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RESUMO

O termo neoplasia pode ser definido como uma massa anormal de tecido, cujo cresci-
mento € excessivo e ndo coordenado com aquele dos tecidos normais, persistindo da
mesma maneira excessiva apos a interrupcdo do estimulo que originou as alteracdes
celulares e teciduais. A quimioterapia antineoplasica € o tratamento que utiliza agentes
quimicos com a finalidade de destruir as células cancerigenas ou inibir o seu cresci-
mento e proliferacdo. O regime de quimioterapia € o plano de tratamento para o cancer,
determinado pelo médico oncologista ou hematologista. A Doxorrubicina € um agente
quimioterapico do grupo das Antraciclinas, € um importante componente de diversos
regimes quimioterapicos para varios tipos de tumores. Varios estudos tem associado
a utilizacdo da Pioglitazona, um derivado Tiazolidinedidnico usado no tratamento do
Diabetes, a inumeros efeitos anticancer. Nessa pesquisa nos avaliamos os efeitos da
associacdo da pioglitazona com baixas doses de doxorrubicina.
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ABSTRACT

The term neoplasm can be defined as an abnormal mass of tissue, whose growth is
excessive and not coordinated with that of normal tissues, persisting in the same exces-
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sive way after the interruption of the stimulus that originated the cellular and tissue
changes. Antineoplastic chemotherapy is the treatment that uses chemical agents for
the purpose of destroying cancer cells or inhibiting their growth and proliferation. The
chemotherapy regimen is the treatment plan for cancer as determined by the oncolo-
gist or hematologist. Doxorubicin is a chemotherapeutic agent of the Anthracyclines
group, is an important component of several chemotherapeutic regimens for various
types of tumors. Several studies have associated the use of Pioglitazone, a thiazolidi-
nedione derivative used in the treatment of Diabetes, to numerous anticancer effects.
In this study we evaluated the effects of the association of pioglitazone with low do-
ses of doxorubicin.
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1 INTRODUCAO

Cancer € o nome dado a um conjunto de doencas que tém em comum o cres-
cimento desordenado de um clone de células, que invadem tecidos e orgaos. O tra-
tamento do cancer depende das caracteristicas especificas do tumor, da sua localiza-
cdo, tamanho e presenca ou nado de doenca a distancia (metastases). A quimioterapia
antineoplasica € o tratamento que utiliza agentes quimicos com a finalidade de des-
truir as células cancerigenas ou inibir o seu crescimento e proliferacéo.

O regime quimioterapico pode ser indicado no tratamento pré-operatorio, cha-
mado neoadjuvante, ou pos-operatorio, chamado adjuvante, bem como para fim pa-
liativo. Tal tratamento comumente inclui um componente da classe das Antraciclinas,
como a doxorrubicina (GOLDHIRSCH et al., 2007). Visando a individualizacao tera-
péutica, a dosagem de doxorrubicina € atualmente estabelecida com base na area
de superficie corporea, embora estudos clinicos mostram melhor correlacédo entre o
metabolismo da doxorrubicina e idade polimorfismo das enzimas metabolizadoras e
gordura abdominal (LAL et al,, 2008; WONG et al., 2014)

A toxicidade mais comum € gastrintestinal, com vomitos, diarreia e anorexia que
ocorrem de trés a cinco dias apos a aplicacao. A toxicidade miocardica € bem conheci-
da e eventualmente séo relatados episodios de arritmia durante a aplicacdo. Tem sido
demonstrado que a doxorrubicina causa o aumento da liberacédo periférica de hista-
mina, um efeito dose-relacionado e associado a infusdo rapida. Os sinais clinicos da
liberacédo de histamina sdo prurido, urticaria, eritema e vémito. (MARTINS et al,, 2012).

A Pioglitazona, um derivado Tiazolidinedidnico usado para tratamento Diabetes
Mellitus tipo II (ndo insulino-dependente) atua, estimulando seletivamente os recep-
tores dos proliferadores peroxissomais gama (PPARY). Ela age em tecidos-alvo para
a insulina, tais como tecido adiposo, musculos esqueléticos e figado. A ativacdo do
receptor PPARy regula a transcricdo de genes envolvidos no controle da producéo,
transporte e utilizacdo de glicose (PADDOCK et al., 2007).
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Com relacéo ao cancer tanto os PPARs como os acidos graxos estdo implicados
na regulacdo do ciclo celular, diferenciacédo e apoptose (ROSEN, 2001 apud BARROS,
2010). As propriedades na inducdo de apoptose e de diferenciacdo celular do PPA-
Ry propiciam efeitos benéficos importantes nos tratamentos de diferentes tumores,
incluindo carcionomas de mama, colon, prostata, pancreas, cancer das vias biliares,
hipofise e gastricos, tanto nos tratamentos in vivo como in vitro (KOEFFLER, 2003;
HEANEY, 2004 apud BARROS, 2010).

Embora um grande numero de pesquisas descrevam 0s mecanismos de acado
induzidos pelo tratamento com TZDs, a base molecular para sua acdo antitumoral
permanece incompletamente elucidada. Sabe-se, a partir dos estudos ja existentes,
que a apoptose e a diferenciacédo celular sao os principais mecanismos relacionados
a ativacdo do PPARy em células cancerigenas (BLANQUICETT; RAMON; MICHAEL,
2008 apud BARROS, 2010).

Nesta pesquisa nos avaliamos os efeitos in vitro da associacado da pioglitazona
com baixas doses de doxorrubicina com o objetivo de reduzir os efeitos adversos
promovidos pela quimioterapia usando doxorrubicina.

2 METODOLOGIA

2.1 FARMACOS

A Pioglitazona e a doxorrubicina foram obtidos de Sigma Aldrich Co., St Louis,
MO, USA.

2.2 CELULAS

As linhagens de células humanas utilizadas foram: K562 (eritroleucemia), NCI-
-H292 (carcinoma mucoepidermodide de pulmao), HEp-2 (carcinoma epidermoide
de laringe), HL-60 (leucemia promielocitica), MCF-7 (cancer de mama) mantidas no
laboratorio de Cultura de Células do Departamento de Antibioticos. As linhagens uti-
lizadas foram mantidas em DMEM — Minimum Essencial Médium Eagle modificado
Dulbecco’s (Sigma Aldrich), suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO), 1%
de solucdo de antibiotico (penicilina 1000 UI/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1%
de L-glutamina 200 mM, mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO,,.

2.3 CITOTOXICIDADE EM CELULAS TUMORAIS

A determinagédo das concentragdes inibitorias medias (CI,,) das amostras foi
realizada por meio do método colorimétrico do MTT. As células tumorais (K562, NCI-
-H292, HEP-2, HL-60 e MCF-7) foram semeadas (2 x 10° células x poco™?) em placas
de 96 pocgos (BD/Labware®). Em seguida as substancias previamente dissolvidas em
DMSO, foram diluidas em série no meio DMEM para obtencao das concentracdes
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(0,048 - 50ug.mL?) e adicionadas em placas de 96 pocos (100 uL. Poco™). A doxorru-
bicina foi utilizada como padrao.

Apds 72h de contato das células com os compostos, as placas foram centrifuga-
das a 1500 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi aspirado e foram adicionados
150uL de solucdo de MTT ([brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-1il)-2,5-difenil tetrazo-
lio]) (Sigma-Aldrich®) na concentracao de 5 mg.mL™. As placas foram deixadas por 3h
em estufa 37°C e ao final desse periodo, 150 uL de DMSO foi adicionado a cada poco
para a dissolucdo dos cristais de formazam. A absorbancia foi medida em um leitor
de microplacas (Modelo 3550 BIO-RAD, Inc.) no comprimento de onda de 560nm e o
efeito dos compostos foi quantificado pela comparacdo com a absorbancia do grupo
controle.

2., COLORACAO DIFERENCIAL POR LARANJA DE ACRIDINA/BROME-
TO DE ETiDIO

Este método permite diferenciar células viaveis daquelas em processo de mor-
te por apoptose ou necrose por meio da contagem diferencial por fluorescéncia. As
suspensdes de células controle e tratadas com os compostos foram transferidas para
eppendorfs e centrifugadas por 3min em baixa rotacdo. O sobrenadante foi descar-
tado e as células foram ressuspendidas em 20uL de solucdo de PBS. Em seguida, 1ulL
da solucdo de Laranja de Acridina/Brometo de Etidio foi adicionado a cada tubo e
uma aliquota dessas células foi transferida para uma lamina e montado com laminula
para, em seguida, ser contada considerando cada evento celular de interesse, foram
contadas 300 (trezentas) células, em duplicata, para quantificacdo percentual de cada
evento celular (vidveis, necroéticas e apoptoticas).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores obtidos no uso do Pioglitazona isoladamente para cada linhagem de
celulas tumorais podem ser observados na Figura 1, a combina¢do de pioglitazona
e doxorrubicina apresentou efeitos citotoxicos significativos em todas as linhagens
testadas. Nas linhagens de K562, Hep-2 e NCI-H292 os efeitos da combinacdo de
doxorrubicina+pioglitazona ndo apresentou diferencas estatisticas em comparacao
aos resultados obtidos pelo uso da doxorrubicina usada isoladamente.
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Figura 1 — Atividade citotdxica dos farmacos isoladamente e em combinacéao.
Os resultados estao expressos em IC50 e intervalos de confianca de trés experimen-
tos diferentes obtidos por regressdo ndo-linear
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Fonte: Os Autores

A analise do tipo de morte celular induzida pelos tratamentos com os farmacos
isoladamente e combinados, na linhagem de K562, pode ser observado na Figura 2. A
combinacdo de pioglitazona e doxorrubicina induziu apoptose na maioria das célu-
las, indicando um efeito mais seletivo e menos toxico.

Varias pesquisas demonstraram o efeito dos agonistas do PPARy, inibindo a pro-
liferacdo celular e atuando nos pontos de controle do ciclo celular (KOEFFLER, 2003,
HEANEY, 2004). A ativacdo do PPARy também estd relacionada a apoptose, principal-
mente pelo aumento da expressdo dos genes p27 e c-myc (OHTA et al, 2001; MAR-
TELLI et al., 2002).
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Figura 2 — Analise do tipo de morte celular em K562. Os resultados estdo expres-
sos em numero de células, obtidas pela coloracao diferencial por Laranja de Acridina/
Brometo de Etidio
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A troglitazona, um potente agonista do PPARy, promoveu inibi¢do significativa
do crescimento celular em linhagens de células neoplasicas tireoidianas por parada
do ciclo celular e apoptose (PARK et al,, 2005). Esse farmaco inibiu também a prolife-
racdo em células derivadas de cancer de figado humano (HepG2), pela via de ativacdo
da caspase 3, reducdo da expressao do gene BCL2 e aumento da expressdo dos genes
BAX e BAK (LI et al., 2003).

O tratamento com pioglitazona mostrou-se eficaz em linhagens leucémicas e
em células de cancer de colon, onde houve notavel diminuicdo da proliferacao e
inducao de apoptose (ZANG et al, 2006; CERBONE et al., 2007). Os experimentos rea-
lizados por de Zhang e outros autores (2007), demonstraram que farmacos agonistas
do PPAR podem ser usados em associacdo com quimioterapicos, utilizados comu-
mente no tratamento do cancer, potencializando seu efeito.
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalno demonstraram que os efeitos da utilizacéo da Pio-
glitazona associada a baixas doses de Doxorrubicina, apresentam uma correlacao si-
nérgica extremamente efetiva quanto a citotoxicidade e inibicdo do desenvolvimento
celular em linhagens tumorais. Nossos resultados sugerem que o uso associado da
doxorrubicina com a pioglitazona poderia reduzir os efeitos adversos pelo uso de
doses terapéuticas mais baixas.
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