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Resumo

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo, na atualidade, a principal causa de ébitos no mundo
e a aterosclerose principal causa responsavel. Dentre os tratamentos, a angioplastia se destaca.
No entanto, hd muita chance de reestenose apds o procedimento. A adicdo de medicamentos
antiproliferativos para atuarem localmente na parede vascular foi a maneira encontrada para
combater a hiperplasia miointimal. Portanto o objetivo o trabalho é avaliar os efeitos do
inibidor multiquinase Sorafenibe sobre os trés principais mecanismos da reestenose arterial
(proliferacdo, migracdo e producdo de matriz extracelular) em células musculares lisas
arteriais in vitro. A avaliacdo do efeito proliferativo induzido pelo Sorafenibe sera realizada
conforme descrito por Sigalas (2004). Como controle positivo sera utilizado o antineoplasico
Paclitaxel. Para avaliacdo da migracéo celular, sera utilizado o teste de Scratch wound assay.
A citotoxicidade serd avaliada utilizando o ensaio colorimétrico de MTT. Na avaliacdo da
citotoxicidade, o Sorafenibee apresentou um efeito 1,6 vezes maior quando comparado com o
paclitaxel. Ao avaliarmos a migracdo celular in vitro, observamos que os dois agentes
inibiram a migracéo celular, sendo esse efeito mais pronunciado com o Sorafenibee (2 x). A
avaliacdo do ciclo celular demonstrou que o paclitaxel induz um bloqueio em G2/M, o que era
esperado uma vez que € um agente inibidor de fuso mitotico (Tabela 2). J4 o Sorafenibee nao
alterou a distribuicdo das células no ciclo celular quando comparado com o controle negativo.
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INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) sdo, na atualidade, a principal causa de dbitos
no mundo. As DCV atribuiveis a aterosclerose foram as principais causas responsaveis por
obitos (193.309 mortes) (MANSUR; FAVARATO, 2012). Sabe-se que a aterosclerose é uma
doenca inflamatoria crénica multifatorial, provavelmente iniciada por uma disfuncéo
endotelial e também associada a ativacdo do sistema imunoldgico (ROSS, 1999; SPOSITO et
al., 2007; MIZUNO et al., 2011). O seu tratamento medicamentoso e cirlrgico ainda
permanece um desafio em constante evolucdo. Os stents vasculares surgiram apenas em 1985,
implantados em vasos periféricos (BRITO et al., 2002). Os stents surgiram como dispositivo
intravascular devido a dificuldade encontrada em se manter a paténcia vascular apos as
angioplastias realizadas somente com cateter-baldo. A reestenose coronaria mostrava-se
presente em cerca de 30% a 40% dos pacientes submetidos a angioplastia coronaria somente

1 Aluno do curso de graduagdo de Medicina — Bolsista PROBIC/Fapergs — laurabrfreitas@gmail.com
2 Aluno do curso de graduacdo de Medicina — gabivasques@gmail.com

3 Aluno do PPGGTA - rribeiro@ghc.com.br

4 Professora do curso de graduacdo de Medicina, PPGBioSaide e PPGGTA — grivicich@ulbra.br



com a utilizacdo do cateter-baldo (BEATT et al.,, 1990). Embora a desobstrucdo fosse
conseguida com sucesso, a reestenose ou o remodelamento elastico negativo (elastic recoil)
do vaso submetido a angioplastia era um problema comum logo ap6s a desinsuflacdo do
balonete, dada a fragmentacdo das camadas internas da parede vascular, aliadas a agresséo
causada pela passagem do balonete do cateter-baldo de angioplastia (HAUDE et al., 1993).
Busca-se entdo, uma solucdo para o impasse da reestenose pds-angioplastia e seus eventos
isquémicos secundarios. A melhor compreensdo da fisiopatologia da reestenose arterial
renovou 0 interesse pelo uso de agentes antiproliferativos. A adicdo de medicamentos
antiproliferativos para atuarem localmente na parede vascular foi a maneira encontrada para
combater a hiperplasia miointimal (SCHWARTZ et al, 2002). Atualmente, os dispositivos
endovasculares farmacoldgicos mais utilizados na pratica médica utilizam os farmacos
paclitaxel e sirolimus (rapamicina) e sua eficécia esta comprovada por varios estudos clinicos
randomizados. O paclitaxel apresenta potente acdo citotdxica demonstrada contra varios tipos
de tumores.(WISKIRCHEN et al., 2004). Entretanto, apesar da sua eficacia ja demonstrada
em estudos clinicos, os dispositivos endovasculares farmacoldgicos ainda ndo foram capazes
de solucionar integralmente o problema da reestenose e assim prevenir 0s seus desfechos
isquémicos. Portanto, parece clara a necessidade da busca por novos farmacos que possam
auxiliar no controle da hiperplasia miointimal, na prevencdo da reestenose ap0s a intervencédo
endovascular e nos desfechos clinicos adversos.

Nesse sentido, as proteinas quinases sdo importantes alvos terapéuticos em
funcdo do seu envolvimento com a diferenciacdo e proliferacdo celular. As isoformas dos
receptores quinases Raf serina/titosina (A-Raf, B-Raf e Rafl ou C-Raf) sdo as primeiras
quinases da cascata MAPK (mitogen-activated protein kinase). A MAPK é uma via
intracelular de transducdo, composta por Raf, MEK (MAPK quinase) e ERK (quinase
reguladora extracelular), reguladores essenciais da proliferacdo e sobrevivéncia celular
(KOLCH et al, 2002). A desregulacdo das vias de controle dessas proteinas, geralmente
através de mutacgdo génica, a qual pode conduzir a uma superexpressao ou a uma danificacdo
das vias inibitorias, esta associada com a maior parte dos canceres (JOSHI, PLATANIAS,
2014). Os inibidores multiquinases sdo descritos como inibidores que possuem como alvo
dois ou mais tipos de quinases. O Sorafenibe é um inibidor multiquinase aprovado nos
Estados Unidos para o tratamento de pacientes com carcinoma renal avancado e
hepatocarcinoma irressecavel. Originalmente foi identificado como um potente inibidor da
Raf serina/treonina quinase, mas posteriormente também foi identificada acéo inibitoria sobre
0S receptores da tirosina quinase que estdo envolvidos na progressdo do tumor e da
angiogénese (WILHELM et al, 2006). Também tem sido demonstrada a sua capacidade de
induzir apoptose de varias linhas tumorais (JUAN et al., 2014). Além disso, € um importante
inibidor dos receptores pro-angiogénicos do fator de crescimento endotelial (VEGFR1,
VEGFR2 e VEGFR3) (Raf serina/treonina quinase) e do receptor-p do fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGFR-B) (tirosina quinase), em testes bioquimicos in vitro
(WILHELM et al, 2008).

Portanto o objetivo o trabalho foi avaliar os efeitos do inibidor multiquinase
Sorafenibe sobre 0s trés principais mecanismos da reestenose arterial (proliferacdo, migracédo
e producdo de matriz extracelular) em células musculares lisas arteriais in vitro.

METODOLOGIA

Utilizou-se a linhagem celular de mdsculo liso de aorta toracia de Rattus novergicus
AT7r5, adquirida do RJCB Collection (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As células foram cultivadas
em condic¢Oes padroes em meio de Dulbecco modificado por Eagle (DMEM), suplementado



com 10% de soro bovino fetal inativado, glutamina a 0,2 mg/mL, penicilina a Ul/mL e
estreptomicina a 100 pug/mL, pH 7.4. As células foram mantidas em frascos de cultivo a 37°C,
em atmosfera Umida, contendo 5% de gés carbdnico e coletadas por tratamento com tripsina
0,15%-EDTA 0,08% em tampéo fosfato salino 0,1 mol/L pH 7,4 (PBS).

A citotoxicidade foi avaliada utilizando o ensaio colorimétrico de MTT (3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide). Culturas em triplicata foram
expostas ao Sorafenibee ou Paclitaxel (controle positivo) nas concentracGes variando de 0 a
10 pM por 24 h. O efeito citotoxico foi determinado com base na classificacdo de
citotoxicidade de materiais com estratificacdo dos niveis de viabilidade celular em
porcentagem segundo categorias de toxicidade dos materiais do documento ISO 10993-5:
1999.

A distribuicdo das células nas fases do ciclo celular apds os tratamentos foi
determinada nas culturas através de citometria de fluxo por coloracdo com iodeto de propidio.
Os resultados foram expressos em percentual de células por fase do ciclo celular.

Para avaliacdo da migragéo celular, foi utilizado o teste de Scratch wound assay. As
células foram plaqueadas, em triplicata, em uma concentracdo de 10° células/poco em uma
placa de 24 pocos e mantidas em condigdes padrédo de cultura, durante 24 h para permitir a
adesdo celular e formacdo de uma monocamada confluente. Passado esse periodo, as
monocamadas foram marcadas com uma ponta de ponteira para capacidade de pipeta p200 pL
estéril, utilizando uma regua estéril para criar um risco retilineo, formando uma leséo de
comprimento proximo ao didametro do poco. Apds, as células foram lavadas com PBS 1X para
completa remocdo dos debris celulares resultantes da criagdo do risco. A seguir, as células
foram tratadas com Sorafenibe nas concentracGes variando de 0 a 5 pM, e novamente
incubadas a 37°C em ambiente com 5% de CO,. A migracdo celular foi analisada por
fotografia ap6s 0 h, 4 h, 8 h, 12 h e 24 h subsequentes a criacdo da lesdo. Considerou-se 0
tempo 0 como sendo equivalente a 100% da medida da largura do risco.

RESULTADOS

Até o momento demonstramos que o Sorafenibe apresenta um efeito superior ao
paclitaxel no que diz respeito a citotoxicidade (Tabela 1). O Sorafenibe apresentou um efeito
1,6 vezes maior quando comparado com o paclitaxel.

Tabela 1: Valores de ICso (UM; média + DP, n = 6) na linhagem celular masculo liso de aorta
toracia de Rattus novergicus A7r5 ap0s tratamento por 24 h com Paclitaxel ou Sorafenibee

1Cs0 (UM)
Paclitaxel 48+05
Sorafenibee 3,0+ 0,5*

*Estatisticamente diferente do Paclitaxel (p < 0.05).

A avaliacdo do ciclo celular demonstrou que o paclitaxel induz um bloqueio
em G2/M, o que era esperado uma vez que € um agente inibidor de fuso mitotico (Tabela 2).
J& o Sorafenibee nédo alterou a distribuicdo das células no ciclo celular quando comparado
com o controle negativo.



Tabela 2: Distribuicdo das células nas fases do ciclo celular na linhagem celular masculo liso
de aorta toracia de Rattus novergicus A7r5 apos tratamento por 24 h com Paclitaxel ou
Sorafenibee. Os resultados estdo representados como percentual de células nas fases do ciclo
celular (média £ desvio padrdo, n = 3)

GO/G1( S (%) G2/M
%) (%0)

Controle Negativo 533 165 251
2,1 1,3 2,8

Paclitaxel 23,7 170 =+ 498 +
6,1* 1,0 8,7*

Sorafenibee 54,4 182 227 +
4,3 1,9 1,4

*Diferente do controle negativo (p<0,05).

Ao avaliarmos a migracdo celular in vitro, observamos que os dois agentes
inibiram a migracdo celular (Tabela 3), sendo esse efeito mais pronunciado com o
Sorafenibee (2 x).

Tabela 3: Percentual de fechamento da superficie de ferimento in vitro na linhagem celular
musculo liso de aorta toracia de Rattus novergicus A7r5 ap0s tratamento por 24 h com
Paclitaxel ou Sorafenibee. Os resultados (media + DP; n = 6) estdo expressos em relacdo ao
tempo 0 de tratamento

Fechamento da Ferida (%0)

Controle 30,3+6,2
Paclitaxel 5,0+ 0,9*
Sorafenibee 10,0 + 7,0%***

* Estatisticamente diferente do Controle Negativo (p < 0.05). ** Estatisticamente
diferente do paclitaxel (p < 0.05).

CONCLUSOES

Os estudos demonstraram, portanto, que o Sorafenibe age diminuindo a proliferacédo
e a migracdo de células musculares lisas arteriais in vitro. Também se demonstrou mais
efetivo que o Paclitaxel, medicamento atualmente utilizado juntamente da angioplastia.
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