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INTRODUCAO

O cancer de mama e o0 segundo tipo mais comum de neoplasia no
mundo, sendo mais frequente entre as mulheres. No Brasil, fol estimado
57.960 novos casos de cancer de mama em 2016.

A linhagem MCF-7 expressa quantidades substanciosas de estrogénio
alfa, mimetizando canceres de mama invasivos que expressam este receptor
e , portanto, justificando seu uso para estudos in vitro. Por ser uma neoplasia
complexa, diversos tipos de tratamento incluindo o uso de antineoplasicos
sdo cada vez mais frequentes. A Adriamicina (um antibiotico antineoplasico
com grande potencial citotoxico) e a Ciclofosfamida (uma droga
Imunossupressora e antineoplasica) sao utilizadas para tratamento de cancer
de mama, porém, o seu efeito em conjunto ndo foi amplamente estudado.
Assim, o objetivo desse experimento fol avaliar o efeito da interacao entre
Adriamicina e Ciclofosfamida na linhagem celular de carcinoma de mama
MCF-7, a citotoxicidade dos farmacos Adriamicina e Ciclofosfamida, o
indice de combinacao de dose apoés tratamento combinado de Adriamicina e
Ciclofosfamida e verificar a distribuicdo de celulas no ciclo celular apos
tratamento com Adriamicina e Ciclofosfamida.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizada a linhagem celular de carcinoma de mama humano MCF-
7. As celulas foram mantidas condi¢Oes adequadas de cultura. A linhagem foi
Inoculada em placas de 96 pocos e, estabilizadas por 24 h e entao, tratadas
por 48 h com Adriamicina e Ciclofosfamida em concentragoes variando de 0
a 320 pg/mL. Apos esse periodo, as celulas foram fixadas em éacido
tricloroaceético (TCA,; 50%) e coradas com Sulfurodamina B (SRB; 0,4%).

O perfil de dose-resposta foi utilizado para derivar os valores de 1C,
ISto &, a concentracdo de droga necessaria para inibir 50% do crescimento
celular. Os valores de I1C., de cada quimioterapico foram utilizados para 0s
testes com as combinacOes das drogas. Os efeitos das interacOes entre
Ciclofosfamida e Adriamicina foram avaliados pela analise de combinacao de
multiplas drogas utilizando o software CompuSyn®. Este programa permite
avaliar os indices de combinacbes (Cls) indicando que CI < 1 indicam
sinergismo, CI=1 indicam um efeito aditivo e CI>1 indicam antagonismo. Os
resultados foram avaliados através das medias dos Cls atingidos com as
FracOes Afetadas (Fa; percentual de celulas mortas) e apresentados como
media + desvio padrao de 3 experimentos em triplicata. Também foi avaliado
o DRI (indice de reducao de dose), que indica a proporc¢ao da reducao da dose
de uma determinada droga, no caso da Adriamicina, em uma combinacao
sinergica que proporciona o0 mesmo efeito comparando-se com a dose da
droga isolada.

A distribuicao das células nas fases do ciclo celular apos os tratamentos
foi determinada nas culturas atraves de citometria de fluxo por coloracdo com
lodeto de propidio. Os resultados foram expressos em percentual de células
por fase do ciclo celular e as celulas em fase sub-G1 foram consideradas
celulas em apoptose/necrose.

RESULTADOS

Apos 48 h de exposicao foram avaliados os efeitos citotoxicos da
Adriamicina e da Ciclofosfamida na linhagem de carcinoma de mama MCF-7
e definidos os valores de IC., (Tabela 1). A Adriamicina apresentou maior
potencial citotoxico, com o IC;, de 0,23 + 0,02 pM.

Tabela 1: Valores de IC., (uM; média + DP, n = 6) na linhagem celular de
Adenocarcinoma de mama humano MCF-7 apods tratamento por 72 h com

Ciclofosfamida e Adriamicina
1Cso (M)

Tratamento quimioterapico

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

A iInteracao da Ciclofosfamida com a Adriamicina no co-tratamento
demonstrou um IC abaixo de 1 (Tabela 2), sugerindo um efeito sinérgico entre 0S
dois quimioterapicos. Nas maiores doses de ambos os 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 combinacdes (ICs), Fracdo afetada (FA) e Indice de Reducdo
de Dose (IRD) (medias £ 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

CICLO/ADRIA
(hg/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

As celulas que foram tratadas com Adriamicina, Ciclofosfamida ou a
combinacdo de ambos apresentaram um maior percentual de células nas fases
G0/G1 e G2/M, nao demonstrando diferenca significativa se comparadas entre si, e
também indicaram um aumento de células na fase Sub G1, se comparadas ao
controle (Tabela 3).

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
estao representados como percentual de células nas fases do ciclo celular (media +
desvio padrao, n = 3)

Controle 73,3+2,9 7,4+ 2,1 13,8+1,1 1,8+ 0,4
37,3+ 1,5* 10,2+ 0,9 43,2 £ 3,1* 5,9+ 0,03*,**
41,4 +£1,3* 5,9+ 0,5 43,5+ 3,7* 4,8 + 0.06*,**

Ciclo+Adria 38,1+1,9* 7,1+2,1 45,1 + 2,5* 6,6 £0,7*

CONCLUSOES
Os resultados obtidos apos a avaliacdo do efeito da Adriamicina e

Ciclofosfamida em tratamentos isolados ou combinados na linhagem de cancer de
mama humano MCF/ sugerem que a linhagem MCF7 apresentou maior
sensibilidade a Adriamicina. Ja a analise da combinacdo demonstrou que em
maiores doses a Adriamicina combinada com a Ciclofosfamida expressou um
efeito de sinergismo e, na mais alta dose, encontrou-se um maior indice de reducao
de dose (IRD), sugerindo que a dose de tratamento pode ser reduzida 2,6 vezes sem
perder seu efeito. Na avaliacao do ciclo celular, definiu-se que o tratamento com
Ciclofosfamida e Adriamicina, Isolados ou combinados, mostrou maior
concentracdo de células nas fases GO/G1 e G2/M, ndo havendo diferencas
significativas se comparadas entre si. Tambem houve um aumento do percentual de
celulas na fase Sub G1, indicando um aumento de células em apoptose/necrose.



