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Resumo

O céncer de mama é o cancer mais comum entre as mulheres no Brasil e no mundo. O
objetivo foi avaliar o efeito isolado e da combinagdo Adriamicina e Ciclofosfamida na
linhagem celular de carcinoma de mama MCF-7. As células foram tratadas por 48 h com
Adriamicina e Ciclofosfamida em concentrag6es variando de 0 a 320 pg/mL. A citotoxicidade
foi avaliada pelo método colorimétrico da Sulfarodamina B e determinado os valores de ICsy.
Foram também avaliados os efeitos das interacGes entre os farmacos e o IRD (indice de
reducdo de dose). A distribuicdo das células no ciclo celular apds os tratamentos foi
determinada pela citometria de fluxo com iodeto de propidio. Os resultados apds a avaliacéo
do efeito da Adriamicina e Ciclofosfamida em tratamentos isolados ou combinados sdo: a
linhagem MCF7 apresentou maior sensibilidade a Adriamicina. Em relagdo a analise de
combinagdo, demonstrou-se que em maiores doses a Adriamicina combinada com a
Ciclofosfamida apresenta um efeito sinérgico. Na maior dose encontrou-se um IRD de 2,6
vezes. Na avaliacdo do ciclo celular, foi observado que todos os tratamentos levaram a um
aumento de células nas fases G2/M quando comparados com o grupo controle. Também
houve um aumento do percentual de células na fase Sub-G1, indicando um aumento de
células em apoptose/necrose. Assim, o0s resultados sugerem que a combinacdo da
Ciclofosfamida com Adriamicina apresentam um efeito sinérgico em doses elevadas e que
este efeito pode ser explicado por um aumento na inducao de morte celular.
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INTRODUCAO

O cancer de mama é o segundo tipo mais comum de neoplasia no mundo, sendo mais
frequente entre as mulheres. No Brasil, foi estimado 57.960 novos casos de cancer de mama
em 2016 (INCA, 2016). A grande maioria de casos de cancer de mama se origina no epitélio
ductal, enquanto a minoria tem origem no epitélio lobular. Tém-se documentado diversos
fatores de risco, tais como a ingesta de alcool, nuliparidade, terapia de reposicdo hormonal,
idade avancada, tempo de exposicdo hormonal e o uso de contraceptivos orais (CDC, 2016).
O diagndstico nos estagios iniciais se da pelo autoexame das mamas, usado para identificacdo
da presenca de pequenos nddulos; outro método, este mais especifico &€ a mamografia, na qual
se tem a visdo interna do seio em diferentes angulos, permitindo a deteccdo precoce do cancer
por poder identificar pequenas lesGes em fases iniciais. Cinco tipos de tratamentos padrdes
sdo usados para o0 cancer de mama, que sdo: cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
hormonioterapia e terapia alvo (THE NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2017).
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A Adriamicina, também conhecida como Doxorrubicina, € um quimioterapico classificado
como antibidtico antineoplasico pertencente ao grupo das antraciclinas (MA et al., 2013).
Possui grande potencial citotdxico e € utilizado no tratamento de diversos tipos de neoplasias.
Seu principal mecanismo de acdo ocorre pela inibicdo da transcricdo, sintese e replicacdo do
DNA, mas tambeém pela geragdo de espécies reativas de oxigénio. A Adriamicina estabiliza a
topoisomerase-1l apds a quebra da cadeia de DNA durante a replicacdo, prevenindo a
liberacdo da fita dupla e com isso impedindo a replicagdo (POMMIER et al., 2010). Pode
ocorrer também, uma ativacdo nas vias de apoptose quando ocorre uma falha na tentativa de
reparo do DNA, e o crescimento celular é inibido nas fases G1 e G2 (CABEZA et al., 2015).

Ja a Ciclofosfamida é um agente alquilante, pertencente a classe das oxazafosfarinas.
Possui limitacdo quando usada como quimioterapico, pois pode prejudicar o tecido normal
além do intenso efeito cardiotoxico. Um fator importante para avaliacdo dos efeitos
terapéuticos e toxicos da Ciclofosfamida é a necessidade de ativacdo metabdlica pelo
citocromo hepético microsomal P450. Mostarda fosforamida e Acroleina sdo os dois
metabdlitos ativos da Ciclofosfamida. Os efeitos antineoplasicos da Ciclofosfamida estdo
ligados a mostarda Fosforamida, enquanto que a Acroleina esta ligada aos efeitos toxicos
(SENTHILKUMAR et al., 2006). Por ser um agente alquilante, atua ligando-se a base
guanina do DNA, no atomo de nitrogénio de nimero 7 do anel imidazolico induzindo a
inibicdo da replicacdo do DNA, levando a morte celular (CHIGHIZOLA et al., 2011).

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da interacdo entre Ciclofosfamida e
Adriamicina na linhagem celular de carcinoma de mama MCF-7, a citotoxicidade dos
farmacos isolados e combinados, o indice de combinacdo de dose apds tratamento combinado
e verificar a distribuicdo de células no ciclo celular apds tratamento com Adriamicina e
Ciclofosfamida isolados e combinados.

METODOLOGIA

Foi utilizada a linhagem celular de carcinoma de mama humano MCF-7, adquirida da
American Type Culture Collection (Rockville, MD, EUA). As células foram mantidas em
frascos de cultura de 25 cm2 com meio de cultura RPMI-1640 contendo L-glutamina 2% (p/v)
e soro fetal bovino 10% (v/v) em condicdes adequadas de cultura. A linhagem celular foi
inoculada em placas de 96 pocos e, estabilizadas por 24 h e entdo, tratadas por 48 h com
Adriamicina e Ciclofosfamida em concentra¢Ges variando de 0 a 320 pg/mL. Apds esse
periodo, as células foram fixadas em &cido tricloroacético (TCA; 50%), coradas com
Sulfurodamina B (SRB; 0,4%) e avaliados em um comprimento de onda de 540 nm usando
um leitor de microplacas (SKEHAN et al., 2015). O perfil de dose-resposta foi utilizado para
derivar os valores de ICs, isto é, a concentracdo de droga necessaria para inibir 50% do
crescimento celular, quando comparada aos controles sem droga. Os valores de ICsy de cada
quimioterapico foram utilizados para os testes com as combinacdes das drogas.

Os efeitos da interacdo entre Ciclofosfamida e Adriamicina foram avaliados pela analise de
combinacdo de multiplas drogas, utilizando o software CompuSyn®. Este programa permite
avaliar os indices de combinagGes (CIs), onde: Cl < 1 indica sinergismo, Cl=1 indica um
efeito aditivo e CI>1 indica antagonismo. Os resultados foram avaliados através das médias
dos Cls atingidos com as Fracdes Afetadas (Fa = percentual de células mortas) de 0,25, 0,50,
0,75, 0,90 e 0,95; e apresentados como media + desvio padrdo de 3 experimentos em
triplicata. Também foi avaliado o DRI (indice de reducédo de dose), que indica a propor¢éo da
reducdo da dose de uma determinada droga, no caso da Adriamicina, em uma combinacéo
sinérgica que proporciona 0 mesmo efeito comparando-se com a dose da droga isolada
(CHOU, 2010).

A distribuicdo das células nas fases do ciclo celular foi determinada nas culturas atraves de
citometria de fluxo por coloracdo com iodeto de propidio utilizando o citémetro de fluxo



Accuri C6. Os resultados foram expressos em percentual de células por fase do ciclo celular e
as células em fase sub-G1 foram consideradas células em apoptose/necrose (NICOLETTI et
al., 1991).

As andlises estatisticas foram realizadas com a analise de variancia de uma via com o teste
post hoc de Dunnett’s ou teste t de Student, conforme a situagao apresentada. Os valores de p
<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os testes foram realizados no
software Graphpad Prism®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs 48 h de exposicdo foram avaliados os efeitos citotoxicos da Adriamicina e da
Ciclofosfamida na linhagem de carcinoma de mama MCF-7 e definidos os valores de 1Csg
(Tabela 1). A Adriamicina apresentou maior potencial citotoxico que a ciclofosfamida. Esses
dados estdo de acordo com estudo anterior na linhagem celular MCF-7, que evidenciou um
ICs0 de 0.1636 + 0.038 uM (POTUCKOVA et al., 2014).

Tabela 1: Valores de ICs (UM; média + DP, n = 6) na linhagem celular de Adenocarcinoma
de mama humano MCF-7 ap0s tratamento por 48 h com Ciclofosfamida e Adriamicina.

Tratamento quimioterapico ICso (UM)

Ciclofosfamida 179,0 £ 23,4
Adriamicina 0,23 +0,02
Ciclofosfamida + Adriamicina 0,09 +0,01*

*Diferente da Adriamicina isolada (p<0,05).

Avaliou-se, também, a combinacdo entre os antineoplasicos de interesse, onde foi definido
0 indice de combinacgdes (Cl), que indica se houve sinergismo, adicdo ou antagonismo, e 0
indice de reducdo de dose (IRD), que estima quantas vezes a dose combinada pode ser
reduzida para atingir um efeito comparavel com o efeito obtido com os agentes individuais. O
co-tratamento da Ciclofosfamida com a Adriamicina demonstrou um IC abaixo de 1 (Tabela
2), sugerindo um efeito sinergico entre os dois quimioterapicos. Nas maiores doses de ambos
0s quimioterapicos observou-se um IRD de 2,6, indicando que nesta dose o tratamento
combinado pode ser reduzido 2,6 vezes sem perder seu efeito (Tabela 2).

Tabela 2: indices de combinac@es (ICs), Fracdo afetada (FA) e indice de Redugdo de Dose
(IRD) (médias = DP, n = 6) para a linhagem celular de Adenocarcinoma de mama MCF-7
tratadas com Ciclofosfamida (CICLO) e Adriamicina (ADRIA) combinados. IC <1, =1, ou >
1 indicam sinergismo, adicdo ou antagonismo, respectivamente.

Antineoplasico/Doses FA IC IRD
CICLO/ADRIA (pg/mL)
119,5/0,13 0,25 1,1 1,0
178,5/0,22 0,50 1,1 1,0
457,5/0,68 0,75 0,9 1,2
477,5/0,97 0,95 0,4 2,6

Em um estudo sobre aumento de atividade antitumoral ap6s a combinacéo de determinados
antineoplasicos na linhagem de carcinoma renal A498, definiu que interacdo entre a
Adriamicina com o Tiofeno em diferentes doses, apresentam um efeito de sinergismo e um
elevado indice de combinacdo de dose (HONGRAPIPAT et al., 2008). TSAKALOZOU et al.
(2012), apds avaliar a combinacdo de Adriamicina com Docetaxel nas linhagens de cancer de
prostata PC3 e DU145, determinaram que ap6s combinacdo ocorre um efeito sinérgico na
linhagem PC3, ja na linhagem DU145 esse efeito foi limitado a concentragdes especificas.



Os resultados da distribuicdo das células no ciclo celular (Tabela 3) demonstraram que no
controle ndo tratado o maior percentual de células se encontrava na fase GO/G1 e um pequeno
percentual encontrava-se na fase Sub G1, que representa fracdo de células onde ocorreu
fragmentacdo de DNA, indicativo de células em apoptose/necrose, ao passo que nas células
que foram tratadas com Adriamicina, Ciclofosfamida ou a combinagdo de ambos
apresentaram um maior percentual de células nas fases GO/G1 e G2/M, ndao demonstrando
diferenca significativa se comparadas entre si, também indicaram um aumento de células na
fase Sub G1, se comparadas ao controle.

Tabela 3: Efeito do tratamento com Ciclofosfamida (CICLO) e Adriamicina (ADRIA)
isolados ou combinados sobre a distribuicdo das células nas fases do ciclo celular linhagem
celular de adenocarcinoma de mama MCF-7 Os resultados estdo representados como
percentual de células nas fases do ciclo celular (média + desvio padréo, n = 3).

GO/G1(%) S (%) G2/M (%) SUBGL (%)
CONTROLE 733£2,9 74+21 138+1,1 18+04
CICLO 37,3+1,5% 10,2+ 0,9 43,2 £3,1% 5,5+ 0,3%**
ADRIA 41,4 +1,3* 55+0,5 43,5 +3,7* 4,8 +0,6%**
CICLO+ADRIA 38,1 +1,9% 7121 45,1 + 2,5% 6,6 +0,7*

*Diferente do controle (p<0,05); **Diferente do tratamento isolado (p < 0,05).

Nossos achados estdo de acordo com estudo utilizando a linhagem MCF7 que demonstrou
que estas células, em condi¢fes normais, apresentam maior percentual na fase GO/G1 do ciclo
celular (PATEL et al., 2015). Em estudo avaliando os efeitos da Adriamicina nas linhagens
MCF-7 e NIH3T3 foi demonstrado resultados semelhantes ao que encontramos em nosso
trabalho, o controle apresentou um valor de aproximadamente 70% de células em fase GO/G1.
Também demonstrou uma reducdo do percentual de células na fase GO/G1 e um aumento do
namero de células nas fases S e G2/M (TOMANKOVA et al., 2015). Em outro estudo foi
observado na linhagem de carcinoma de cdlon humano HCT-116, apés tratamento com
Adriamicina, parada na fase G2/M do ciclo celular e aumento em células na fase Sub G1
(LUPERTZ et al., 2010). Em outro estudo com a linhagem MCF7 a Ciclofosfamida, levou a
um atraso na progressdo da fase S e parada na fase G2/M, possivelmente consequéncia de
ligacGes cruzadas no DNA (CHEN et al., 1996).

CONCLUSOES

Nossos resultados com o co-tratamento com Adriamicina e Ciclofosfamida na linhagem de
cancer de mama humano MCF7 sugerem que em maiores doses a Adriamicina combinada
com a Ciclofosfamida tiveram um efeito de sinergismo, além de que ainda € possivel reduzir a
dose dos quimioterdpicos em 2,6 vezes sem perder seu efeito. Além disso, esse efeito
sinérgico parece estar associado com uma maior inducao de apoptose/necrose.
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