EPI (10puM) também mostraram uma diminuicdo da viabilidade celular (DUBOIS

et al., 2017).

Apbés a remocdo da EPI e posterior quantificacdo da viabilidade celular,

depois das 24h subsequentes ao tratamento com o quimioterapico, foi possivel

observaro mesmo padrdo dose-dependente apenas no grupo EPI12h. N&o foi

possivel determinar um perfil de resposta ao tratamento nos dois outros grupos

(EPI6h e EPI24h) (Figura 15).
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Figura 15: Citotoxicidade da epirrubicina em relacdo as diferentes concentracdes, apés 24h da

retirada do quimioterapico. Apds a exposicdo dos grupos tratados a epirrubicina e a

remocao do tratamento, as células retornaram a estufa por mais 24h. Os dados dos testes

de viabilidade mostraramo mesmo perfil dose-dependente no grupo EPI12h. Os resultados

representam a média +DP de experimentos realizados em quatriplicata.

**P <0.01; ***P <0.001.

*P <0.05;
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Em relacdo ao tempo de exposi¢cdo, o grupo EPI24h apresentou viabilidade

significantemente menor quando comparado aos outros dois grupos em todas as

concentracdes (Figura 16).
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Figura 16: Citotoxicidade da epirrubicina em relagdo ao tempo de exposicdo, apés 24h da retirada do
guimioterapico.Apdés a exposi¢do dos grupos tratados a epirrubicina e a remocao do
tratamento, as células retornaram a estufa por mais 24h. Os testes de viabilidade
mostraram que o grupo EPI24h apresentou viabilidade significantemente inferior aos
outros dois grupos, em todas as concentracées. Os resultados representam a média + DP

de experimentos realizados em quatriplicata. *P <0.05; **P <0.01; ***P < 0.001.

5.1.5. CITOTOXICIDADE DA MITOXANTRONA

A MTX tem sido estudada como agente citotéxico contra diversos tipos de
tumores malignos, possuindo em muitos casos, maior toxicidade quando

comparada a DOX e a DAU (KOELLER; EBLE, 1988).
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Figura 17: Citotoxicidade da mitoxantrona em relacdo as diferentes concentragdes.As células foram
expostas a trés diferentes concentragfes de mitoxantrona e a viabilidade foi quantificada
por ensaio colorimétrico, demonstrando um perfil dose-dependente. Os resultados
representam a média = DP de experimentos realizados em quatriplicata. *P <0.05; **P <0.01;

P <0.001.

Na Figura 17, verifica-se que a MTX diminui significantemente a viabilidade
das células MB49 de modo dose-dependente, exceto entre as concentracfes de
4uM e 2uM nos grupos MTX6h e MTX12h. NESHER et al. (2018) também
demonstraram o perfil dose-dependente da citotoxicidade da MTX (0,01pM até
2,5uM), em células de carcinoma colorretal humano (HCT116), cancer de mama
(MCF7) e em células Hela.

Quando comparados em relacdo ao tempo de exposi¢cao, observou-se que o
grupo MTX24h apresentou viabilidade significantemente menor em relacdo aos
outros grupos, exceto na concentracdo de 1uM, em que apresentou viabilidade
superior aos demais grupos. Deste modo, na concentracdo de 1uM, verifica-se um
comportamento tempo-dependente, no qual a viabilidade aumentou conforme o

aumento do tempo de exposi¢cao(Figura 18).



2.0+

1.54

%Viabilidade

Mitoxantrona

[ MTX6h
E MTX12h
Bl MTX24h

Figura 18: Citotoxicidade da mitoxantrona em relacdo ao tempo de exposicdo.As células foram
expostas a trés diferentes concentracdes de mitoxantrona e a viabilidade foi quantificada
por ensaio colorimétrico. A comparagdo dos dados mostraquena concentracdo de 1uM,
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verifica-se um comportamento tempo-dependente, no qual a viabilidade aumentou

conforme o aumento do tempo de exposicao. Os resultados representam a média + DP de

experimentos realizados em quatriplicata. *P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001.

Quando comparou-se a viabilidade das mesmas células apdés as 24h
subsequentes a retirada do medicamento,as células continuaram a se comportar de
modo dose-dependente,
concentracbes (4pM e 2uM) nos grupos MTX12h e MTX24h.No grupo MTX24h
observa-se ainda que nas doses mais altas (4uM e 2uM) foi obtido 0% de viabilidade

(Figura 19).
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Figura 19: Citotoxicidade da mitoxantrona em relacdo as diferentes concentracdes, apés 24h da
retirada do quimioterapico.Apés a exposicdo dos grupos tratados a mitoxantrona e a
remocdo do tratamento, as células retornaram a estufa por mais 24h. O teste de
viabilidade mostrou que as células mantiveram o perfil dose-dependente. Os resultados
representam a média £+DP de experimentos realizados em quatriplicata. *P <0.05;

**P <0.01; ***P <0.001.

No entanto, quando comparadas em relacdo ao tempo, todas as

concentracfes passaram a se comportar de modo tempo-dependente (Figura 20).
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Figura 20: Citotoxicidade da mitoxantrona em relagdo ao tempo de exposicéo, apds 24h da retirada
do quimioterdpico.ApOs a exposicao dos grupos tratados a mitoxantrona e a remog¢éo do
tratamento, as células retornaram & estufa por mais 24h, em que as células passaram a se
comportar de maneira tempo-dependente apds esse periodo. Os resultados representam
a média +DP de experimentos realizados em quatriplicata. *P <0.05; **P<0.01;

***P <0.001.

5.1.6. VIABILIDADE CICLO CELULAR

Para quase todos os grupos testados, o aumento da viabilidade nos
tratamentos por 12 horas sugere que a citotoxicidade dos quimioterapicos esta
diretamente relacionada com a fase do ciclo celular em que se encontram as células.
Este resultado corrobora como estudo de MUELLER et al. (2006), em que a mesma
relacdo foi observada em células tumorais germinativas de testiculo tratadas com
CPT (0,5uM a 50uM), apresentando maior sensibilidade na fase G2/M do ciclo

celular.
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5.1.7. VIABILIDADE APOS A REMOCAO DOS TRATAMENTOS

Normalmente, os trabalhos que medem viabilidade celular ndo acompanham
a evolucdo das células ap6s a remocédo dos tratamentos. Porém, foi demonstrado
neste trabalho que as células passaram a se comportar de forma inesperada apés
as 24h subsequentes a retirada do quimioterapico, destacando assim a importancia
da analise de viabilidade apds a retirada do tratamento utilizado.

Como pode ser observado na Figura 21, todos os grupos tratados com CPT
apresentaram uma reducao significanteapds as 24h subsequentes a retirada dos
guimioterapicos, exceto na menor concentracdo (25uM) com o menor tempo de
exposicao a droga (CPT6h), em que a viabilidade foi significantemente maior apds
esse periodo.

Para os grupos tratados com DAU, foi observada uma redugéo da viabilidade
nos grupos que receberam a maior dose (2uM). Na concentracdo intermediaria
(1uM) houve reducdo apenas no grupo DAU12h. Na menor concentracao (0,5uM),
apenas no menor tempo (DAU6h) ocorreu o0 aumento da viabilidade (Figura 21).

Com o tratamento utilizando DOX, todos 0S grupos apresentaram uma
diminuicao siginificante da viabilidade celular apds as 24h subsequentes a retirada
dos quimioterapicos, exceto na maior concentracdo (50uM) no grupo DOX6h. O
mesmo ocorreu no tratamento utilizando EPI, em que todos os grupos apresentaram
uma diminuic¢ado siginificante da viabilidade, exceto na maior concentragao (40uM) no
grupo EPI6h (Figura 21).

Com relacdo aos tratamentos utilizando MTX, foi observada a reducdo da
viabilidade de forma significante para todos os grupos, com excecao dos grupos
MTX6h nas menores doses (2uM e 1uM), em que houve um aumento significante da
viabilidade, e na concentracdo de 1uM no grupo MTX12h, em que ndo houve

diferenca estatistica (Figura 21).
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Figura 21: Viabilidade celular apés as 24h subsequentes a retirada dos quimioterdpicos.Apés a
exposicdo a cada quimioterapico e a posterior remogdo do tratamento, as células
retornaram a estufa por mais 24h. O gréfico mostra a comparacao entre os resultados dos
testes de viabilidade apds cada tempo de tratamento (6h, 12h e 24h) com os resultados
apos as 24h da remocédo destes tratamentos. Os resultados representam a média + DP de

experimentos realizados em quatriplicata. *P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001.

5.2. DISCRIMINACAO DE MORTE CELULAR DAS CELULAS MB4a9 IN VITRO

HELM et al. (2017) provaram que é possivel discriminar tipo de morte celular
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com simples ensaio de viabilidade, essa técnica consiste em criar duas curvas de
concentracdo em dois tempos distintos, sendo um ensaio nos primeiros momentos
em que o composto usado como tratamento comeca a interferir na viabilidade e
outro ensaio mais adiante no qual a viabilidade das células ja sofreram grandes
alteracOes. E assim, ao fazer a diferenca entre os pontos da curva do primeiro
ensaio de viabilidade e os pontos do segundo ensaio, é gerada uma curva,cujo

ocorresponde ao ponto de maior apoptose.
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Figura 22:Controle positivo de apoptose. Foi utilizado uma curva dose-resposta de H20:
comocontrole positivo de apoptose apartir da diferenca entre os pontos de viabilidade de

2h e 24h, gerando um pico de apoptose na concentracdo de 10uM .

RATHINAM et al. (2015) mostraram que linhagens de células auditivas, renais
e neuronais (UBOCL1, HK2 e SH-SY5Y), apresentaram expressao aumentada para
caspase-3, um biomarcador de apoptose, apos 24h de tratamento com CPT (5, 10 e
20pM).Na Figura 11, podemos verificar que a CPT foi capaz de provocar um pico de
apoptose nas células MB49 em uma concentracdo de a 25uM. Diferentes linhagens
de células quando tratadas com CPT podem apresentar expressdo aumentada para
biomarcadores de apoptose, como mostra o trabalho de PRICE et al. (2006), no qual

analises por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia também confirmaram
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que a administracdo de CPT a 25uM, em células TKPTS de rim murino, promove

apoptose apos 24h de tratamento.
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Figura 23: Curva de discriminacdo de morte das células MB49 apGs tratamento com cisplatina.

Observa-se um pico de apoptose ha concentracdo de 25uM.

Como j& discutido anteriormente, observa-se na Figura 13 um pico de
apoptose provocada pela CPT no grafico (A) em uma concentracdo de 25uM. Além
disso, no grafico (C), também é possivel verificar um pico de apoptose na
concentracdo de 2uM com MTX, corroborando com o trabalho de KOCEVA-
CHYLA et al., 2005 em gque demonstraram a promocao de apoptose apos aplicacao
de MTX (0,5, 1 e 2uM) com 24, 48 e 72h de tratamento, onde a porcentagem
maxima de apoptose (aproximadamente 62%) foi obtida no tratamento com 2uM e
72h.

Enquanto que a DAU e a DOX, grafico (B) e (D) respectivamente da Figura 12
nao foram capazes de geram um pico de apoptose nas concentracdes utilizadas,
apenas mostraram uma tendéncia de formacdo de curva, porém ndo o suficiente
para determinar seus apices, sendo assim necessario novos ensaios com outras

concentracoes.
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Figura 24: Curva de discriminagdo de morte das células MB49. (A) tratadas com cisplatina; (B)
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6. CONCLUSAO

Os quimioterapicos em sua formulacdo farmacéutica produziram graus
variados de morte dependendo da dose e do tempo contra as células MB49 in vitro.
Além disso, evidenciou-se a necessidade de um acompanhamento da viabilidade
apos a remocao dos tratamentos. A cisplatina e a mitoxantrona mostraram-se
eficientes em produzir apoptose, porém somente testes in vivo poderdo confirmar

seu efeito imunogénico sobre essas células.
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