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RESUMO

A neoplasia géastrica representa 0 quarto e quinto tipo de tumor com maior incidéncia no
Brasil, em homens e mulheres, respectivamente. As terapias atuais direcionadas para esta
neoplasia apresentam uma taxa de sucesso insatisfatoria. Dentre as possiveis estratégias, esta
a utilizacdo de inibidores especificos que auxiliem na interrupcdo da progressdo tumoral.
Neste sentido, o presente estudo avaliou o potencial antineoplasico da idarrubicina em
associacdo ao mebendazol (MBZ) em uma linhagem celular de cancer gastrico metastéatico,
AGPO1. A idarrubicina (IDA) capaz de induzir danos ao DNA, através da intercalacdo entre
os pares de bases, quebrando a fita de DNA e interacdo com a enzima topoisomerase Il € 0
MBZ, por sua vez, atua através da despolimerizacdo da tubulina e posterior desestruturacdo da
funcdo dos microtubulos. Em vista disso, o estudo teve o intuito de realizar ensaios in vitro
para avaliar a eficacia destas drogas isoladas e em combinacdo em uma linhagem estabelecida
partir de uma amostra de paciente com cancer gastrico metastatico. Os dados revelaram que
tanto a IDA quanto o MBZ apresentaram elevada citotoxicidade na linhagem AGPO1 (242nM
e 300nM), sendo que a maior atividade citotoxica foi conferida na associacdo das substancias
com a Clsp de 123,8nM para IDA e 153,5nM para 0 MBZ. Além disso, verificou-se que
ambas as substancias isoladas e em associacgdo retardaram o processo de migracéo celular 12
horas apds o tratamento com IDA isolada na concentracdo de 121nM quando comparado o
CN (p<0,05), 12 horas ap06s o tratamento com IDA isolada na concentracdo de 242nM quando
comparado o CN (p<0,001), 12 horas ap06s o tratamento nas concentra¢es 123,9 nM (Clso da
combinacgédo IDA) e 153,5nM (Clso da combinacdo MBZ) quando comparado ao CN (p<0,05).
Além disso, a tanto a IDA quanto o MBZ, isolados e em associac¢do, induziram a apoptose na
linhagem AGPO1 (p<0,001). Adicionalmente, ambas as substancias tanto isoladamente quanto
em associacdo foram capazes de bloquear o ciclo celular, na fase S para IDA e MBZ+IDA e
na fase G2/M para o MBZ. Vale ressaltar que esse € o primeiro estudo que associa a IDA ao
MBZ em cancer. Ao avaliarmos os efeitos das substancias, € de suma importancia ressaltar
que ao combinarmos as substancias verificamos que a dose necessaria para produzir 0s
mesmo efeitos que as substancias isoladas, foi reduzida pela metade. Os resultados gerados
pelo presente trabalho demonstram que tanto as substancias isoladas quanto as substancias em
associacdo apresentam um potencial anticancer bastante promissor para pacientes no cancer

gastrico avancado.

Palavras-chave: Cancer gastrico, idarrubicina, mebendazol, AGP01



ABSTRACT

Gastric cancer represents the fourth and fifth type of tumor with the highest incidence in
Brazil, in men and women respectively. Current therapies directed to this type of cancer have
an unsatisfactory success rate. Among the possible strategies is the use of specific inhibitors
that assist in the interruption of tumor progression. Therefore, the present study evaluated the
cytotoxic potential of idarubicin in combination with mebendazole (MBZ) in a metastatic
gastric cancer cell line, AGPO1. Idarubicin (IDA) capable of inducing DNA damage through
intercalation between base pairs, breaking the DNA strand and interacting with the enzyme
topoisomerase Il and MBZ, in turn, acts through depolymerization of tubulin and subsequent
disruption of microtubule function. In view of this, the study aimed to perform in vitro tests to
evaluate the efficacy of these drugs alone and in combination in a cell line established from a
sample of a patients with metastatic gastric cancer. The data revealed that both IDA and MBZ
showed high cytotoxicity in the AGPO1 (242nM and 300nM) cell line, with the highest
cytotoxic activity being conferred on the association of the substances with the 1Cso of
123,9nM for IDA and 153,5nM for the MBZ. In addition, both isolated and associated
substances delayed the cell migration process 12 hours after treatment with IDA isolated at
the concentration of 121nM when compared to the negative control (p<0.05), 12 hours after
the treatment with isolated IDA at the concentration of 242nM when compared to the negative
control (p<0.001), 12 hours after treatment in the 123,9nM concentration (ICso of the IDA
combination) and 153,5nM (ICsp of the combination MBZ) when compared to the negative
control (p<0.05). In addition, both IDA and MBZ, isolated and in association induced
apoptosis in the AGPO1 cell line (p<0.001). In addition, it was found that both substances,
both alone and in combination, were able to block the cell cycle, in the S phase for IDA and
MBZ + IDA and in the G2/M phase for MBZ. It is worth mentioning that this is the first study
that associates IDA with MBZ in cancer. In assessing the effects of substances, it is of the
utmost importance to note that by combining the substances we find that the dose needed to
produce the same effects as the isolated substances has been halved. The results generated by
the present study demonstrate that both MBZ and IDA present a very promising anticancer
potential for patients with advanced gastric cancer.

Key words: Gastric cancer, idarubicin, mebendazole, AGPOL.
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1.  INTRODUCAO

1.1 Considerag0oes Gerais

Com base no documento World cancer report (2014) da International Agency for
Research on Cancer (IARC) da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), é incontestavel que o
cancer se tornou um problema de salde publica, principalmente em paises em
desenvolvimento, onde se espera, que nas proximas décadas, o cancer ocasione um impacto
na populacdo, com taxas de incidéncias correspondendo a cerca de 80% dos 20 milhdes de
novos casos estimados para 2025 (INCA, 2016; JEMAL et al., 2011).

O projeto Globocan/IARC, em 2018, realizou uma estimava mundial, que apontou que
dos 14 milhdes de novos casos, mais de 60% ocorrem em paises em desenvolvimento e dos 8
milhdes de Obitos, cerca de 70% ocorrem nestes mesmos paises, sendo as taxas de
sobrevivéncia insatisfatorias, devido ao diagnostico tardio e ao acesso limitado ao tratamento
padrédo (JEMAL et al., 2011).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer, os tipos de cancer mais incidentes em
homens serdo proéstata (31,7%), cancer de pulmao (8,7%), intestino (8,1%), estdmago (6,3%)
e cavidade oral (5,2%). Em mulheres, o cancer de mama ocupa a primeira posicdo com
29,5% de incidéncia, seguido do céncer de intestino (9,4%), colo do utero (8,1%), pulméao
(6,2%) e tireoide (4,0%) (INCA, 2018).

A base genética para o cancer foi definida através da descoberta de mutacdes que
produzem oncogenes com ganho de funcdo e genes supressores de tumor com a perda de
funcdo; esta hipdtese foi baseada em resultados experimentais de pacientes com cancer
colorretal e inspirado por modelos propostos por Armitage e Doll, Nowell, Knudson e outros
(BISHOP E WEINBERG, 1996; VOGELSTEIN e KINZLER. 2015).

O céncer decorre do crescimento desordenado de células, com o potencial de invadir
tecidos e orgdos, levando a formacdes de tumores ou neoplasias malignas. A carcinogénese
designa-se por uma sequéncia de eventos que ocorre em multiplas etapas, ocasionadas por

alteracGes genéticas e epigenéticas, que conferem a célula um potencial proliferativo
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exacerbado, entre outras caracteristicas que estdo associadas ao fendtipo maligno
(WEINBERG, 2008; HANAHAN e WEINBERG, 2011).

De acordo com Vogelstein e Kinzler (2015), uma célula tumoral se desenvolve a partir
de trés amplas fases: 1) fase de avanco, onde uma célula adquire uma mutacdo em um “driver
gene” (consiste em um gene decisivo para o inicio da proliferacdo de células tumorais). 2)
fase de expansdo, é conduzida por uma segunda mutagdo em um “driver gene” que permite
que a célula se prolifere no seu ambiente local apesar das baixas concentracfes de fatores de
crescimento, nutrientes, oxigénio e adequado contato célula-célula e 3) fase de invasao, a
mutacdo que inicia a fase de avanco é frequentemente muito especifica — um ndmero limitado
de vias reguladoras do crescimento parece ser capaz de iniciar neoplasia em um dado tipo
celular. De acordo com a progressdo do tumor, esta especificidade parece ser
progressivamente perdida, entdo um ndmero maior de “driver gene” pode transformar uma
célula da fase de expanséo para a fase de invaséo.

O desencadeamento destas modificagdes no céncer pode ser por diversos fatores,
sejam eles extrinsecos como tabaco, radiacfes, produtos quimicos ou agentes infecciosos,
como por fatores intrinsecos como mutacdes genéticas hereditarias, mutacfes aleatorias ou
hormonios. Estes fatores podem agir mutualmente, em que um pode potencializar o outro,
iniciando ou promovendo o desenvolvimento de neoplasias (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2009; INCA, 2017).

Tomasetti et al. (2017), realizaram um estudo em 17 tipos de cancer em 69 paises em
todo 0 mundo e destacaram um terceiro fator que pode estar envolvido no desenvolvimento
do cancer, eles descreveram o papel proeminente das mutagdes replicativas (R), as quais sdo
destacadas como erros inevitaveis que estdo associados a replicacdo do DNA. Descobriram
que uma parte substancial das mutacdes em "genes drives" do cancer, sdo de fato ocasionadas
por fatores replicativos. Existem relatos que cerca de trés mutagdes ocorrem cada vez que um
célula-tronco normalmente se divide (TOMASETTI et al. 2013; LYNCH M. 2010). MutacGes
no DNA parecem surgir por quatro fontes: 1) efeitos quanticos no emparelhamento de bases
(KIMSEY et al., 2015), 2) erros cometidos pela polimerase (KUNKEL, 2009), 3)
desaminacdo hidrolitica das bases (FROMME & VERDINE, 2004) e 4) danos por espécies

reativas de oxigénio produzidas endogenamente ou por outros metabolitos (COLLINS, 2005).
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Estas mutacbes ocasionam fendmenos fenotipicos que promovem as transformacdes
celulares e patoldgicas. Neste sentido, Foulds (1954), descreveu uma revisdo sobre analises
patologicas em Orgdos de ratos nos quais verificou-se uma serie de lesdes que parecem
representar passos intermedidrios em um processo através do qual as células evoluem
progressivamente da normalidade por meio de uma série de estados pré-malignos em canceres
invasivos.

De acordo com Hanahan e Weinberg (2011), essas modificacGes/alteracdes celulares
(Hallmarks) que levam a formacdo de um tumor maligno podem ser descritas como: 1)
manutencdo da sinalizagdo proliferativa, 2) insensibilidade a sinais antiproliferativos, 3)
escape da destruicdo pelo sistema imune, 4) capacidade replicativa ilimitada, 5) inflamagéo
promovida pelo tumor, 6) invasdo e metastase, 7) inducdo da angiogénese, 8) instabilidade
gendmica, 9) resisténcia a morte celular e 10) desregulacdo do metabolismo energético celular
(Figura 1). Desta forma, a inibicdo ou reversdo destas falhas podem ser importantes

estratégias para combater 0 processo carcinogénico.

Fig. 1 - Capacidades adquiridas por uma célula cancerigena necessérias para o crescimento e progressdo do
tumor (Adaptado de: HANAHAN e WEINBERG, 2011).
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Vale ressaltar que a ordem com que esses eventos acontecem pode ser bastante
varidvel, dependendo do tipo de cancer. Em certos tumores, uma determinada lesdo genética
pode conferir a célula duas ou mais capacidades simultaneas, diminuindo o nimero de etapas
necessarias para completar a tumorigénese. A exemplo, destaca-se a perda de fungdo do gene
supressor de tumor TP53, o qual pode favorecer tanto a resisténcia a apoptose quanto a
angiogénese, assim como conceder caracteristicas de instabilidade genémica (HANAHAN e
WEINBERG, 2000).

Em certos tipos tumorais, uma determinada capacidade pode ser desencadeada através
da simultanea alteracdo genética de dois ou mais genes, aumentando 0 nUmero necessario
para a progressdo tumoral. Isto reforca a importancia da implementagédo de inibidores
tumorais que abranjam um maior nimero de marcadores celulares, com a finalidade de
suprimir mais eficazmente a progressdo tumoral (HANAHAN e WEINBERG, 2000).

Com base no exposto é indiscutivel que o cancer é um importante problema de saude
publica e apesar dos inumeros esforcos as medidas de erradicacdo e controle da doenca
avancada permanecem ainda indefinidas (JEMAL et al., 2011). Em vista disto, o presente
estudo visou avaliar a eficacia de drogas, que tem demonstrado resultados promissores, em

um dos cinco tipos de canceres mais incidentes em todo mundo, o cancer gastrico.

1.2 Cancer Gastrico

O cancer gastrico representa a quarta neoplasia com maior frequéncia em todo mundo
e em relacdo a mortalidade, para ambos 0s sexos, € a terceira causa em nivel mundial, com
723 mil mortes, 8,8% do total (INCA, 2018; KONTUREK et al., 2009).

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) realizou uma estimativa que para cada ano do
biénio 2018/2019 sejam diagnosticados 21.290 novos casos de cancer de estdbmago, sendo
13.540 em homens e 7.750 em mulheres, no Brasil. Esses valores correspondem a um risco
estimado de 13,11 casos novos a cada 100 mil homens e 7,32 para cada 100 mil mulheres.
Este tipo de cancer é o quarto mais incidentes em homens e o sexto em mulheres. Verificou-se
também que na Regido Norte o cancer de estbmago € o segundo (12,35/100 mil) mais

frequente em homens e o sétimo (5,34/100 mil) em mulheres (INCA, 2018).
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O céancer gastrico tem maior predominancia em individuos com idade acima de 30
anos; entdo, a medida que a populacdo envelhece o pico de incidéncia aumenta rapidamente e
constantemente, atingindo os grupos etarios mais velhos, tanto em homens como em mulheres
(HAMILTON e ALTONEN, 2000).

O céncer gastrico pode iniciar em qualquer parte do estbmago e atingir diferentes
camadas de tecidos, sendo assim podem ocorrer tipos diferentes de cancer no estdbmago
(INCA, 2014; SHANG, 2005).

Histologicamente, o estbmago é constituido por quatro camadas: mucosa, submucosa,
muscular e serosa (SOBIN et al., 2004) (Figuras 2 e 3). A camada muscular, por sua vez, é
subdividida em muscular obliqua, muscular circular e muscular longitudinal (Figura 2 e 3)
(SOBIN et al., 2004). Anatomicamente, o estdmago tem inicio na juncdo gastroesofagica e
estende-se até o piloro. A cardia € a parte proximal, localizada logo abaixo do diafragma. Em
seguida encontram-se o fundo e o corpo, seguido pela porcao distal conhecida como antro,
terminando no piloro, responsavel por controlar o fluxo de alimento do estébmago para o
duodeno (Figura 2) (AJCC, 2010). Alguns estudos mostraram que as neoplasias que ocorrem
na cardia, fundo e corpo compartilham caracteristicas que os diferenciam dos casos que
ocorrem no antro, como o tamanho do tumor, aspecto macroscopico, invasdo venosa,
profundidade da penetracdo parietal, metastases nodais e o estagio pTNM (PINTO-DE-
SOUSA et al., 2001).

Fig. 2 - Anatomia do estdmago. A imagem fornece mais detalhes das camadas da parede do estdmago (Adaptado
de: COFFEY et al., 2007).
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Fig. 3 - Histologia gastrica normal: M — Mucosa (MM — muscular da mucosa); SM — Submucosa; MO, MC e
ML — Musculares obliqua, circular e longitudinal, respectivamente; S — Serosa (UL, 2017).

A neoplasia gastrica apresenta-se predominantemente de trés tipos histologicos,
adenocarcinoma, tumor originado na camada mucosa (responsavel por 95% dos tumores),
linfoma (diagnosticado em cerca de 3% dos casos) e leiomiossarcoma, iniciado em tecidos
que ddo origem aos musculos (SHANG, 2005).

Diversas alteracBGes genéticas acontecem para ativar a transformacdo de uma mucosa
gastrica normal para um carcinoma gastrico. Entretanto, processos inflamatérios na mucosa
gastrica tém sido relatados como um passo primordial para a carcinogénese gastrica. A
infeccdo por Helicobacter pylori compreende a causa mais fortemente associada ao aumento
no risco para o desenvolvimento de cancer de estbmago. Entre os demais fatores ambientais
estdo, dieta, principalmente pelo elevado uso de sal e de comidas contendo compostos N-
nitroso, obesidade, tabagismo, e fatores genéticos (PIAZUELO, 2013; AZARHOUSH et al.,
2008; KONTUREK et al., 2009; DE MARTEL et al., 2013; CHANG et al., 2001; DIACONU
etal., 2017).

A carcinogénese gastrica € um processo lento e de varias etapas com mudancas

moleculares e celulares, assim como a maioria dos tipos de cancer. Basicamente, pode ser
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dividido em céancer gastrico esporadico, em que ndo ha evidéncias hereditarias; e familiar, em
que héa forte relacdo com fatores genéticos herdaveis (aproximadamente 10% dos casos de
cancer gastrico) (BOLAND; YURGELUN, 2017; DICKEN, et al. 2005).

Diversas abordagens podem ser utilizadas no intuito de buscar se conhecer as
alteracOes quantitativas que venham a justificar o processo de carcinogénese e, em ultima
andlise, permitam a elaboracdo de novas estratégias de diagndstico, de avaliacdo progndstica e
de novos alvos terapéuticos em neoplasias humanas (SEABRA et al., 2014).

Com base nesses dados é de extrema importancia ressaltar que a alta incidéncia de
cancer gastrico em todo mundo representa um grande desafio clinico, devido a maltiplos
diagndsticos em estados avancados da doenca e a auséncia de terapias especificas, tornando-
se um problema de satde publica (MINCIS, 2011; PIAZUELO, 2013).

1.2.1 ADENOCARCINOMA GASTRICO

Piso et al., (2000) mostraram que, entre os pacientes que tinham diagndstico
histologicamente confirmado de céancer gastrico, o adenocarcinoma (tumor originado na
camada mucosa) foi o tipo histolégico mais comum.

Em estagios iniciais, o adenocarcinoma € assintomatico ou apresenta sintomas
inespecificos, e em recorréncia disto, a patologia gastrica € muitas vezes diagnosticada em
estagios avancados ou metastaticos. A medida que o tumor se torna mais extenso, pode
desenvolver-se um desconforto abdominal superior insidioso, que pode variar entre uma
sensacdo de saciedade pds-prandial precoce e uma dor grave e permanente. Outras formas de
apresentacdo habituais sdo a anorexia, nauseas e vomitos, estando a disfagia associada a
tumores da cardia (ROUKOS, D.H.; AGNANTIS, N.J., 2002).

A classificacdo histoldgica de Laurén divide os adenocarcinomas de estbmago em dois
tipos: intestinal e difuso, sendo o tipo difuso o mais frequente (CREW e NEUGUT, 2006; WU
et al., 2006; ZHENG et al., 2007). O tipo intestinal apresenta um padrdo de crescimento
expansivo, células com nucleos grandes e irregulares e uma coesao celular que favorece a
formacéo de estruturas tubulares do tipo glandular, tendo maior predominancia em homens e
em grupos de idade avancada, sendo mais frequente na localizagdo proximal do que distal
(NOMURA, 1996; PISO et al., 2000). Por outro lado, o tipo difuso é constituido de pequenas
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células ndo coesas, infiltrando-se difusamente na parede gastrica com pouca ou nenhuma
formacdo glandular, podendo apresentar células com nucleos periféricos (anel de sinete)
devido a elevada produgdo de mucina (ESPEJO e NAVARRETE, 2003; HAMILTON e
ALTONEN, 2000). O tipo difuso é pouco diferenciado, tem prognostico ruim, apresenta-se
em forma de tumores maiores (WU et al., 2006)

Existem diferengas significativas no aparecimento dos tipos de adenocarcinoma
gastrico difuso e intestinal. Geralmente o tipo difuso ndo apresenta lesdes pré—neoplasicas
evidentes e esta geralmente associado a fatores hereditarios (CESAR et al., 2002), enquanto
que o tipo intestinal é precedido de lesdes pré—neoplasicas progressivas, como gastrite
cronica, atrofia gastrica, metaplasia intestinal e displasia e esta associado a fatores ambientais
(FENOGLIO-PREISER et al., 2003; KHAN e SHUKLA, 2006; ZHENG et al., 2007; CESAR
et al., 2002).

Em vista disso, para um diagndstico mais especifico para o adenocarcinoma gastrico,
foi realizado um sistema de classificacdo, estabelecido pela American Joint Committee on
Cancer (AJCC) juntamente com a Union Internationale contre Le Cancer (UICC), que
determina os atributos patologicos, descrevendo os tumores com base na configuracdo
microscépica e no padrdo de crescimento, tais como: extensdo do tumor primario (pT),
auséncia ou presenca de metastases para linfonodos regionais (pN) e auséncia ou presenca de
metéstases a distancia (pM), assim como o estadiamento desses tumores. Este sistema resulta
na combinacdo de T, N e M em grupos especificos que irdo designar a extensdo anatémica do
cancer (WASHINGTON, 2010; CREW e NEUGUT 2006; AJCC, 2010). Por conseguinte, 0
resultado do pTNM determina o estadio da doenca, estando diretamente relacionado com o

prognostico do paciente (AJCC, 2010).
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Fig. 4 - Combinacdo de T, N e M. T (extensdo do tumor primario), N (comprometimento linfonodal) e M
(metéstase a distancia). Fonte: (JAPANESE CLASSIFICATION OF GASTRIC CARCINOMA, 2011).

A Tabela 1 demonstra a classificacdo dos tipos tumorais de acordo com a profundidade
do tumor (em Tumor Primario), a presenca e/ou auséncia de linfonodos comprometidos (em
Linfonodos Regionais) e a presenca e/ou auséncia de metastase a distancia (em Metéstase a
Distancia). Em seguida, na Tabela 2, encontra-se o estadiamento do tumor que esta
relacionado ao progndstico do paciente e € resultante da combinacdo da classificacdo

observada na Tabela 1 (WASHINGTON, 2010).
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Tabela 1: Classificacdo do TNM patolégico (WASHINGTON, 2010).

pT
X
T0
Tis
T1
Tla
Tib
T2
T3

T4

T4a
T4b

pN
NX
NO
N1
N2
N3
pM
MX
MO
M1

Tumor Primario
O tumor primario ndo pode ser avaliado.
N4o ha evidéncia de tumor primario.
Carcinoma in situ: tumor intraepitelial sem invaséo da lamina propria.
Tumor invade a lamina propria, muscular da mucosa ou submucosa.
Tumor invade a lamina propria ou muscular da mucosa.
Tumor invade a submucosa.

Tumor invade a muscular propria.

Tumor que invade a serosa (peritdnio visceral). Tumor penetra no tecido conjuntivo
subseroso sem invasao do peritdnio visceral ou estruturas adjacentes. Também incluem
aqueles que se estendem ao gastrocolico ou ligamentos gastrohepaticos, ou para o
omento maior ou menor, sem perfuracdo do peritdnio visceral que cobre estas
estruturas.

Tumor invade a serosa (peritdnio visceral) ou invade estruturas adjacentes.

Tumor invade a serosa (peritonio visceral).

Tumor invade estruturas adjacentes como bacgo, célon transverso, figado, diafragma,
pancreas, parede abdominal, glandula adrenal, rim, intestino delgado e retroperitonio.

Linfonodos Regionais
Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
Auséncia de metastase em linfonodos regionais.
Metastase em 1 a 2 linfonodos regionais.
Metastase em 3 a 6 linfonodos regionais.
Metastase em 7 ou mais linfonodos regionais.
Metastase a Distancia
A metéstase ndo pode ser avaliada.
Auséncia de metastase a distancia.

Metastase a distancia.



Tabela 2: Grupamento por estadios (WASHINGTON, 2010).

Estadiamento

Estadio 0

Estadio IA

Estadio IB

Estadio 1A

Estadio 1B

Estadio 1A

Estadio I1I1B

Estadio I11C

Estadio IV

Tis
T1
T1
T2
T3
T2
T1
T4a
T3
T2
T1
T4a
T3
T2
T4b
T4a

T3

T4a

T4b

Qualquer T

Combinacgdes TNM
NO
NO
N1
NO
NO
N1
N2
NO
N1
N2
N3
N1
N2
N3

NO-1
N2

N3

N3

N2-3

Qualquer N

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

M1

25
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1.2.2 CARCINOMATOSE PERITONEAL

Um agravante de grande relevancia clinica € a presenca de celulas neoplésicas na
cavidade peritoneal. Segundo o National Cancer Institute (NCI) dos EUA, a carcinomatose
peritoneal (PC) ou ascite maligna (MA) é definida como uma condi¢do em que o liquido
contendo células tumorais em quantidade anormal se aloja na cavidade abdominal (HAYES et
al., 1999; HAYES et al., 1996). Este quadro constitui um estagio avancado no cancer gastrico
e configura um mal prognostico ao paciente (HAYES et al., 1996).

A fisiopatologia da ascite maligna é multifatorial. Postula-se que a formacao de ascite
estd relacionada com uma combinacdo de permeabilidade vascular alterada e drenagem
linfatica obstruida. O alto teor de proteina de ascite maligna indica que ha uma alteracdo na
permeabilidade vascular para permitir que grandes moléculas se acumulem no espaco
intraperitoneal. Senger et al. (1983) mostraram que 0s vasos do revestimento peritoneal de
animais experimentais com tumores de ascites foram significativamente mais permeaveis,
devido a presenca de um fator de permeabilidade encontrado somente em ascites tumorais.

Garrison, et al., (1986) tentaram explicar a correlacdo entre os niveis elevados de
proteinas e uma taxa de sobrevivéncia favoravel e propuseram a hipdtese que certos tumores
segregam um fator que altera a permeabilidade vascular e provoca acumulacdo de fluido na
auséncia de obstrucdo linfética. Este fator de permeabilidade vascular, conhecido como o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), é responsavel por permitir um grau variavel de
movimento de micro e macromoléculas através do endotélio vascular, na definicdo de estados
fisiol6gicos normais (NAGY et al., 2008). Zebrowski colaboradores (1999), mostraram que
os niveis de VEGF foram significativamente maiores em ascite maligna quando comparado
com ascite ndo malignos.

Em decorréncia disto, selecionar uma modalidade de tratamento adequada continua a
ser um processo cuidadoso, que deve levar em conta os potenciais riscos e beneficios e a
expectativa de vida do paciente. Apos cuidadosa revisdo da origem do tumor primario do
paciente, biologia tumoral, estdgio tumoral, status de desempenho do paciente e
comorbidades, descolamento cirdrgico e quimioterapia intraperitoneal, devem ser
considerados se os beneficios da terapia superam os riscos de operagdo porque as curvas de
sobrevida podem ser estendidas e tratamento paliativo da ascite maligna sintomatica podem

ser alcancadas em alguns pacientes (SANGISETTY;. MINER, 2012).
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Até os tempos atuais os meétodos de tratamentos especificos para este tipo de
acometimento sdo limitados, sendo a cirurgia de citorreducdo (resseccao de toda superficie
peritonial parietal e visceral invadida macroscopicamente pela neoplasia) e a técnica de
quimioterapia no abddmen no intra-operatorio, chamada quimioterapia intraperitoneal
hipertérmica (HIPEC), sendo as técnicas aplicadas na tentativa de melhores resultados
oncolégicos (CHUNG e KOZUCH, 2008; RABELO et al., 2012).

Porém, os beneficios terapéuticos para pacientes acometidos com carcinomatose
peritoneal ndo sdo muito favoraveis. Em suma, ha uma caréncia de estudos randomizados que
identifiqguem terapias mais eficazes para essa neoplasia. Isto decorre do fato da carcinomatose
peritoneal ser resistente as terapias atuais (JACQUET, et al., 1996; YONEMURA, et al.,
1995).

Com base no exposto, & possivel identificar que existe uma urgente necessidade de
introduzir novos agentes terapéuticos na gestdo da carcinomatose peritoneal. Em vista disso, 0
presente trabalho visou contribuir para o conhecimento de possiveis agentes quimioterapicos
que sejam eficazes para esta neoplasia através da utilizacdo de uma linhagem celular extraida

a partir de ascite carcinomatosa.

1.2.3 LINHAGENS CELULARES DE ADENOCARCINOMA GASTRICO

A cultura de linhagens celulares humanas tem gerado importantes esclarecimentos a
respeito da biologia molecular do cancer, assim como elucidado o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas, que visem inibir o crescimento e progressdo dessas células
cancerigenas (1IAN, 2010).

Para reunir informacbes sobre a evolucdo desta neoplasia tem sido utilizado o
estabelecimento e caracterizacdo de linhagens celulares de cancer gastrico, uma vez que estas
podem refletir em uma diversidade de fenotipos tumorais, fornecendo modelos bioldgicos
Uteis para o estudo de malignidades (RIBEIRO et al., 2010). Relativamente hd poucas
linhagens celulares de cancer gastrico disponiveis (PARK et al., 1997).

Nosso grupo de pesquisa estabeleceu e caracterizou trés linhagens tumorais partir de
ascite maligna (AGP01), de tumores primarios de adenocarcinoma gastrico do tipo difuso

(ACPO02) e intestinal (ACPO03) a partir de pacientes brasileiros (LEAL et al., 2009).
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A linhagem AGPO1 (Ascite Gastrica Paraense 01), foi obtida a partir de células
neoplasicas presentes em amostras da ascite carcinomatosa de adenocarcinoma gastrico de um
paciente do Estado do Pard. O tumor ocupava as regiGes do corpo e do antro, classificado
como sendo tipo intestinal e estadiado como T3N2M1, apresentando padrdo de crescimento
em monocamadas com divisdes alteradas. A constar, que estas sdo as primeiras linhagens ja

estabelecidas no Brasil (LEAL et al., 2009).

Fig. 5 - Morfologia das linhagens celulares de céancer géastrico, ACP02, ACP03 e AGP0O1 em cultura. (A)
Crescimento desorganizado de camada Unica com algumas aglomeragdes (x40). (B) divisdo celular bipolar

(x100). (C) Crescimento desorganizado de camada Unica em AGPO1 (x40) (LEAL et al., 2009)

Observou-se, durante o desenvolvimento da cultura celular das linhagens, que elas
crescem de maneira desorganizada com aglomeragdes e divisdes heterogéneas (bipolar e
multipolar), e isto contribui para instabilidade cromossémica. As linhagens celulares ACP02,
ACPO03, e AGPO1 partilham alteracBes genéticas que justificam sua utilizagdo como um
modelo de carcinogénese gastrica nesta populacdo (LEAL et al., 2009). Por ser uma linhagem
estabelecida a partir do maior grau de invasdo do cancer gastrico, a AGPO1 foi a linhagem

celulares selecionada para o desenvolvimento do presente estudo.

1.2.4 TRATAMENTO CANCER GASTRICO

O progndstico do cancer de estbmago varia grandemente com o estadiamento sendo a
triade de tratamento mais eficaz a cirurgia, radioterapia e quimioterapia, sendo a gastrectomia,
técnica que consiste na resseccao parcial ou total do estdbmago e linfonodos regionais (com o
intuito de evitar disseminacdo das células tumorais) na tentativa de modificar a historia

natural da doenca (DICKEN et al., 2005; DIKKEN et al., 2012; Japanese Gastric Cancer
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Association, 1998). Entretanto, somente cerca de 30 a 50% dos pacientes com esse tipo
tumoral podem ser operados e mesmo para pacientes que sdo submetidos a resseccdo total, a
taxa de recorréncia ainda é elevada (HEJNA et al., 2006).

O tratamento mais eficaz para o cancer gastrico ainda ndo foi estabelecido, por este
motivo que as opgdes terapéuticas combinadas e a sequencia de tratamento sdo alvos de
estudos a décadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

ROUGIER et al. (1994) demostraram que dois tercos dos pacientes que realizaram
gastrectomia total e remocdo de alguns linfonodos regionais apresentaram recidiva dentro de
2 a 3 anos. Com isso, a quimioterapia e a radioterapia passaram a complementar a abordagem
teraupéutica, com a finalidade de minimizar este problema (terapia adjuvante e neoadjuvante).

A quimioterapia representa um recurso terapéutico em casos avancados, diversos
esquemas de combinacBes sdo propostos na tentativa de melhorar a sobrevida global e
sobrevida livre de doenca do paciente. Neste sentido, Yonemura e colaboradores (1993)
mostraram que a taxa de sobrevivéncia dos pacientes tratados com terapia neoadjuvante
(combinacdo dos quimioterapicos cisplatina, mitomicina C, etoposide, 5- fluorouracil) foi
cerca de 2 vezes superior comparados com pacientes controle tratados sem quimioterapia apds
cirurgia (CUNNINGHAM et al., 2006), outro esquema demonstrou beneficio na sobrevida
global e sobrevida livre de doenca em pacientes com diversos graus de comprometimento
quando comparado com cirurgia exclusiva, este inclui 6 ciclos de epirrubicina, cisplatina e
fluorouracila infusional (ECF), da mesma forma outros estudos, mostraram que pacientes que
realizaram a quimioterapia no perioperatério com esquemas de 2 ou 3 farmacos como
fluoropirimidina (fluorouracila ou capecitabina) e farmacos derivados da platina (5FU/
cisplatina, ECX, EOX), obtiviram resultados benéficos (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).
Os agentes mais utilizados no tratamento do cancer gastrico sdo os compostos 5-fluorouracil,
cisplatina, epirrubicina e paclitaxel, geralmente usados em combinagdo. Entretanto, essas
abordagens terapéuticas produzam repostas curtas, com taxas de sobrevida de 7 a 10 meses
(HIGUCHI et al., 2011).

Portanto, inquestionavelmente, ha uma necessidade em adquirir novas drogas para o
tratamento do cancer gastrico e novas estratégias terapéuticas com o equilibrio entre a
eficiéncia e as reacGes adversas. Ja estd muito bem estabelecida a gama de vias de

mecanismos para as drogas anticancer. Grande parte das vias relatadas sao a da morte celular
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e as envolvidas no ciclo celular, em que de forma eficiente a droga possa agir impedindo o

crescimento do tumor (MANSILLA et al., 2012; HASSAN et al., 2014; MESQUITA, 2017).

1.3 Novas estratégias terapéuticas

Com base no exposto até o momento, € indiscutivel que ha uma necessidade
emergente de implementar novos farmacos antitumorais que auxiliem no tratamento da
neoplasia gastrica, tendo acdo majoritaria em células de cancer e baixa citotoxicidade em
células ndo neoplasicas, com a finalidade de modificar o panorama atual, visando
principalmente a reducdo dos indices de mortalidades ocasionados por esta doenca, bem como
contribuir de forma significativa para a melhora do progndéstico do paciente.

A melhoria no conhecimento da biologia do cancer tem levado a um aumento
consideravel no numero de farmacos antineoplasicos disponiveis para o tratamento. A
melhora nas taxas de sobrevida e expectativa de vida entre pacientes com cancer é o principal
objetivo a ser alcancado. Neste contexto, é crucial a continuidade de estudos pré-clinicos para
investigar novas combinagdes de medicamentos e para otimizar os esquemas utilizados para
tratar o cancer no contexto clinico.

Tendo em mente que a inibicdo da progressao tumoral pode ser alcancada a partir do
momento em que se impede a célula tumoral de adquirir alteracdes especificas, ou também
anteriormente citadas como Hallmarks (pag. 17), os antineoplasicos devem abranger um
maior numero de alvos que possibilitem impedir a célula tumoral de adquirir alteragcdes que
confiram a elas maior capacidade proliferativa (HANAHAN e WEINBERG, 2011). Em vista
disso, o presente trabalho objetivou investigar os potenciais efeitos anticancer da droga
idarrubicina associada ao mebendazol. Determinados estudos destacam a idarrubicina em
relacdo as demais antraciclinas possui maior capacidade ligacdo ao DNA podendo resultar em
uma mais forte inducdo de quebra na cadeia de DNA, possuindo também maior
biodisponibilidade intracelular (LOTFI et al., 2002;  WIERNIK et al., 1992; AML
COLLABORATIVE GROUP. 1998). Enquanto o Mebendazol, interrompe a formacdo de
microtdbulos em células da membrana basal glomerular em modelos pré-clinicos de

glioblastoma multiforme (BAI et al., 2011). Inibe o crescimento celular, em diferentes tipos
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de cancer, a exemplo: em melanoma (DOUDICAN et al., 2008); carcinoma adrenocortical
(MARTARELLI et al., 2008); induz a resposta apoptética em linhas celulares de cancer do
pulm&o humano (MUKHOPADHYAY et al., 2002). Assim como a inibe a proliferacdo celular
e a progressdo do ciclo celular e induz a apoptose em células de carcinoma epidermoide de
cabeca e pescoco (HNSCC) (ZHANG et al., 2017). E em células de cancer gastrico, foi
demonstrado que o Mebendazol inibe a invaséo e migragdo celular (PINTO et al., 2015). A
partir disto, tem-se como intuito estudar estes dois farmacos, analisando seu potencial como

drogas anticancer.

1.4 Antraciclinas

As antraciclinas (ANT) sdo membros da familia das quinonas e fazem parte de uma
classe de antibidticos, isoladas no inicio dos anos 1960 do género Streptomyces. Este grupo
eficaz de drogas tem sido utilizado na oncologia a mais de 40 anos. A maioria das
antraciclinas sdo compostos isolados de fontes naturais e antibidticos, entretanto, néo
possuem a especificidade dos antibidticos antimicrobianos e, portanto, produzem toxicidade
significativa. Estdo entre as drogas antitumorais mais importantes disponiveis, a exemplo a
doxorrubicina (DOX) que é amplamente utilizada para o tratamento de varios tumores
solidos, enquanto a daunorrubicina e a idarrubicina sdo usadas para o tratamento de leucemias
(CRIVELLARI D et al., 2004; PISKA et al., 2017; KARCH et al., 2016).

Esta classe de drogas pode induzir a apoptose de diversas maneiras, através de uma
ampla variedade de mecanismos, incluindo, intercalagdo ao DNA, por meio da sua por¢édo
aglicona onde pode inserir-se entre pares de bases de DNA complementares; podem sofrer
reducdo de um ou dois elétrons e produzir compostos reativos que danificam macromoléculas
e membranas lipidicas; podem inibir a atividade da topoisomerase Il; podem modificar a
capacidade das helicases nucleares de dissociarem a fita dupla de DNA em cadeias simples de
DNA; podem induzir a apoptose, ativando o fator nuclear kappa B; e por fim, podem também
utilizar vias adicionais como TRAIL, p53, e o sistema FAS/FAS ligante para produzir a
apoptose em diversas linhagens de celulares ( BACHUR, et al., 1992; ASHIKAWA et al.,
2004; LAURENT et al., 2001; LORENZO et al., 2002).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crivellari%252525252520D%25252525255BAuthor%25252525255D&cauthor=true&cauthor_uid=15012975
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1. A Intercalacdo ao DNA envolve a insercdo da porcdo da molécula de antraciclina
entre os pares de bases de nucledtidos do DNA. O resultado final é a inibicdo de
alongamento da cadeia de DNA.

2. A principal via apoptética de drogas anticancer atua através da perda da integridade
da membrana mitocondrial (KAUFMANN; EARNSHAW, 2000). Um aumento repentino
na permeabilidade da membrana mitocondrial, chamada transicdo de permeabilidade
mitocondrial (MPT), é um evento de coordenacdo central no processo apoptotico
(MIGNOTTE; VAYSSIERE, 1998; DATLER et al., 2014). MPT provoca a liberacdo de
citocromo ¢ da mitocondria; O citocromo c entdo ativa as caspases efetoras para induzir a

formacdo da escada de DNA. Espécies reativas de oxigénio (ROS), como H202 e 02,

causam apoptose através de MPT (KROEMER et al., 1997; HAMPTON et al., 1998;
CHANDRA et al., 2000; MIZUTANI et al., 2002); algumas drogas anticancer induzem a
formacgédo de ROS na apoptose (GEWIRTZ, 1999; MULLER et al., 1998; IKEDA et al.,
1999; TADA-OIKAWA et al., 1999; KAJIWARA et al., 2001; MIZUTANI et al., 2005).
No entanto, 0 mecanismo de formacdo de ROS por drogas anticancer, incluindo a DOX,
ainda precisa ser esclarecido.

3. A topoisomerase Il € uma enzima essencial para a replicacdo do DNA, condensacgao
cromossémica e segregacdo cromossdmica. Os inibidores da topoisomerase 1l sdo importantes
drogas utilizadas na terapia de muitas neoplasias, incluindo cancer de mama, cancer de
pulmao, cancer testicular, linfomas e sarcomas (HANDE, 2008; CHAMPOUX, 2001; WANG,
2002).

Os inibidores da topoisomerase Il aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA) séo os etoposideo e drogas das classes das antraciclinas. Tantos os etoposideos quanto
as antraciclinas, impedem a topoisomerase Il de religar o DNA clivado. As antraciclinas
estabilizam este intermediario topo Il / DNA que contém a fita de DNA clivado, levando ao
acumulo de quebras de fita dupla de DNA. Assim, convertem a topoisomerase Il em um
potente veneno que introduz altos niveis de quebras associadas a proteina no genoma das
células tratadas (HANDE, et al., 2008.; DARTSCH; GIESELER, 2007; WATT; HICKSON,
1994; LI1U, 1989; OSHEROFF ; CORBETT; ROBINSON, 1994).

4. As helicase sdo enzimas responsaveis por separar as fitas de DNA. A capacidade de

dorgas da classe das antraciclinas de inibir a atividade das helicases esta diretamente
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relacionada com a inibicdo da topoisomerase, impedindo a clivagem enzimatica da cadeia
dupla de DNA, interferindo assim, com a sua replicacdo e transcricdo (CRUZ et al., 2016;

TAVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011).

Fig. 6 - mecanismo de ac&o da idarrubicina (Antraciclina) na atividade da topoisomerase Il e helicases ( FONTE:
HOLLINGSHEAD LM.; FAULDS D 1991)

5. Kazuhiro et al. (2003) demonstraram evidéncias de que a ativacdo de NF-kB é
essencial para os efeitos citotoxicos das antraciclinas. O NF-kB é um fator de transcricédo
nuclear onipresente que desempenha um importante papel regulador na apoptose e
inflamacdo. Reside no estado inativo no citoplasma como um heterodimero consistindo de

subunidades p50, p65 e sub-unidades de NF-kB (IkBa). O heterodimero p50-p65 é retido no

citoplasma pela subunidade inibitéria IkBa. Na ativacdo do complexo, o IkBa sofre
fosforilacdo, subsequente ubiquitinacdo e degradacéo, liberando o heterodimero p50-p65 para
a translocacdo para o nucleo.

Pode-se especular que ROS poderia ser envolvido na ativagdo NF-kB induzida por
antraciclina, uma vez que, o NF-kB é considerado um fator transcricdo que responde ao
estresse oxidativo, e, por outro lado, é conhecido que as antraciclinas podem gerar ROS
(BAEUERLE,; BAICHWAL, 1997; BALDWIN JR, 1996; BEG, et al., 1992; BEG, et al.,
1993; PAHL, 1999).
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6. Como dito anteriormente as antraciclinas podem utilizar vias adicionais como
TRAIL, p53, e o sistema FAS/FAS ligante para produzir a apoptose em diversas linhagens de
celulares. Neste sentido, Lorenzo et al. (2002) verificaram que as antraciclinas desencadeam
um actmulo acentuado de p53 e induziu a expressdo do gene CD95 (Fas/Apo-1) e isso pode
resultar na parada do ciclo celular e a apoptose em células endoteliais da veia umbilical
humana (HUVECs) (SUDA, et al., 1993; ITOH et al.,1991; OEHM 1992; MUZIO et al.,
1996; MULLER et al., 1998; CLARKE, et al., 1993).

Estudos comprovaram que, assim como outros compostos as antraciclinas, aumentam
a expressdo de Fas e Fas-L na superficie de células leucemicas malignas, hepatocarcinoma e
neuroblastoma (SINGH et al., 2009; GENECARDS, 2018; FRIESEN C; KRAMMER,;
DEBATIN; 1996; MULLER, etal., 1997; FULDA, et al., 1997; HERR, et al.,1997).

Outros investigadores demonstraram ainda , que a superexpressao de FADD facilita a
apoptose induzida por drogas, enquanto que a regulacdo negativa de FADD diminui da
sensibilidade de células de tumor a droga. Por esta razéo, foi proposto que a morte celular
induzida por doxorrubicina (antraciclina) envolve a via Fas / FADD, sem interferir com a
producdo de Fas-L e que a expressdo FADD pode influenciar significativamente a resposta
celular a este farmaco (LAURENT; JAFFREZOU; 2001; MICHEAU, et al., 1999).

Siegsmund, e colaboradores (1997), avaliaram que dentre as antraciclinas a
idarrubicina é cerca de 57,5 vezes e 25 vezes mais ativa do que a doxorrubicina e a
epirrubicina, respectivamente. Demonstrando maiores efeito que a daunorrubicna em diversos
tipo de canceres. Da mesma forma avaliariam que a ldarrubicina é capaz de ultrapassar a
resisténcia a multiplos farmacos mediada pela P-glicoproteina (proteina expressa na superficie
celular, codificada pelo gene MDR1- resisténcia a mdltiplas drogas - proteinas
transmembranares que utilizam a energia da hidrolise ATP para remover droga ativa dentro
das células).

Com base nos efeitos demonstrados em diversos tipos de cancer por essa classe
especifica de drogas, o presente estudo pretende a avaliar os efeitos provocados pela

idarrubicina (antraciclina melhorada) no cancer gastrico.
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1.4.1 IDARRUBICINA

Idarrubicina é uma forma de sal cloridrato de idarrubicina, sendo um antineoplasico da
classe das antraciclinas. A formula molecular ¢ C26H27NO9.HCI e o peso molecular é
533,96. Este agente antineoplasico é mais lipofilico do que a daunorrubicina (droga também
da classe das antraciclinas) com uma absor¢do melhorada através da mucosa gastrointestinal

(CRIVELLARI et al., 2004).

Fig. 7 - Estrutura molecular da idarrubicina (SELLECKCHEM, 2018)

A idarrubicina é um inibidor potencialmente eficaz sobre a proliferacdo de células
tumorais. Especificamente o mecanismo de acdo da idarrubicina parece ser similar ao das
demais antraciclinas, podendo interagir com a polimerase, afetar a regulacdo da expressédo
genica e produzir danos causados por radicais livres ao DNA. Incluindo também: intercalacédo
(entre os pares de bases) resultando na quebra da fita de DNA, interacdo com a enzima
topoisomerase I, produzindo quebras na fita de DNA que ndo podem ser reparadas pela
ligase, resultando em inibicdo do alongamento da cadeia de DNA. A idarrubicina também
induz a remocao de histonas da cromatina, que desregula a resposta ao dano ao DNA. Neste
sentido a idarrubicina, possui um efeito antitumoral contra uma amplo gama de tumores,
enxertados ou espontaneos (DRUGBANK, 2018; CRIVELLARI et al., 2004; BINASCHI et
al., 1997; GEWIRTZ, 1999; JENSEN et al., 1993 ; PANG et al., 2013).



36

Por sem mais lipofilico que as demais antraclinas a idarrubicina possui a maior
biodisponibilidade intracelular, acredita-se que devido a isto a idarrubicina apresenta efeito
melhorado em ceélulas de cancer, possuindo também maior capacidade de ligagdo ao DNA
resultando em uma mais forte inducdo de quebra na cadeia de DNA (LOTFI et al., 2002;
WIERNIK, et al., 1992; AML COLLABORATIVE GROUP. 1998; FUKUSHIMA et al.,
1993).

Sua farmacocinética consiste na administracdo por via intravenosa em pacientes que
apresentam funcdes renal e hepatica normais, sendo eliminada da circulacdo sanglinea com
um tempo de meia vida plasmatico que varia entre 11 e 25 horas. A idarrubicina produz um
metabolismo ativo chamado de idarrubicinol, este é eliminado mais lentamente com um
tempo entre 41 e 69 horas. Sua excre¢do ocorre por via biliar ou renal, na maior parte na
forma de idarrubicinol. Alguns estudos demonstram que em pacientes com leucemia o pico
das concentrac@es da idarrubicina e idarrubicinol nas células é alcancado em alguns minutos
apos sua administracdo, tais concentragGes sdo cem vezes maiores do que as concentracdes
plasméaticas. E de suma importancia ressaltar que como todo quiomioterapico a idarrubicina
em altas doses pode provocar efeitos adversos clinicamente relevantes, dentre eles podemos
ressaltar - A cardiotoxicidade que pode se manifestar por eventos iniciais (isto é, agudos) ou
tardios (isto €, retardados); Toxicidade hematoldgica; estomatite geralmente aparece no inicio
do tratamento com o farmaco; e outros (HOSPIRA, 2016).

Devido a isto ressaltamos que a combinacdo de farmacos é uma estratégia
extremamente relevante, uma vez que, pode-se reduzir a concentragdo administrada de
agentes toxicos, mantendo seus efeitos, desta forma destacamos a combinacgéo da idarrubicina
um agente potencialmente eficaz, porem capaz de provocar toxicidade com o Mebendazol que
tem-se demonstrado benéfico em esquemas de associacao, principalmente por ndo provocar
efeitos adversos clinicamente relevantes.

Diversos estudos como o de Lotfi et al. (2002) compararam a idarrubicina (IDA) e a
daunorubicina (DNR; antraciclina de primeira geracdo), em relagdo a citotoxicidade, inducao
de apoptose e mecanismos de resisténcia em linhagens de células leucémicas humanas.
Notou-se que a IDA era pelo menos duas vezes mais potente que DNR nas linhas celulares
MOLT-4, HL60, CEM e K562. Em cerca de 8 h a IDA induziu aproximadamente 20% a

apoptose, enquanto que a DNR levou cerca de 22 h para atingir 20% de taxa de apoptose,
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portanto, a IDA induz uma taxa de apoptose mais rapida e mais alta em comparacdo com o
DNR.

Um estudo clinico de fase | demonstrou a atividade da idarrubicina como agente
antineoplasico, a dose recomendada foi estabelecida para uso posterior em ensaios de fase Il
a 40 mg/m2 (DAGHESTANI, et al, 1985). A eficicia foi observada em leucemia néo
linfocitica aguda (LLNA) e em leucemia linfoide aguda (LLA) (LOWENTHAL et al., 1987;
MALIK et al.,1989).

A IDA oral foi usada pelo Australian Leukemia Study Group em um estudo de fase Il
para pacientes idosos (idade media de 75 anos) com LLNA e sindromes mielodisplasicas se
transformando em leucemia aguda (HAROUSSEAU et al., 1987). Dezoito pacientes foram
tratados com uma dose de 20 a 25 mg/m2 por dia durante 3 dias consecutivos (nove pacientes
ndo tratados anteriormente e nove pacientes pré-tratados). Dois dos nove pacientes nao
tratados obtiveram uma resposta completa e trés uma resposta parcial, dando uma taxa de
resposta global de 55% (CRIVELLARI et al., 2004).

Da mesma forma a IDA oral, tem sido extensivamente estudada em pacientes afetados
por cancer de mama metastatico. Em 1995, MARTONI e colaboradores publicaram sua
experiéncia em 25 pacientes com cancer de mama avangado moderadamente pre-tratados. A
droga foi administrada a 15 mg/m2 nos dias 1 a 3 a cada 3 semanas. Eles observaram uma
taxa de resposta de 28% com toxicidade aceitavel. Da mesma forma, LIONETTO et al.
(1986) trataram 29 pacientes com menos de 65 anos e ndo previamente expostos a
antraciclinas, com o mesmo esquema. Neste estudo de fase Il, observou-se uma taxa de
resposta de 31% (uma completa e oito respostas parciais) com uma duracdo mediana de 6
meses. Toxicidade aceitavel foi relatada e nenhum sinal clinico de cardiotoxicidade foi
observado.

Um fenotipo de resisténcia a multiplas drogas (MDR) pode ser induzido pelas
antraciclinas e por diferentes drogas citostaticas. Células que exibem tais fenétipo sdo capazes
de reduzirem a concentracdo intracelular do farmaco e esta capacidade esta relacionada a
superexpressdo de uma familia de proteinas transportadoras, glicoproteina- P (Pgp), através
do efluxo dependentes de ATP, codificada pelo gene MDR1. No entanto, acredita-se que
drogas que possuem maior lipofilicidade, com alta taxa de difusdo intracelular, como no caso

da idarrubicina, tem maior citotoxidade em células que apresentam a glicoproteina-P,
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driblando seu mecanismo de resisténcia (TAINTON et al., 2004; CRIVELLARI et al., 2004;
TIDEFELT et al., 1996; MARBEUF-GUEYE, C.1999; TOFFOLLI, et al., 1994; BORST, et
al., 2000; TANIGAWARA, 2000; HIGGINS, 1992).

Para demonstrar a eficacia da idarrubicina sobre linhagens celulares que apresentam
resisténcia a multiplas drogas, realizou-se um teste em uma linhagem celular de leucemia
mielogénica cronica humana (K562) e verificou-se que houve uma expressao aumentada de
MDR1 em células tratadas com danorrubicina (DNR) e verapamil (VER) (avaliado por PCR),
em relacdo aos tratadas com idarrubicina isolada e associada com verapamil. Os resultados
mostram que a IDA é mais efetiva que a DNR na inducdo da apoptose e que existem
diferencas nos mecanismos de resisténcia entre as drogas (TAINTON et al., 2004; LOTFI et
al., 2002).

1.5 Mebendazol

Mebendazol (MBZ), N- [6- (benzoil) -1H-benzimidazol-2-il] carbamato, ¢ um
farmaco aprovado pela os EUA Food and Drug Administration (FDA), esta disponivel como
um anti-helmintico de amplo espectro, usado para inimeros tipos de infestacdes parasitarias

intestinais (PINTO et al., 2015; PUBCHEM, 2004).

Fig. 8 - Formula molecular do mebendazol (SELLECKCHEM.COM, 2018)

Sua farmaconinética consiste na administracdo por via oral, tendo o pico de
concentragdo plasmatica entre 2 a 4 horas, por sofrer efeitos de primeira passagem. E
primeiramente metabolizado pelo figado. Produz metabdlitos ativos nas formas amino e

aminohidroxilada de mebendazol que encontram-se em concentragbes plasmatica
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substancialmente maiores que a do mebendazol. O mebendazol, suas formas conjugadas e 0s
seus metabolitos provavelmente sofrem algum grau de recirculacdo enterohepética e sdo
excretados na urina e na bile. A meia-vida de eliminacdo aparente apds uma administracdo
oral varia de 3 a 6 horas na maioria dos pacientes. Os testes de toxicidade cronica em
humanos revelou boa tolerabilidade e ndo demonstrou ser carcinogénico (MEDLEY-
MEBENDAZOL).

Recentemente, 0 MBZ ganhou atencdo substancial como um candidato para o
tratamento do cancer, por nao ser toxico, mesmo quando administrados em doses elevadas e
ndo causar efeitos colaterais caracteristicos de outras drogas anti-microtibulos, como o0s
taxanos e os alcaldides da vinca ( SIMBULAN-ROSENTHAL et al., 2017; MESSARITAKIS
etal., 1991).

O MBZ atua no parasita, despolimerizando a tubulina (alfa e beta tubulina) e
causando alteracGes ultra-estruturais. Liga-se a subunidades de tubulina no epitélio do
intestino do parasita e assim interrompe as fun¢es dos microtubulos, ocasionando a parada
do ciclo celular, impedindo a proliferacéo do parasita (EL-ON, 2003; MESSARITAKIS et al.,
1991; MUNST et al., 1980; VUTOVA et al., 1999; KOHLER, 2001; MACDONALD et al.,
2004). Sabendo que a tubulina tem um papel fundamental na divisdo celular, esta tem sido
implementada como alvo de cancer para varias drogas quimioterapicas, dentre elas, podemos
destacar o paclitaxel, a colchicina e a vincristina (BAl et al., 2011).

Pinto et al. (2015) demonstraram os efeitos do mebendazol sobre a formagéo dos
microtibulos em linhagens de cancer gastrico, utilizando a técnica de imunofluorescéncia
indireta por marcacdo da a-tubulina, e foi observada uma tendéncia a despolimerizacdo da
tubulina, provocando um rompimento da estrutura dos microttbulos que € similar ao visto no
tratamento com a colchicina (despolimerizador da tubulina) (fig. 9). Um segundo estudo
realizado por BAI et al. (2011) demonstrou que o mebendazol (MBZ) interrompeu a
polimerizacdo de microtibulos em células 060919 glioblastoma multiforme (GBM). Da
mesma forma, verificou-se que o MBZ inibe significativamente linhagens celulares de
melanoma in vitro e in vivo, acompanhado por altera¢cdes na polimerizagdo da tubulina e
fosforilacdo de BCL2, evitando a sua interacdo com Bax, promovendo assim apoptose
( DOUDICAN et al., 2008).
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Diversos estudos ja comprovam a eficdcia do MBZ na inibicdo do crescimento em
diferentes tipos de células cancerigenas, tanto in vitro como in vivo (BAI et al., 2011,
DOUDICAN et al., 2008; MARTARELLI et al., 2008; MUKHOPADHYAY et al., 2002),
incluindo sua eficacia sobre a inibicdo da migracdo e da invasdo celular in vitro e sobre

formacéo de metastases in vivo (MARTARELLI et al., 2008; PINTO et al., 2015).

Fig. 9. Mebendazol induzindo rompimento dos microtibulos apés 14 horas de tratamento na linhagem AGP-01.
Controle negativo 0,1 pM (100X), E: Mebendazol 0,5 uM (100X), F: Mebendazol 1,0 pM (100X). (40x), B:
Paclitaxel 1 uM (100X), C: Colchicina 0,1 pM (100X), D: Mebendazol (PINTO et al., 2015).

Zhang et al. (2017) estimularam as a¢6es do farmaco anti-helmintico MBZ como um
agente anti-HNSCC (anti-carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco). Seus resultados
demonstraram que o MBZ exerce atividade anti-proliferativa em células HNSCC humanas,
bem como atividade anticancerigena sinérgica com outros compostos anticancer, além de
inibir eficazmente a proliferacao celular, a progressao do ciclo celular e a migracgéo celular, e

induzir apoptose de células HNSCC.
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O MBZ mostrou-se eficaz na reducdo da atividade da MMP-2 (metaloproteinase de
matriz extracelular) na linhagem AGPO1, sugerindo a sua a¢do na inibicdo da invasdo das
células cancerosas in vitro (PINTO et al., 2015).

Além disso, demonstrou-se que o0 MBZ pode modular as vias associadas ao cancer,
dentre elas: VEGFR-2, ELK1 / SRF, AP1, STAT1 /2, MYC / MAX (ZHANG et al. 2017,
BAl et al., 2011; PINTO et al., 2015; NYGREN; FRYKNAS; AGERUP; LARSSON, 2013).

DAKSHANAMURTHY et al. (2012), por meio de ensaios pre clinicos, comprovaram
que o MBZ interfere na atividade de VEGFR2 (receptor vascular de fator de crescimento
endotelial 2) por competicdo pelo ATP (BAI RY et al., 2015).

Pinto e colaboradores (2015), também verificaram que o nivel de expressdo de RNAm
de ABCBL1 (resisténcia a multiplos farmacos de proteina 1 - MDR-1) e ABCCL (resisténcia a
multiplos farmacos associada a proteina 1 - MRP1) - (proteinas transmembranares que
utilizam a energia da hidrolise ATP para remover droga ativa dentro das células) encontravam-
se significativamente diminuido quando tratados com 1,0 uM de MBZ quando comparado
com o controle negativo, assim como SLC47A1 (membro da subfamilia do transportadores -
responsavel pela secrecdo de drogas através das membranas) encontrava-se extremamente
diminuido para todas as concentracdes testadas de MBZ . Tais resultados sugerem que o MBZ
tem o potencial de desempenhar um papel importantissimo na inibi¢do da expressédo do gene
MDR em células de ascite maligna (GENECARDS, 2018).

Um estudou demonstrou que 0 MBZ inibiu potencialmente a sinalizagéo de Hh (via de
sinalizacdo Hedgehog) e retardou o crescimento de células de meduloblastoma humano,por
meio da dimuicdo da expressdo de efetores da via Hh e inibicdo da formacdo de cilios,
consequentemente provocando a inibicao da proliferacdo celular e morte celular em linhagens
de meduloblastoma (LARSEN et al., 2015).

Mukhopadhyay e colaboradores (2002) mostraram um aumento no citocromo ¢ no
citoplasma apos tratamento com MBZ, de forma dose-dependente. Adcionalmente, vinte e
quatro horas apds o tratamento foram detectados a ativagdo de caspase-9 e caspase-8,
demonstrando que o apds o tratamento com mebendazol ativa a cascata de morte celular
programada.

Estudo clinicos também tem relatado a eficacia do MBZ sobre diversos tipos de

cancer. Dentre eles, pode-se destacar um estudo clinico que comprovou a eficacia do MBZ
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como monoterapia anticancer, atraves de um relato de caso de um paciente com carcinoma
adrenocortical, em que o tratamento com MBZ inicialmente provocou regressdo das
metéstases. Enquanto recebia 0 mebendazol como um Unico tratamento durante 19 meses, a
doenca manteve-se estavel, sem efeitos colaterais clinicamente significativos. O paciente
posteriormente progrediu ap6s 24 meses de monoterapia com mebendazol
(DOBROSOTSKAYA, et al., 2011).

Em detrimento disto e sabendo que o cancer progride por multiplas vias, ter como alvo
uma unica via é geralmente insuficiente. Destaca-se com isso que a combinacdo de terapias
alvos tém sido defendidas como uma nova abordagem para o tratamento do cancer utilizando
quer inibidores multi-alvo ou combinag¢Ges de agentes com Unico alvo. Devido a segurancga
clinicamente comprovada do MBZ, sugere-se que o tratamento com este medicamento em
combinagdo com outras terapias ja utilizadas podem originar um novo protocolo para inibi¢do
do crescimento celulas do cancer (JANSSEN, 2014; MARTARELLI et al., 2008; LACEY,
1988; SAJID et al., 2006; VAN DER WESTHUIZEN et al., 1984).
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2. APLICABILIDADE CLINICA

E indiscutivel que tanto a idarrubucina quanto o mebendazol apresentam atividades
citotoxicas promissoras em cancer gastrico, pois é sabido que as terapias utilizadas para esta
patologia ainda séo limitadas, algumas vezes apenas como tratamento paliativos. O MBZ
exibe uma favordvel farmacocinética, ndo demonstra grau de toxicidade ou efeitos adversos
clinicamente relevantes. Adicionalmente, tem demonstrado atividade anticancer em diversos
estudos tanto in vivo quanto in vitro, tais como glioblastoma multiforme, melanoma,
carcinoma adrenocortical, cancer de pulmdo e inclusive cancer gastrico, demonstrando que
esse farmaco exibe um potencial citotoxico e merece atencdo e mais estudos para sua
utilizacdo como agente anticincer (BAIl et al., 2011; DOUDICAN et al., 2008;
MARTARELLI et al., 2008; MUKHOPADHYAY et al., 2002).

Adicionalmente, diferentes estudos destacam a idarrubicina quando comparada com a
doxorrubicna apresentando maior capacidade ligacdo ao DNA, maior biodisponibilidade
intracelular, podendo resultar em uma indugdo mais forte de quebra na cadeia de DNA.
Experimentos in vivo demonstraram que pacientes que fizeram uso da idarrubicina
apresentaram melhores taxas de remissdo e sobrevivéncia em leucemia mieldide aguda.
Acredita-se que seja devido a sua maior absorcdo intracelular (LOTFI et al., 2002;
WIERNIK PH. et al., 1992; AML COLLABORATIVE GROUP. 1998). Neste sentido, €
substancialmente promissor, associar drogas que interajam em diferentes vias, com o objetivo

de obter-se um efeito potencializador e/ou sinérgico.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wiernik%252525252520PH%25252525255BAuthor%25252525255D&cauthor=true&cauthor_uid=1730080
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antitumoral da molécula idarrubicina em associacdo com

mebendazol na linhagem de adenocarcinoma gastrico humano metastatico AGPOL.

3.2 Objetivos Especificos

* Auvaliar o potencial citotdxico da idarrubicina e do mebendazol, isoladamente e em
associacdo, na linhagem de adenocarcinoma gastrico AGP01,;

* Avaliar o padrdo de morte celular provocado pela idarrubicina e pelo mebendazol,
isoladamente e em associacao, na linhagem de adenocarcinoma gastrico AGPO1;

* Avaliar o efeito da idarrubicina e do mebendazol, isoladamente e em associacdo, na
modificacdo de cinética do ciclo celular na linhagem de adenocarcinoma gastrico
AGPO1;

* Auvaliar a capacidade inibitéria da idarrubicina e do mebendazol, isoladamente e em

associacdo, na migracao celular na linhagem de adenocarcinoma gastrico AGP01;
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4. METODOLOGIA
4.1 Linhagens Celulares

Foi utilizada a linhagem celular de cancer gastrico AGP01, oriunda de cultura primaria
do fluido ascitico de adenocarcinoma gastrico ja caracterizada citogeneticamente (LEAL et

al., 2009).

Tabela 3 - Linhagem celular utilizada no presente trabalho.

Linhagem Tipo Origem Classificacao Estadio
Histoldgico Lauren
AGP01 Ascite maligna Humana Tipo Intestinal T3N2M1
4.2 Solugoes

As solucOes utilizadas para a manutencdo da linhagem celular estdo descritas nas

tabelas a seguir.

Tabela 4 - DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium), foram utilizados:

DMEM 10 g
NaHCO3 1,29

Hepes 2,389
Penicilina 0,06g= 99U
Estreptomicina 0,19

H20 destilada 1000 mL

* O pH foi ajustado para a faixa de 7,2 a 7,4.
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Tabela 5 - Solugéo de PBS 10x (dez vezes)

NaCl 8¢

Na HPO .7H O 21,079
2 4 2

KH PO 69
2 4

H20 destilada 1000 mL

Tabela 6 - Tripsina

Tripsina 0,125¢
EDTA 0,02 ¢g

Os componentes da tabela 5 foram misturados em 100 mL de solugdo de Hanks, e esta

solucéo foi filtrada em membrana de 0,22um, em condicOes estéreis.

4.3 Cultivo Celular

As células foram cultivadas em ambiente controlado em garrafas de cultura
apropriadas para cultivo. A linhagem AGPO1 foi cultivada em meio de cultura DMEM,
mantidas em estufa com atmosfera em 5% de CO a 37°C. A confluéncia foi acompanhada
constantemente em microscopio invertido. O meio de cultura foi trocado sempre que 0s
nutrientes foram consumidos para a manutencao das células. Para os experimentos, o meio foi
desprezado, as células lavadas com PBS 1x e submetidas a tirocina para desprendé-las do

fundo da garrafa.

4.4 Ensaio de citotoxicidade por MTT

O ensaio por MTT, é amplamente utilizado para medir a proliferacdo celular e rastrear

drogas anticancer, sendo apropriado para estimar a citotoxicidades das drogas. Inicialmente,
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foi desenvolvido por MOSMANN em 1983, como um ensaio quantitativo in vitro (PESSOA
et al., 2000; BEZERRA et al., 2005).

Este procedimento tem como base a capacidade do succinato desidrogenase, uma
enzima do Ciclo de Krebs ativa em mitocondrias de células vidveis, em converter o sal de
tetrazolium (brometo de 3-(4,5-dimetilazol-2-il) -2,5-defenitetrazolio, ou MTT) em cristais de
formazan, na cor roxa. O formazan é entdo solubilizado e a sua concentracdo determinada
pela densidade optica (PESSOA et al., 2000; BEZERRA et al., 2005).

A principal aplicacdo dessa técnica € avaliar a viabilidade (contagem de células) e a
proliferacdo de células (ensaios de cultura de células), assim como pode ser utilizado para
determinar a citotoxicidade de potenciais agentes medicinais e materiais toéxicos, uma vez que
esses agentes estimulariam ou inibiriam a viabilidade celular e o crescimento (BERRIDGE et

al., 1993).

4.4.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As ceélulas foram semeadas em placas de 96 pogos com 3x103 celulas/pogo (100 pL/
poco) e mantidas na estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C por 24 h para aderéncia.

As drogas idarrubicina e mebendazol foram diluidas em DMSO para solucédo de uso a
1 mM. A partir desta solucéo, realizou-se duas dilui¢des intermediarias em DMEM para obter
uma concentracdo de 100 puM, a partir da qual foram realizadas dilui¢cGes seriadas para a
obtencdo das concentracfes de 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM e 0,3125 uM, que
foram adicionadas na placa de 96 poc¢os (100 pL/poco), além do controle negativo ndo
tratado. Todas as concentragcdes foram testadas em quadruplicata para a linhagem AGPO1.
Apds um periodo de incubacao de 72h, o sobrenadante das células foi descartado e adicionado
100 pL de solucdo de MTT (0,5mg/mL de PBS) e a placa foi incubada novamente na estufa a
5% de CO2 por 3h. Em seguida, o sobrenadante foi removido e, posteriormente, foi
adicionado 100 pL/pogo de DMSO e a placa foi deixada em agitagdo por 10 minutos, para a
completa dissolucéo dos cristais de formazan. As placas foram lidas no espectrofotdmetro de
placa a um comprimento de onda de 570 nm. Da mesma forma para realizar o MTT das

substancias combinadas, foi realizado uma curva de concentragdo a partir dos Clso das
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substancias isoladas, considerando que a mesma seria equivalente a 100%. Realizou-se o
tratamento com 2 concentragdes acima equivalendo a 200% e 400% e 3 concentragdes abaixo

equivalendo a 50%, 25% e 12,5%.

4.4.2 ANALISE DOS DADOS

A analise de dados foi realizada através do percentual de inibicdo xlog da
concentragdo, determinadas suas Clso e seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%) a

partir de regressdo nédo-linear, utilizando o programa Prisma versao 5.0 (GraphPad Software).

4.5 Avaliagéo do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

Alteracdes que ocorrem a nivel de ciclo celular s&o comumente vistas como
caracteristicas de uma célula tumoral, tais alteracBes ndo s6 afetam os componentes do ciclo,
mas também as vias de sinaliza¢cdo dos mecanismos de chekpoint. Decorrem principalmente
da ativacdo de oncogenes e inativacdo de genes supressores de tumor (LOMBARDI e
LASAGNI, 2016).

A citometria de fluxo aplicada no estudo de ciclo celular registra os parametros
cinéticos da populacéo celular, revelando o indice de DNA, aploidia, a fracao de proliferacdo
celular, e a porcentagem de células encontradas nas fases GO/G1, S e G2/M. Deste modo,
indicando pardmetros uni e multivariaveis, progndsticos e possiveis rumos terapéuticos

(MENEGUELO, 2007).

4.5.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As células foram cultivadas em placas de 6 pocos numa densidade de 1x106 células/
poco e mantidas por 24 horas na estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C para a

aderéncia. Apoés esse periodo, foi realizado o tratamento com as substancias nas concentracdes
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estabelecidas 1/2 Clso e Clso (121nM e 242nM - IDA) e (150nM e 300nM - MBZ) e
concentragdes combinadas (61,9nM IDA+ 76,8nM MBZ e 123,9nM IDA + 153,5nM MBZ),
em triplicata por 24 horas. O controle negativo ndo foi tratado. Apds o término do tratamento,
as células foram coletadas por tripsinizacdo e analisadas por citometria de fluxo (BD
FACSVerse™) para realizacdo da contagem, de modo que a densidade celular fique a 1x106
células/eppendorf. Em seguida, as células foram lavadas com PBS 1x e centrifugadas a 800
RPM, o sobrenadante foi descartado e as células entdo foram fixadas com 400 pL de &lcool
80% por 60 minutos a 4°C em tubos de 1,5 mL. Ao final deste periodo, foram centrifugadas a
800 RPM por 5 minutos e o sobrenadante foi retirado. Posteriormente, foram lavadas com
PBS 1x e incubadas em solucdo de RNAse livre de DNA (100 pg/mL) por 60 minutos a 37°C.
No final desse tempo, o iodeto de propideo foi adicionado diretamente na solugdo de RNAse
de modo que ficasse na concentracdo final de 50 pg/mLe deixados por 60min. Dez mil

eventos foram analisados por citometria de fluxo (BD FACSverse™).

4.5.2 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo de trés experimentos
independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenca significativa entre os grupos, os dados
serdo comparados por analise de variancia (2way ANOVA) seguida por Teste de Bonferroni,
com nivel de significancia de 95% (p<0,05) utilizando o programa Prisma versdo 5.0
(GraphPad Software).

4.6 Analise do indice de morte celular por citometria de fluxo

A expressdo de fosfatidilserina na superficie externa da membrana é amplamente
considerada como um marcador precoce de morte celular ou de necrose, sendo que esta perda
de assimetria do fosfolipideo de membrana contribui para facilitar o reconhecimento por
proteinas dependente de ions calcio, como a Anexina V (BOERSMA et al., 2005; GALLUZZI
etal., 2012; MARTIN et al., 1995).
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O procedimento de deteccdo de apoptose e necrose por Anexina-V/7-ADD ou
Anexina V-FITC/lodetode propideo(IP) consiste na ligacdo da anexina-V ou AnexinaV-FITC
a fosfatidilserina, na membrana das células que estdo iniciando o processo apoptético ou
necrotico, e na ligacdo do 7-AAD ou IP ao DNA das células no processo final da apoptose.
Para deteccdo de apoptose e necrose foi utilizado o Kit de deteccdo de apoptose Anexina-V/7-

AAD (BD Biosciences) de acordo com as instrugdes do proprio fabricante.

4.6.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As células foram plaqueadas em placas de 12 pocos a uma densidade de 2.105 células/
poco e mantidas por 24 horas na estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C para aderéncia.
Apos este periodo, foi realizado o tratamento com idarrubina e mebendazol isoladamente e
em combinacdo nas concentragdes estabelecidas 1/2 do Clso e Clso (121nM e 242nM - IDA);
(150nM e 300nM - MBZ) e concentragcbes combinadas (61,9nM IDA+ 76,8nM MBZ e
123,9nM IDA + 153,5nM MBZ), em triplicata por 72 horas e o controle negativo néo foi
tratado. Apds a incubagdo, o sobrenadante foi coletado em um tubo de 2 mL e as células
lavadas e tripsinizadas para obtencdo das células aderidas, que foram adicionadas diretamente
ao tubo 2 mL, onde continha 0 meio, em seguida o contetdo foi centrifugado por 5 minutos a
800 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 500 upl de PBS.
Realizou-se a contagem das células de modo que houvesse uma densidade de 106 células/
tubo . A quantidade de células equivalente a 106 foram adicionadas a um tubo contendo 1ml
de buffer (solugéo tampé&o do kit BD Biosciences). Em seguida, 100ul foram retirados de cada
amostra e adicionados a outro tubo. Posteriormente, foram adicionados 5 pL Anexina-V e 5
uL de 7-AAD. As células foram entdo incubadas em temperatura ambiente (25°C) por 15 min,
e entdo foi realizada a aquisigdo dos dados em citdmetro de fluxo (BD FACSVerseTM).

Para a placa que continha controle negativo mais os tratados com mebendazol, foram
adicionados 5 pL Anexina V- FITC e 5 uL de lodeto de propidio. As células foram entdo
incubadas em temperatura ambiente (25°C) por 15 min, e posteriormente foi realizada a

aquisicéo dos dados em citdmetro de fluxo (BD FACSVerseTM).
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Foram classificadas como células em apoptose inicial aquelas com marcacao somente
para Anexina-V sendo PE ou FITC, em apoptose tardia aquelas com dupla marcacdo de
Anexina-V PE e 7-AAD ou Anexina V-FITC e IP, em necrose somente marcagdo para 7-ADD

ou IP e células viaveis sem nenhuma marcagao.

4.6.2 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo das triplicatas. Para
verificar a ocorréncia de diferenca significativa entre os grupos, os dados foram comparados
por analise de variancia (2way ANOVA) seguida por Teste de Bonferroni, com nivel de
significancia de 95% (p<0,05), utilizando o programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad

Software).

4.7 Ensaio de migracao: Wound Healing

O processo de migracdo é um evento crucial. Este processo geralmente acontece em
respostas a sinais quimicos, a exemplo: reparacdo de feridas, diferenciacdo celular,
desenvolvimento embrionario e metéastase tumoral (VICENTE-MANZANARES e
HORWITZ, 2011). No céncer, esse mecanismo permite que as células neoplasicas migrem do
seu local de origem para diferentes Orgdos, por meio dos vasos sanguineos e linfaticos,
propiciando a disseminacdo neopléasica e consequentemente crescimento metastatico
(CHAMBERS et al., 2002). LIANG et al. (2007) descreveram o ensaio migracao celular in
vitro como um método capaz de fornecer dados a respeito da capacidade de migracdo de
modelos celulares in vitro de células aderentes. A técnica consiste na raspagem de uma regiao
da monocamada celular criando um “arranh&o”, provocando entdo uma descontinuidade na
camada de células, seguida pelo acompanhamento do comportamento e captura de imagens da
regido “arranhada” com intervalos de tempos regulares (LIANG et al., 2007). O processo de

inibicdo da migracdo das células e direcdo a regido raspada in vitro mimetiza a inibicdo do
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processo de migracdo in vivo e fornece dados iniciais sobre a interferéncia da droga no

processo metastatico tipico de tumores malignos (LIANG et al., 2007).

4.7.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As células foram cultivadas em placas de 12 pogos, em uma densidade de 2x105
células/poco e mantidas por 24 horas (AGP01) na estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C
para a aderéncia (antes do cultivo, realizou-se uma linha reta ao fundo da placa, de modo a ter
um paré@metro para as fotos nos pocos). Apos esse periodo foi feito o “arranhd” com uma
ponteira de 10 uL no centro de cada poco (apds o arranhdo, para retirar as células soltas, foi
realizada a lavagem com 500ul de meio em cada poco, em que foi retirado 500 e adicionado
500uL, de modo a evitar que o poco ficasse seco) e entdo foi realizado o tratamento com as
substancias nas concentragdes estabelecidas 1/2 do Clso e Clso (121nM e 242nM - IDA);
(150nM e 300nM - MBZ) e concentragcbes combinadas (61,9nM IDA+ 76,8nM MBZ e
123,9nM IDA + 153,5nM MBZ), em triplicata por 24 horas (AGP01). O controle negativo
néo foi tratado.

O comportamento das células foi observado e fotografado no mesmo local no tempo 0

(logo apos fazer o risco seguido do tratamento) e nos tempos 6h, 12h e 24h (AGPO01).

4.7.2 ANALISE DOS DADOS

As areas dos arranhdes apos o tratamento nos diferentes tempos foram quantificadas
no programa Image J. Os dados foram analisados a partir da média e do erro padréo de trés
experimentos independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenga significativa entre o
controle e o tratamento nos diferentes tempos, os dados foram comparados por analise de
variancia (2way ANOVA) seguida por Teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95%

(p<0,05), utilizando o programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software).
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5. RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade in vitro

Incialmente a idarrubicina e o mebendazol foram submetidos a avaliacdo da
citotoxicidade (ensaio MTT 72h) utilizando a linhagem celular AGPO1 e observou-se que a
concentracdo inibitéria 50% (CI150) foi de 242 nM para IDA e 300 nM para MBZ. Quando
realizou-se a avaliagdo da citotoxicidade da associagdo da das substancias a partir da curva de
concentracdo anteriormente citada na metodologia, verificou-se que a concentracao inibitoria
50% (CI50) reduziu cerca de 48,8% a concentracdo usada isoladamente, apresentando assim,
uma Clso de 123,8 nM para IDA e de 153,5 nM para o MBZ, desta forma atingiu-se um 1C50
usando as drogas combinadas com aproximadamente metade das quantidades requeridas para
alcancar um IC50 quando as drogas eram usadas isoladamente. Demonstrando um efeito

aditivo e/ou possivelmente sinérgico com a combinacédo destas.

Tabela 7 — Atividade citotoxica da IDA e MBZ isoladamente e em associacdo em uma
linhagem de cancer gastrico.

ASSOCIACAO ASSOCIAGCAO

DROGA IDARRUBICNA  MEBENDAZOL
IDA MBZ
LINHAGEM AGPO1 AGPO1 AGPO1 AGPO1
gy (] 242 nM 300 nM 123.8 M 153,53 "M

A linhagem AG-01 foi selecionada para realizagcdo dos testes seguintes, por conferir
origem intestinal metastatica, com o valor de CI50 (242 nM e 300 nM) IDA e MBZ,
respectivamente. Tais resultados demonstram que tanto o MBZ quanto a IDA podem ser um
potenciais candidatos na composicao de estratégias terapéuticas. De forma geral, percebeu-se
que ambas a drogas isoladamente apresentam um grau de citotoxicidade significativo na

linhagem AGPO1 e quando associadas seu grau de citotoxicidade aumenta.
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5.2 Efeito da Idarrubicina e Mebendazol isolados e em associa¢do na migracao celular

Com a finalidade de avaliar se a IDA e 0 MBZ possuem atividade sobre a migracao
celular, foi realizado o ensaio de migracdo celular por cicatrizagdo na linhagem AGP01 apds
24 horas de tratamento isolado e combinado com IDA e MBZ nas concentracfes estudadas
(Figuras 10- 14).

Quando realizou-se o tratamento com o mebendazol) isolado, na concentragédo de
150nM (metade do CI50), foi observada uma diminuicdo na capacidade de migracdo no
tempo de 24 horas (p<0,01).

Quando o tratamento foi realizado com a idarrubicina isolada, na concentracdo de
121nM (metade da CI50), foi observada uma diminuicdo na capacidade de migracdo das
células no tempo 12 (p<0,05).

Porém, quando foi realizada a combinagdo da idarrubicina com o mebendazol, nas
concentragdes de 61,9nM (metade da IC50 da combinagéo) e 76,8nM (metade da IC50 da
combinacdo), respectivamente, ndo foi observada uma diminuicédo significativa na capacidade
de migracédo nos tempos 6h, 12h e 24h (p>0,05).

Quando realizada a analise comparativa das concentracGes, isolada da idarrubicina
(121nM) com a combinagdo das substancias na concentracdo de 61,9nM de idarrubicina
(1C50 da combinacéo IDA) e 76,8nM (IC50 da combinacdo MBZ) ndo observou-se diferenca
estatisticamente significativa em nenhum dos tempos testados.

Quando realizou-se o tratamento com o mebendazol isolado, na concentracdo de
300nM (CI50), também foi observada uma diminuicdo na capacidade de migracdo das células
no tempo de 24 horas, porém de forma mais significativa (p<0,001), demonstrando que a
inibicdo da migragéo ocorre de forma dose-dependente.

Quando o tratamento foi realizado com a idarrubicina isolada, na concentracdo de
242nM (CI50), também foi observada uma diminuicdo na capacidade de migracdo das células
no tempo 12, porém de forma mais significativa (p<0,001), demonstrando que a inibicdo da
migracéo ocorre de forma dose-dependente.

Quando foi realizada a combinacdo da idarrubicina com o mebendazol, nas

concentragdes de 123,8nM (IC50 da combinacdo) e 153,53 nM (IC50 da combinacéo),
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respectivamente, também foi observada uma diminuicdo significativa na capacidade de
migracdo no tempo 12h (p< 0,05), porém é importante destacar que a inibicdo da migracéo foi
mais eficiente quando o tratamento foi realizado com a droga isolada (p<0,001),
demonstrando que a utilizacdo do MBZ ndo potencializou o efeito inibitério da migracao

observado para a droga IDA.
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Fig. 10 - Valores em percentual calculados a partir das areas dos arranhdes do ensaio de migracao celular nos em
4 tempos ap0s o tratamento com IDA e MBZ+IDA. A) p<0,05 12 horas ap0s o tratamento quando comparado o
controle negativo e a concentragdo de 121nM. B) p<0,001 12 horas apds o tratamento quando comparado o
controle negativo e a concentragcdo de 242nM. C) P< 0,05 quando comparado o controle negativo com a
concentragdo 123,8nM (IC50 da combinacdo IDA) e 153,5nM (IC50 da combinagdo MBZ). Ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre as concentracGes e os diferentes tempos. Analise de Variancia (2way
ANOVA).
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Fig. 11 - Valores em percentual calculados a partir das areas dos arranhGes do ensaio de migracdo celular nos em
4 tempos apds o tratamento com mebendazol. A) p<0,01 24 horas ap6s o tratamento quando comparado o
controle negativo e a concentragdo de 150nM. B) p<0,001 24 horas apds o tratamento quando comparado o
controle negativo e a concentragdo de 300nM (2way ANOVA).



57

Fig. 12 - Fotografias do ensaio de migracdo celular apds 24 horas de tratamento nas duas concentragdes com a
idarrubicina.
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Fig. 13 - Fotografias do ensaio de migracéo celular apés 24 horas de tratamento nas duas concentracfes para o
Mebendazol.
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Fig. 14 - Fotografias do ensaio de migracdo celular apos 24 horas de tratamento nas duas concentragdes para a
combinacéo da Idarrubicina com o Mebendazol.
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5.3 Avaliacdo do potencial da idarrubicina e mebendazol isolados e em combinacao

sobre o ciclo celular por citometria de fluxo

Quando avaliado o efeito da idarrubicina e do mebendazol combinados e isolados
sobre o ciclo celular na linhagem de ascite maligna AGP01, foi observado que ambas as
substancias foram capazes de induzir parada do ciclo celular, sendo que a idarrubicina foi
capaz de induzir um bloqueio significativo (p<0,001) na fase S do ciclo celular nas duas
concentracgdes testadas 121nM e 242nM (figura 15), enquanto que o mebendazol foi capaz de
induzir um bloqueio significativo (p<0,001) na fase GO/G1 do ciclo celular nas duas
concentragdes testadas (150nM e 300nM) (figura 15). Vale ressaltar que quando realizou-se o
tratamento com as substancias combinadas verificou-se que a combinacdo também foi capaz
de induzir um bloqueio significativo (p<0,001) na fase S do ciclo celular nas duas
concentragdes testadas (61,9nM IDA+ 76,8nM MBZ; 123,8nM IDA + 153,5nM MBZ) (figura
15). Portanto, ndo houve diferenga estatistica entre a utilizacdo da IDA isolada e em
combinacdo com o MBZ, porém vale ressaltar que a utilizacdo das substancias combinadas
encontravam-se em uma concentra¢cdo muito menor para idarrubicina (61,9nM e 123,8nM),
produzindo o mesmo efeito obtido na maior concentracdo testada para idarrubicina (242nM)..
Neste sentido verificamos que a associacdo da ida ao mbz, embora sem diferenca
estatisticamente significativa foi capaz de provocar um bloqueio do ciclo celular equivalente a
a maior concentracdo testada da idarrubicina, demonstrando que o mbz foi capaz de
potencializar o efeito da mesma, quando combinados. A Distribuicdo do ciclo celular da
linhagem celular AGP-01, ap0s o tratamento com as substancias Idarrubicina e Mebendazol,

nas concentragdes isoladas e combinadas sdo mostradas na figura 16.
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Fig. 15 - Avaliacdo do efeito da IDA e do MBZ no ciclo celular da linhagem de céncer gastrico AGPO1. Os
dados estdo representados pela média e o desvio padrédo de trés experimentos independentes. O grupo tratado foi
comparado estatisticamente com o controle negativo usando o teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.
Significancia: *p<0,05, **p<0,01*** p<0,001.

Fig. 16 Distribuicdo do ciclo celular da linhagem celular AGP-01, ap6s o tratamento com as substancias
Idarrubicina e Mebendazol, nas concentragdes isoladas e combinadas.
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5.4 Efeitos da idarrubicina e Mebendazol sobre a apoptose e viabilidade celular

analisado por citometria de fluxo

Para analise de viabilidade, apoptose e necrose em células de cancer gastrico, foi
realizada a deteccdo da externalizacdo de fosfatidilserina e da perda da integridade da
membrana plasmatica por citometria de fluxo utilizando o kit anexina V-PE e o marcador de
viabilidade 7AAD. Da mesma forma utilizou-se a Anexina V conjugada com a fluoresceina
(FITC) que também é um marcador da fofastidilserina e 0 marcador de viabilidade celular
iodeto de propideo (IP). A andlise foi realizada em triplicata sendo que em cada repeti¢do

10.000 células foram avaliadas.

Quando analisou-se o efeito da idarrubicina isolada em comparagdo com o controle
negativo, verificou-se que em ambas as concentragdes (121nM; 242nM) a droga foi capaz de
induzir morte celular em cerca 46,9% (p<0.001) e 75,7% (p<0.001), com diferenca
estatisticamente significativa para células viaveis (p<0,001), respectivamente. N&ao
apresentando significancia estatistica para apoptose inicial e necrose. para Vale ressaltar que a
inducdo de apoptose foi dose dependente. As medias das porcentagens encontradas para cada

concentracdo estdo plotadas nos graficos de barra (figura 17).
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Fig. 17: Gréfico referente ao ensaio de apoptose e viabilidade celular, demonstrando as porcentagens de células
que se encontram vidveis (Azul); em apoptose inicial (alaranjado); em apoptose tardia (cinza); e em necrose
(amarelo). Demonstrando que o tratamento com o farmaco idarrubicina induziu apoptose em todas as
concentragdes testadas.

Quando analisou-se o efeito do mebendazol na menor concentragdo testada (150nM)
em comparacdo com o controle negativo verificou-se que 0 mesmo ndo apresentou
significancia estatistica para morte celular (apoptose inicial; apoptose tardia; necrose) apenas
para quantidade de células vidveis que encontrou-se muito maior no controle (p<0,001). No
entanto quando comparamos a maior concentracdo testada (300nM) com o controle negativo,
verificou-se que o MBZ foi capaz de induzir morte celular celular em cerca de 66,5%, com
diferenca estatisticamente significante para apoptose inicial, (p<0,05) e apoptose tardia
(p<0.001). E diferencas estatisticamente significativas para quantidade de células viaveis que
encontrou-se muito maior no controle (p<0,001). As médias das porcentagens encontradas

para cada concentragdo estdo plotadas nos graficos de barra (figura 18).
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Fig. 18: Gréfico referente ao ensaio de apoptose e viabilidade celular, demonstrando as porcentagens de células
que se encontram viaveis (Azul); em apoptose inicial (alaranjado); em apoptose tardia (cinza); e em necrose
(amarelo). Demonstrando que o tratamento com o farmaco mebendazol induziu apoptose em todas as
concentragdes testadas.

Quando analisou-se as substancias combinadas em comparacdo com o0 controle
negativo, verificou-se que em ambas as concentracdes utilizadas (61,9nM+76,8nM e 123,9nM
+ 153,5nM), as substancias foram capazes de induzir morte celular em cerca de 65% e
70,1%, respectivamente, com (p<0.001) para ambas as concentra¢cbes. Com diferencas
estatisticamente significativas para quantidade de células vidveis que encontrou-se muito
maior no controle (p>0,001). As médias das porcentagens encontradas para cada concentracao

estdo plotadas nos graficos de barra (figura 19).
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Fig. 19: Grafico referente ao ensaio de apoptose e viabilidade celular, demonstrando as porcentagens de células
que se encontram vidveis (Azul); em apoptose inicial (alaranjado); em apoptose tardia (cinza); e em necrose
(amarelo). Demonstrando que o tratamento com os farmacos idarrubicina e mebendazol induziram apoptose em
todas as concentragdes testadas.

E de suma importancia ressaltar que ao combinarmos a substancias, a concentragdo
inibitéria a 50% (MTT) da idarrubicina reduziu pela metade equivalendo-se a menor
concentragdo da idarrubicina isolada testada no presente estudo. Neste sentido, realizou-se a
comparagédo entre a concentragdo de 121 nM da idarrubicina e a concentragdo de 123,9nM +
153,5nM do combinado e verificou-se diferenca estatisticamente significativa com cerca de
21,9% de células a mais em apoptose quando tratadas com as substancias combinadas.
Quando realizou-se a comparagdo entre a concentracdo de 242nM para idarrubicina e
123,9nM + 153,5nM para combinado ndo houve diferenca estatisticamente significativa
(p>0.05). Com base nisso verificamos que ao combinarmos as substancias houve uma reducéo
da dose necesséaria para induzir a apoptose em células tumorais e que tal inducdo foi
equivalente a inducdo de apoptose provocada pela maior concentracdo testada da idarrubicina
isolada. Adicionalmente, verificamos isto como uma fator favoravel pois o mbz, uma
substancia que exibe baixo grau de toxicidade e sem efeitos adversos clinicamente relevantes,
foi capaz de reduzir a concentracdo inibitoria da idarrubicina, uma droga que em elevadas

concentragdes pode provocar cardiotoxicidade.
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Quando realizou-se a analise entre o tratamento com mebendazol em comparacdo com
0 tratamento com as substancias combinadas, verificou-se que a combinagdo na concentragdo
de 61,9nM+76,8nM foi capaz de induzir apoptose em cerca de 31,5% a mais que o0 MBZ na
concentragéo de 150nM (p<0.001), enquanto que a concentragdo de 123,9nM + 153,5nM foi
capaz de de induzir apoptose em cerca de 36,5% a mais que 0 MBZ na concentragdo de
150nM (p<0.001). Quando realizou-se a comparacao entre as concentragdes de 300nM para o
MBZ e 61,9nM+76,8nM para a combinacdo, verificou-se que a combinagdo induziu mais
apoptose tardia em relacdo ao MBZ (p<0.01) em contrapartida 0 MBZ induziu mais apoptose
inicial (p<0.01). Da mesma forma, a concentragdo de 123,9nM + 153,5nM para combinagéo
quando comparada com a concentragdo de 300nM para o0 MBZ, induziu mais apoptose tardia
em relacdo ao MBZ (p<0,001) em contrapartida o MBZ induziu mais apoptose inicial
(p<0.01).

Os dot plots apresentados tém por objetivo apenas ilustrar os dados adquiridos pelo
citbmetro de fluxo durante as analises, ou seja, as porcentagens de células encontradas em
cada estado: células viaveis (sem marcagdo), em estagio inicial de apoptose (positivas para
Anexina V-PE) e em estégio tardio/avancado de apoptose ou necrose (positivas para Anexina
V-PE e 7AAD) (fig. 20 e 21). Desta forma, os dot plots e gréaficos de barra correspondem as
porcentagens de células viaveis, apoptdticas e necroticas observadas em linhagem de cancer
gastrico.

Para melhor elucidar a marcacdo da anexina-V e 7AAD ou Anexina V-FITC/IP,
realizamos a confeccdo de uma lamina, de uma amostra tratada com as substancias, que

demonstra uma célula em estagio de apoptose (fig. 22 e fig. 23).
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Figura 20: Dot plots tipicos utilizados na analise dos efeitos apoptéticas da idarrubicina isolada e em associa¢do
da idarrubicina e Mebendazol. E possivel observar aumento da porcentagem de células em estagio inicial de
apoptose e estagio tardio de apoptose ou necrose nos tratados em comparacdo com o Controle Negativo. Viaveis:
células 7AAD- / Anexina V-PE- ; Estagio inicial de apoptose: células 7AAD - / Anexina V-PE+; Estagio tardio
de apoptose: 7TAAD+ / Anexina V-PE+ ; Necrose: 7TAAD+.

Figura 21: Dot plots tipicos utilizados na analise dos efeitos apoptéticas do Mebendazol. E possivel observar
aumento da porcentagem de células em estagio inicial de apoptose e estagio tardio de apoptose no tratado em
comparacdo com o Controle Negativo. Viaveis: células IP- / Anexina V-FITC- ; Estagio inicial de apoptose:
células IP - / Anexina V-FITC+; Estagio tardio de apoptose: IP+ / Anexina V-FITC+ ; Necrose: IP+.



Fig 22. llustracdo de apoptose inicial quando
marcadas com o anexinaV-FITC e IP e analisadas por
microscdpio de fluorescéncia. (marcacdo com FITC e
IP.
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Fig 23. llustracdo de apoptose tardia quando
marcadas com o anexinaV-FITC e IP e analisadas
por microscopio de fluorescéncia. (marcacdo com
FITCelPR.
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6. DISCUSSAO

Atualmente, a quimioterapia é a principal abordagem para o tratamento de doencas
sistémicas em estagio avancado ou metastatico. Os tratamentos direcionados a neoplasia
gastrica apresentam taxas de sucesso ainda insatisfatérios. Dentre as possiveis estratégias esta
a utilizacdo de inibidores especificos que auxiliem na interrupgdo da progressédo tumoral.

Poruchynsky e colaboradores (2014) demonstraram que associacdo de drogas que tem
como alvo os microtibulos a agentes causadores de danos ao DNA é uma estratégia
terapéutica promissora. Propuseram ainda a hipbtese de que 0s agentes microtibulos-alvo
dificultam o trafico de proteinas essenciais de reparo do DNA e provocam o0 sinergismo com
0s agentes causadores de dano, aumentando sua toxicidade.

O MBZ tem demonstrado atividade anticancer in vivo e in vitro em varios tipos de
cancer, tais como glioblastoma multiforme, melanoma, carcinoma adrenocortical e de pulméo,
tendo como principal mecanismo acdo a despolimerizacao da tubulina provocando a
desestruturacdo da funcdo dos microtibulos (BAI et al., 2011; DOUDICAN et al., 2008;
MARTARELLI et al., 2008; MUKHOPADHYAY et al., 2002).

A idarrubicina, por sua vez, é um agente comprovadamente eficaz contra células
cancerigenas, sendo amplamente utilizada na préatica clinica em casos de leucemias. Seu
mecanismo de acdo como citado anteriormente, consiste principalmente na intercalagdo ao
DNA e ligacdo a topoisomerase |1, sendo desta forma uma substancia com ampla agdo. Neste
sentido, é de substancial importancia avaliar o potencial de ambas as drogas e suas associacdo
no cancer gastrico.

Diante deste cenario, o presente estudo demonstrou uma atividade citotoxica in vitro
aumentada ao associar 0 MBZ ao quimioterapico IDA na linhagem AGP01, uma vez que
diminuiu aproximadamente 50% o CI50 das substancias quando estas foram combinadas. E
importante destacar que este 0 primeiro estudo que associa a IDA ao MBZ em cancer
gastrico.

A atividade citotoxica da idarrubicina foi testada em diversos estudos, incluindo
linhagens celulares de leucemia linfoblastica aguda T(CEM) com CI50 de 350nM (LOTFI;
ZACKRISSON; PETERSON, 2002). Em linhagens de células-tronco leucémicas (LSC), a



70

idarrubicina provocou uma concentracao inibitéria 50% de 285,20 + 13,7 nM (LIU et al.,
2013). Em um método comparativo entre a atividade da idarrubicina isolada e a sua atividade
em associagdo com nanoparticulas capazes de superar a resisténcia a maltiplas drogas (MDR),
MA, et al. (2009) verificaram que a IDA em uma linhagem celular de carcinoma colorretal
HCT-15 com superexpressao de glicoprotinas P (Pgp), apresentou uma CI50 de 129nM,
enquanto que para IDA conjugada a CI50 foi de 120nM. Tais dados corroboram com 0s
achados no presente trabalho.

MA, et al. (2009), também realizaram a analise do efeito da IDA isolada e em
combinacgdo com nanoparticulas, em uma linhagem celular de leucemia promielocitica HL-60,
que demonstrou uma CI50 de 27nM para IDA isolada e de 23nM para IDA conjugada, Os
resultados da linhagem HL-60 diferem com os achados no presente estudo e um provavel
explicacdo para isso, seria que a AGPO1 (utilizada no presente estudo) pode estar expressando
mecanismos de resisténcia a maltiplas drogas.

Os achados do presente estudo confrontam os resultados encontrados em um estudo
realizado em linhagem celular de adenocarcinoma de mama epitelial de tipo humano a qual
apresentou CI50 de 2,48 uM (GUNDUZ et al.,2014).

Os achados de Pinto et al. (2015) corroboram com os resultados encontrados no
presente trabalho, uma vez que o MBZ provocou uma concentragdo inibitéria 50% de 0,5891
uM (589 nM) na linhagem AGPO1.

BAI et al. (2011 e 2015) observaram uma importante atividade citotoxica do MBZ em
linhagem de glioblastoma multiforme (Clso 0,1uM=100nM), da mesma forma, Doudican et
al. (2008) e Mukhopadhyay et al. (2002) demonstraram a atividade citotéxica do MBZ nas
linhagens SKMEL-19 (Clsg 0,32uM= 320nM) e M-14 (Clso 0,3uM= 300nM) oriundas de
melanoma e linhagens de cancer de pulmdo (Clso 0,16 pM=160nM), respectivamente. Da
mesma forma, um estudou avaliou a atividade citotoxica do MBZ em linhagens de leucemia
mieldide aguda (LMA) (THP-1, U937, NB4 e K562) e foi determinado que o valor de
concentragéo inibitoria de 50% (ICso) de MBZ em células U937 em 48 horas foi de 0,17 (0,14
a0,21) uM.

Para determinar se 0 MBZ tinha eficacia potente em relacdo aos outros tipos de
linhagens celulares leucémicas, as células THP-1 (subtipo M5 de LMA), NB4 (subtipo M3 de
LMA) e K562 (Leucemia Mieloide Crbnica- LMC) foram tratadas com diferentes
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concentragdes de MBZ durante 48 horas. O resultado mostrou que o MBZ também
demonstrou concentracdo inibitdria 50% em celulas THP-1, NB4 e K562 nas concentracdes
de 0,12 uM, 0,13 uM e 0,34 uM, respectivamente (HE er al., 2018).

Notavelmente, ambas as substancias possuem atividade anticancer tanto in vitro,
quanto in vivo em diversas neoplasias malignas, tais como, leucemias, linfomas, cancer de
mama, carcinoma epidermoide de cabeca e pesco¢o, melanoma e cancer gastrico (PINTO et
al.,  2015; ZUGBI et al., 2018; DOUDICAN et al., 2008; ZHANG et al., 2017;
CRIVELLARI et al., 2004; BINASCHI et al., 1997; GEWIRTZ, 1999).

Diversas etapas sdo necessarias para a progressao de células malignas no processo de
invasdo e metastase, dentre elas podemos destacar: separacdo de algumas células do tumor
primario, penetracdo destas através da membrana basal, migracdo das células ao longo da
matriz extracelular, extravasamento destas para os vasos sanguineos, adesdo das células
tumorais ao endotélio vascular, extravasamento das células pelos capilares do orgédo/tecido
alvo e, finalmente, a formacdo dos tumores secundario (AKIYAMA et al., 1995).

As substancias anticdncer capazes de alterar qualquer uma das etapas da cascata
metastatica tornam-se potenciais candidatos na terapia anticancer. Em virtude disto,
ressaltamos a importancia de estudar os efeitos das drogas idarrubicina e mebendazol na
migracéo celular.

Pinto et al. (2015), demonstraram que o MBZ inibiu significativamente a migracao
celular na linhagem AGPO1, nas concentracdes de 100nM e 500nM corroborando com o
presente estudo que apds 24h de tratamento com 150nM e 300nM também demonstrou uma
inibicdo significativa da capacidade migratéria na linhagem géstrica nos tempos de 12 e 24
horas. O mesmo foi visto em células de carcinoma adrenocortical em que o0 MBZ inibiu a
migracado e invasao in vitro e a formacgao de metéstases in vivo (MARTARELLI ef al., 2008).
Bai et al. (2011) demonstraram que a interrupcdo da formacdo de microtibulos também
poderia prejudicar a migracédo de células de gliobastoma. Avaliaram que a migracédo de celulas
neuronais esta comprometida por uma mutacao a-tubulina e que os inibidores dos microtdlos
pode potencialmente bloquear a mobilidade de células de glioma.

A idarrubicina isolada e as substancias combinadas demonstraram capacidade
inibitdria significativa na migracdo celular no tempo de 12 horas de exposicdo, exceto na

concentracdo de 61,9nM + 76,8nM (metade do IC da substancia combinada) onde néo obteve-
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se significancia em nenhum dos tempos estudados. Por possuir uma atividade dose-
dependente sugere-se que a idarrubicina em uma maior concentracdo provocaria maiores
efeitos tanto isoladamente quando em associagdo. E importante destacar que até o presente
momento ndo ha estudos que avaliem o efeito da idarrubicina sobre a migracao celular.

Em suma, foi possivel observar que as substancias combinadas ndo produziram efeito
sinérgico na migracao celular, uma vez que o efeito sobre a migracdo foi superior quando as
substancias foram testadas isoladamente.

As células tumorais apresentam maior frequéncia de alteracdo do ciclo celular quando
correlacionada a uma célula normal, devido a isto, diversos estudos tem voltado sua atencéo
para identificagdo de etapas relacionadas a inibi¢do da multiplicéo celular e ao estudo de alvos
moleculares, que contribuam para o desenvolvimento de potenciais candidatos a farmacos
para terapia do cancer (FOX et al., 2012).

Os microtubulos sdo estruturas essenciais para a organizacdo e distribuicdo de
proteinas intracelulares essenciais, assim como tem fundamental importancia durante a
divisdo celular. Os farmacos que tem como alvo os microtdbulos, tais como o paclitaxel e 0s
alcaloides vinca, vinblastina, vincristina e 0 MBZ, exercem uma efeito inibitdrio sobre a
proliferacdo de células cancerosas por produzir alteracdes no fuso mitético, resultando na
parada do ciclo celular e induzindo a apoptose (JORDAN et al., 1996; YVON et al., 1999).
Isto por que a ruptura do equilibrio entre os monémeros/dimeros de tubulina e polimeros de
microtdbulos provocada por agentes estabilizadores dos microtubulos (por exemplo,
paclitaxel, docetaxel) ou agentes destabilizadores dos microtubulos (por exemplo, vinblastina,
vincristina, nocodazol, colchicina) ativa cascatas de sinalizacdo de proteinas quinases ativadas
por estresse, ocasionando a parada do ciclo celular (BHALLA et al., 1993; HORWITZ, 1992;
LONG et al., 1994; ROWINSKY et al., 1995).

Neste sentido , os resultados do presente estudo demonstraram que o mebendazol
apresenta-se potencialmente eficaz no bloqueio do ciclo celular, uma vez que induziu o
blogueio do ciclo na fase GO/G1 em ambas as concentragoes testadas (150nM e 300nM),
corroborando com estudo de ZHANG et al. (2017). Em contrapartida, ZHANG et al. (2018),
HE et al. 2018 e MUKHOPADHYAY et al. (2002) identificaram que o MBZ induziu a
parada do ciclo celular na fase G2/M em linhagens celulares de cancer de mama, leucemia

linféide aguda e cancer de pulmao, respectivamente.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%252520L%25255BAuthor%25255D&cauthor=true&cauthor_uid=30196056
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Agentes com capacidade produzir danos ao DNA também sdo extremamente
promissores na luta contra o cancer. A idarrubicina é um inibidor potencialmente eficaz sobre
a proliferacdo celular, e sua farmacodindmica consiste principalmente na interagdo com o
DNA de diferentes maneiras, incluindo intercalacdo (entre os pares de bases) resultando na
quebra da fita de DNA e interacdo com a enzima topoisomerase I, produzindo quebras na fita
de DNA que ndo podem ser reparadas pela ligase, resultando em inibi¢cdo do alongamento da
cadeia de DNA. A idarrubicina também induz a remocdo de histonas da cromatina, que
desregula a resposta ao dano ao DNA (DRUGBANK, 2018; CRIVELLARI et al., 2004;
BINASCHI M. et al., 1997; GEWIRTZ, 1999; JENSEN, et al., 1993; PANG, et al., 2013).

Os resultados do presente estudo demonstraram que a idarrubicina induziu a parada do
ciclo celular na fase S, corroborando com diversos estudos da literatura (LI, YIN et al., 2017;
MINDERMAN et al., 1993; MINOTTI et al., 2004; BCCANCER 2017). Por outro lado,
quando testada em menores concentracOes, verificou-se que a idarrubicina induziu bloqueio
do ciclo na fase G2/M ( HAN et al., 2017).

Quando as duas substancias foram combinadas, foi possivel identificar que o
mebendazol potencializou o efeito da idarrubicina sobre o ciclo celular com potente parada na
fase S. Vale ressaltar que a maior concentracdo utilizada é equivalente a metade da
concentracdes das substancias isolada, reforcando assim, que mesmo em baixas concentracdes
a combinacdo das substancias provocou um efeito promissor sobre o ciclo celular.

Simbulan-Rosenthal et al. (2017) demonstraram que o0 MBZ associado ao trametinib
induz o bloqueio de células de melanoma refratario na fase S do ciclo celular. Desta forma,
sugerimos a hipdtese de que mesmo o MBZ possuindo bloqueio do ciclo celular nas fases GO/
G1 e G2/M, dependendo da dose, 0 mesmo, gera um efeito potencializador quando associado
a outros agentes anticancer.

As altas taxas de apoptose exibida pela idarrubicina e a sua associagdo com o mbz,
decorre da acumulacdo de dano que a mesma €é capaz de provocar ao DNA, e defeitos no
sistema de reparo ao DNA. Ressaltando seu potencial como agente anticancer e sua atividade
melhorada em uma dose inferior quando associada ao MBZ (LI et al. 2017).

Com base no exposto ate 0 momento, o presente estudo verificou que ambas as drogas
isoladas e em associagdo demonstraram efeitos extremamente significativos na apoptose e

viabilidade celular analisada por citometria de fluxo, como descrito anteriormente (pagina
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62), tais resultados estdo de acordo com os achados por, Strickland e colaboradores (2013),
que demonstraram em seu estudo que a idarrubicina induz, similarmente, apoptose em
linhagens de leucemia miolocitica aguda. Diversos estudos tem realizado a associa¢do da
idarrubicina com diferentes componentes, demonstrando que ao associar-se seu efeito é
potencializado na inducdo de apoptose (LI, et al. 2014; ZHAO et al., 2011), ligeiramente
similar ao que identificamos quando realizamos a combinagdo da IDA ao MBZ. Desta forma,
foi evidente que o inibidor da formacdo dos microtibulos (Mebendazol), aumentou
significamente a toxicidade de um agente causador de dano ao DNA (ldarrubicina),
corroborando com os achados de Poruchynsky e colaboradores (2014). Quanto ao MBZ, a
inducdo de apoptose foi eficiente apenas na maior concentracdo testada (300nM)
demonstrando superior inducdo de apoptose inicial, estando correntes com os achados de
Zhang et al. (2018) e Zhang Fugui et al. (2017) os quais demonstraram em seu estudo que o
MBZ induz, similarmente, apoptose em cancer de mama e em carcinoma epidermoide de
cabeca e pescoco (HNSCC), respectivamente. Uma possivel explicagdo para isso, seria
porque o mebendazol modulada a via de MY C, uma fosfoproteina nuclear que funciona como
um fator de transcricdo estimulando a progresséo do ciclo celular e a apoptose. E um gene de
resposta inicial, ou seja, responde diretamente a sinais mitogénicos estimulando a passagem
das células da fase G1 do ciclo celular. Neste sentido, se o tratamento com mebendazol
regular negativamente a via de MYC a passagem das células da fase GO/G1 é bloqueada e a a
inducdo de apoptose ativada (ZHANG et al. 2017; ANAZETTI; MELO, 2007).

Vale ressaltar que de acordo com a literatura ambos os farmacos sdo capazes de driblar
a resistencia a multiplas drogas gerada pela expressdo do gene MDR-1, que € uma das
principais causas de falha na terapia do céancer. Esse gene codifica uma glicoproteina de
ligacdo de ATP de 170 kDa (PGP) que atua como uma bomba para excluir agentes
terapéuticos da célula, diminuindo assim a concentracdo intracelular do farmaco e a resposta
celular apoptética (PINTO et al., 2015; CRIVELLARI et al., 2004 BELAUD-ROTUREAU,
et al., 2000; FRANKFURT; SECKINGER; SUGARBAKER, 1994).

Diante deste cenario, destacamos que a combinacdo desta duas drogas anticncer é
uma estratégia terapéutica promissora, principalmente pela possibilidade de reduzir a
dosagem necesséria pra se obter efeitos benéficos ao paciente e reduzir os efeitos adversos

comprovadamente provocados pela idarrubicina, como cardiotoxicidade; Toxicidade
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hematoldgica; estomatite; e outros, destacando neste sentindo a relevancia terapéutica da

combinacéo de agentes anticancer.
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7. CONCLUSAO

Em virtude dos argumentos apresentados, o0 presente trabalho mostrou que, tanto o
Mebendazol quanto a Idarrubicina, possuem excelente atividade anticancer contra a linhagem
de céncer gastrico, oriunda de ascite maligna AGPOL1. Visto que, ambos os farmacos isolados
e em associacdo exerceram um consideravel efeito citotoxico, induzindo parada no ciclo
celular e induzindo apoptose na linhagem de cancer gastrico AGP01,; tal efeito observado foi
evidenciado em todas as concentracdes testadas neste modelo. Isto pode representar uma nova
estratégia para o tratamento deste tipo tumoral, tendo em vista a resposta ainda ineficiente a
quimioterapia e quimiorresisténcia. No entanto, estudos clinicos e mais testes in vitro devem
ser realizados para confirmar o potencial de ambas as drogas no tratamento desse tipo

tumoral, buscando a melhoria da sobrevida dos pacientes.
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