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Sumario

O cancro da bexiga é a neoplasia maligna mais comum do aparelho urinério, sendo o
carcinoma urotelial o tipo histoldgico mais frequente. Em aproximadamente 70% a 80%
dos casos, o tumor é, inicialmente, uma lesdo superficial na mucosa da bexiga. Embora
sem caracteristicas histopatoldgicas de grande agressividade, estes tumores recidivam
com frequéncia e, por vezes, sob formas invasoras. Este facto tem fomentado uma
intensa investigacdo na tentativa de encontrar novas estratégias e alvos terapéuticos,
mais eficazes e com menos toxicidade associada. Neste processo de investigacdo, tém

desempenhado um papel fundamental as linhas celulares de tumores de bexiga humana.

Um dos farmacos em investigacdo é a Mitomicina C (MMC) cujo papel nos atuais
esquemas terapéuticos recomendados para os CUB superficiais ndo esta, ainda, bem

definido, nomeadamente nos tumores de risco intermédio e alto.

O presente estudo teve como objetivo geral verificar algumas caracteristicas bioldgicas
da linha celular 5637, considerada uma linha derivada do carcinoma superficial de
bexiga humana, ap6s exposicdo a MMC isolada, bem como em combinacdo com
Everolimus (EVE), Temsirolimus (TEM) e Gemcitabina (GEM).

Para tal, procedeu-se a apreciacdo do efeito antineoplasico destes farmacos através de
trés varidveis: avaliacdo da citotoxicidade celular pelo método de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-
il]-2,5-difeniltetraz6lio (MTT), estudo do ciclo celular por citometria de fluxo (CF) e
avaliacdo da percentagem de células em apoptose, também por CF. Dada a diversidade
de valores de concentracdo e tempos de exposicdo a MMC descritos na literatura foi
necessario encontrar um valor adequado para o presente estudo, tendo-se optado por

uma concentragdo de MMC de 1,25 pg/ml, durante 1h.
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Os resultados obtidos neste estudo revelaram que a MMC isolada tem um efeito
antineoplésico evidente, demonstrando uma reducdo acentuada na viabilidade celular da
linha celular 5637. No que diz respeito ao efeito da MMC no ciclo celular, observou-se
uma acumulacdo de células em fase S e aumento da percentagem de células em

apoptose.

Em relagdo a terapia de combinagdo MMC/EVE e MMC/TEM néo se observou um
acréscimo do efeito antineoplésico da MMC.

Por outro lado, o efeito antineoplasico da MMC é potenciado quando combinada com a
GEM, verificando-se os valores mais baixos de viabilidade celular, com paragem do

ciclo celular em Go/G; e aumento da percentagem de células em apoptose.

Quanto a exposicao das células com EVE e TEM isoladamente, observa-se um efeito
antineoplasico moderado, com um ligeiro aumento da percentagem de células em

apoptose (apenas significativo para a exposi¢do com EVE).

Relativamente a GEM os resultados sdo sugestivos de que tem um efeito antineoplasico
evidente, com paragem do ciclo celular em Go/G; sendo potenciada, como referido

anteriormente, pela MMC.

Adicionalmente, foi objeto de estudo a linha celular humana de urotélio de bexiga
(HCV29) para aferir eventuais alteracfes no contetido de ADN apos diferentes tempos
de exposicdo a MMC (1h, 6h, 24h, 48h e 72h). Neste estudo verificou-se que todas as
populacdes celulares tinham um conteddo de ADN sobreponivel ao controlo (dipldide
de ADN), mesmo ap6s 72h de exposicdo, ou seja, ndo revelaram alteracdes do contetdo
de ADN ap0ds exposicdo a MMC. Estes resultados ndo confirmaram as alteragdes
genéticas descritas na literatura como resultado da acéo repetida deste farmaco.

Palavras-chave: Cancro da bexiga, linhas celulares, MMC, EVE, TEM, GEM, MTT,
CF
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Summary

Bladder cancer is the most common malignancy of the urogenital region, with urothelial
carcinoma being the most frequent histologic type. Approximately 70%-80% of initial
tumours are superficial lesions confined to the bladder mucosa. Although without
agressive histopatologic features, these tumours frequently recur and progress to
invasive forms. This has led to an intensive research in trying to find new strategies and
therapeutic targets, more effective and with lower adverse side effects. In this research
process, human bladder tumor cell lines have played a key role.

One of drugs under study is Mitomycin C whose role in current treatment regimens
recommended for non-invasive urothelial cell carcinoma is not yet well defined, namely

for intermediate and high risk tumours.

The present study aimed to verify some biological characteristics of the 5637 bladder
cell line, after Mitomycin C exposure, alone and in combination with Everolimus,
Temsirolimus and Gemcitabine. The cell line is accepted as derived from a non-invasive

bladder carcinoma.

The anticancer activity of these drugs was measured through three variables: evaluation
of cytotoxicity by the method of 3 - [4,5-dimethyl-thiazol-2-yl] -2,5-
diphenyltetrazolium bromide, and study of the cell cycle and the percentage of cells
undergoing apoptosis by flow cytometry. Given the wide range of values of Mitomycin
C concentration and exposure time described in the literature, it was first necessary to
find a suitable value for this study. A Mitomycin C concentration of 1,25 pg/ml, for 1h,

was chosen.

The results of this study revealed that the isolated Mitomycin C has a clear
antineoplastic effect, demonstrating a marked reduction in cell viability of 5637 cell
line. With respect to cell cycle and apoptosis, a S-phase arrest and increased apoptosis

cell fraction, were observed.
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Regarding the Mitomycin C/Everolimus and Mitomycin C/Temsirolimus combination
therapy no increase antitumor effects was observed compared with Mitomycin C alone.

On the other hand, the antineoplastic effect is enhanced when combined Mitomycin C
with Gemcitabine, verifying the lowest values of cell viability, a Go/G; arrest and

increased percentage of cells undergoing apoptosis.

Regarding isolated Everolimus and Temsirolimus exposure, there is a moderate
antineoplastic effect, with a slight increase in the percentage of apoptotic cells (only

significant with Everolimus).

Regarding Gemcitabine, the results are suggestive of a clear antineoplastic effect in cell

cycle with a higher Go/G; arrest, as mentioned above.

Additionally, changes in the DNA content of normal bladder cell line (HCV29) were
evaluated, after different Mitomycin C exposure times (1h, 6h, 24h, 48h and 72h). The
results showed that all cell populations studied had a DNA content overlapping the
DNA content of the control (diploid DNA), even after 72h of Mitomycin C exposure.
No changes in DNA content after Mitomycin C exposure were observed. These results
did not confirm the genetic alterations described in the literature as a result of the

repeated action of this drug.

Keywords: Bladder Cancer, cell lines, Mitomycin C, Everolimus, Temsirolimus,
Gemcitabine, MTT, flow cytometry
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Avaliacao do efeito da Mitomicina C em células uroteliais da bexiga

I.  INTRODUCAO

1. Morfologia da bexiga humana

A bexiga € um orgdo oco, localizado na pelve, cuja funcdo principal € servir como
reservatorio de urina (Figura 1). Nos homens, situa-se acima do soalho pélvico e da
prostata, em frente e acima do reto e das vesiculas seminais e, nas mulheres, localiza-se
a frente da vagina e abaixo do Utero. O tamanho e forma da bexiga varia com a
quantidade de urina que contém e com a pressdo que recebe de 6rgdos adjacentes
(Afonso, 2011).

- — Ureter

Miusculo detrusor
- Orificio do ureter
Trigono
- Esfincter interno
Muasculos do assoalho pélvico

Esfincter externo

Uretra

Figura 1: Esquema representativo da bexiga humana (adaptado de Netter, 2003).

Internamente, a bexiga € revestida por uma mucosa composta por um epitélio
transicional, ou urotélio, e a lamina prépria de tecido conjuntivo laxo. O urotélio é
apenas encontrado dentro das passagens de conducdo do sistema urinario, para o qual
esta especialmente adaptado. Na bexiga contraida, o urotélio tem cinco a sete camadas
de células e, na bexiga distendida, trés a quatro camadas. As células da camada basal
sdo compactas e cubicas ou cilindricas quanto a forma, enquanto as da camada
intermediaria sdo mais poligonais. As células superficiais, células em “umbrella”, sdo
grandes, ovoides, com nucleos redondos e citoplasma eosinofilico abundante, podendo
ser binucleadas. Estas tém caracteristicas Unicas, uma vez que, permitem manter a
impermeabilidade do epitélio a urina (Afonso, 2011; American Cancer Society, 2012;
Cabrera, 2010; Solomon, 2008; Wu, 2009).
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A parede muscular ¢ formada pelo muasculo detrusor, a qual tem trés camadas de
musculo liso — longitudinal interna, circular média e longitudinal externa — e fibras
elasticas que contraem durante a mic¢do. Nas zonas ndo peritonealizadas, segue-se uma
adventicia, constituida por tecido conjuntivo laxo enervado e vascularizado (vasos
sanguineos e linfaticos). A face exterior da bexiga é revestida por mesotélio e liga-se ao
peritoneu, mantendo a posicdo do oOrgdo (Afonso, 2011; American Cancer Society,
2012; Cabrera, 2010; Solomon, 2008; Wu, 2009).
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2. Cancro da bexiga

I.  Epidemiologia

O cancro da bexiga é o quinto cancro mais frequente no mundo industrializado e o
segundo ao nivel do trato geniturinario, afetando mais homens do que mulheres (razéo
mundial, aproximadamente, de 3:1) (Cordon-Cardo, 2008). A incidéncia deste cancro
aumenta, regra geral, com a idade, apresentando um pico entre os 50 e 70 anos e sendo
raro antes dos 40. A idade média de diagndstico situa-se nos 73 anos (American Cancer
Society, 2012).

Existe uma variacdo geografica e racial na incidéncia do carcinoma da bexiga: € mais
alta em americanos brancos do que em americanos negros, em areas urbanas do que em
areas rurais e em paises industrializados do que em regifes sub-desenvolvidas (Figura 2
A e B) (Afonso, 2011; American Cancer Society, 2012; Hubbard et al, 2007; Palmeira,
2010; Piovesan, 2011; GLOBOCAN, 2010).

W <25 W <44 = 7.0 | = 13.5 m<29.7

. <09 B <14 < 1.9 m < 3.0 o= 78

Figura 2: Estimativas das taxas de incidéncia ajustadas por idade/100.000 habitantes do sexo masculino (A)
e do sexo feminino (B), dos tumores malignos da bexiga, a nivel mundial, em 2008 (Adaptado de
GLOBOCAN, 2010).
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Em Portugal, registaram-se 1631 novos casos, em 2001 (RORENO, 2001). Em 2007, e
na regido norte de Portugal, foram de 687 novos casos de tumores da bexiga (com uma
taxa bruta de 20,9), correspondendo ao quinto tumor mais frequente no homem e o
décimo na mulher (Figura 3) (RORENO, 2007).

. Tiroide...7.8
Laringe...1,9 Pulmao...3.9
Eséfago...1,9 Mama...29,0
Pulmaio...11,7 Estomago...8,0
Estomago...9,7 Colon ...10,4
Rim...2,1 Bexiga...2,4
Célon...10,2 Recto...5,5
Bexiga...7,3 Corpo de
Recto...6,6 Utero...4,2
Prostata...22.9 Colo do
" Linfoma nio Utero...3,7
Hodgkin...3,3 Linfoma niao
1 "' ASCUL “ ' F [_ MIMNO Hodgkin...3,5

Figura 3: Percentagem de cancro da bexiga na Regido Norte de Portugal em 2007, por sexo (Adaptado de RORENO,
2007).

O tabaco é o fator de risco principal para o desenvolvimento de cancro da bexiga, na
populacdo em geral. Uma variedade de carcinogénicos de exposicao industrial também
pode estar implicita, tais como, corantes a base de anilina e benzinas, aminas aromaticas
e agentes alquilantes. Outros fatores de risco incluem, ainda, a infecdo cronica pelo
Schistosoma sp. (especialmente nos paises menos desenvolvidos), bem como, a
exposicdo a ciclofosfamida e tratamentos de radioterapia (American Cancer Society,
2012, Babjuk et al, 2008; Bernardo, 2011; Cota, 2011; Guimaraes, 2007; Oliveira,
2006a; Palmeira, 2010; Piovesan, 2011).
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ii.  Classificagdo histoldgica e significado progndstico

O estadiamento para o cancro da bexiga é dividido em estadiamento clinico e
patologico. O estadiamento clinico € estabelecido a partir dos dados do exame fisico e
dos exames complementares pertinentes ao caso, enquanto, o estadiamento patologico
baseia-se nos achados cirtirgicos e no exame anatomopatoldgico da peca operatdria. E
estabelecido ap0s tratamento cirdrgico e determina a extensdo da doenca com maior
precisdo (Hubbard et al, 2007).

Classificacdo TNM

A classificacdo dos tumores malignos de acordo com 0 “Tumour-Nodes-Metastasis”
(TNM) permite estabelecer a dimenséo da doenca, sendo til para delinear o tratamento,
determinar o prognéstico e avaliar os resultados do tratamento (Afonso, 2011;
Bernardo, 2011). Nesta classificacdo o T refere-se ao tamanho do tumor primario e
existéncia, ou ndo, de invasdo dos tecidos envolventes; o N ao envolvimento de
ganglios linféaticos regionais; e 0 M a existéncia ou ndo de metéstases. Na Tabela 1
apresenta-se a classificacdo TNM dos tumores malignos da bexiga, de acordo com a
“World Health Organization” (WHO) (Babjuk et al, 2013).
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Tabela 1: Classificacdo dos tumores malignos uroteliais da bexiga através do sistema TNM (Adaptado de Babjuk et
al, 2013).

Tumor primario (T)

Ta Tumor papilar ndo-invasivo

CIS (Tis) Carcinoma “in situ”: tumor plano

T1 Tumor invade o tecido conjuntivo sub-epitelial

T2 Tumor invade a camada muscular
pT2a Tumor invade o musculo superficial (metade interna)

pT2b Tumor invade o musculo profundo (metade externa)

T3 Tumor invade o tecido perivesical (pericisto)
pT3a Microscopicamente
pT3b Macroscopicamente

T4 Tumor invade qualquer dos seguintes 6rgaos: préstata, Utero, vagina, parede
pélvica, parede abdominal
T4a Tumor invade a prostata, Utero, vagina
T4b Tumor invade a parede pélvica, parede abdominal
Ganglios linfaticos regionais (N)

Nx Ganglios linfaticos regionais nao avaliados

NO Nao ha envolvimento de ganglios linfaticos regionais

N1 Metastases num unico ganglio linfatico na pélvis verdadeira (hipogastrica,

obturador, iliaca externa, ou pré-sacral)

N2 Metastases em varios ganglios linfaticos na pélvis verdadeira (hipogastrica,

obturador, iliaca externa, ou pré-sacral)

N3 Metastases num ganglio linfatico no iliaco comum

Metastases a distancia (M)

Mx Metastases a distancia ndo avaliadas

MO N&o ha metastases a distancia

M1 Metastases a distancia
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Grau histologico dos tumores ndo invasores

O grau histologico do tumor tem sido desde hd muito reconhecido como um dos
indicadores de progndéstico mais importantes no que diz respeito a recorréncia da doenca
e sua progressdo (Hubbard et al, 2007). Esta variavel recorre a critérios morfoldgicos
relacionados com o padrdo de alteragdes citoldgicas e estruturais do urotélio (Afonso,
2011; Babjuk et al, 2008).

Em 1973, a WHO sugeriu um sistema de classificacdo (grau de 1 a 3) para os tumores
uroteliais ndo invasores com base na intensidade de anaplasia das células tumorais.
Embora as defini¢es de grau 1 e de grau 3 sejam explicitas, o grau 2 € um diagnéstico

de excluséo (Tabela 2).

Tabela 2: Classificacdo das neoplasias uroteliais ndo invasoras segundo a WHO, 1973 (Adaptado de Babjuk et al,
2012).

Papiloma Urotelial

Grau 1 - Bem diferenciado

Grau 2 - Moderadamente diferenciado

Grau 3 - Pouco diferenciado
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No inicio de 1990, varios fatores levaram a reavaliacdo desta abordagem. Um novo
sistema de classificagéo foi, entdo, proposto inicialmente pela “International Society of
Urologic Pathologists” (ISUP)/WHO em 1998 e atualizado pela WHO em 2004 (Tabela
3).

Tabela 3: Classificacdo das neoplasias uroteliais ndo invasoras segundo a WHO, 2004 (Adaptado de Babjuk et al,

2012).

LesGes planas

Hiperplasia (lesbes planas sem atipia ou aspetos

papilares)

Atipia reativa (lesbes planas com atipia)

Atipia de significado desconhecido

Displasia urotelial
CIS urotelial

LesOes papilares uroteliais ndo invasoras

Papiloma urotelial (lesdo completamente benigna)

Neoplasia urotelial papilar de baixo potencial de
malignidade (PUNLMP)

Carcinoma urotelial papilar de baixo grau

Carcinoma urotelial papilar de alto grau

De acordo com esta classificagdo de 2004, sdo consideradas lesdes uroteliais planas:
hiperplasia, atipia reativa, atipia de significado desconhecido, displasia urotelial e CIS
urotelial. Ao nivel das lesbes papilares uroteliais ndo invasoras consideram 0s
papilomas uroteliais, a PUNLMP, os carcinomas uroteliais papilares de baixo grau e os

carcinomas uroteliais papilares de alto grau.



Avaliacao do efeito da Mitomicina C em células uroteliais da bexiga

O principal objetivo desta nova classificagdo consistiu em criar uma melhor definigéo
de critérios para os diferentes graus (Afonso, 2011; Babjuk et al, 2012) aumentado a sua
reprodutibilidade. O antigo grau 1 dos carcinomas uroteliais papilares sdo agora
subdivididos em PUNLMP ou carcinoma urotelial papilar de baixo grau; o grau 2 de
1973 séo, atualmente, classificados como baixo ou alto grau e o grau 3 como alto grau
(Figura 4) (Jacobs et al, 2010).

PUNLMP

Grau l S —
Carcinoma

urotelial papilar
de baixo grau

Baixo grau

)

_

Grau 2 P —

_—
Alto grau

_
. Ty

Grau 3 Alto grau

Figura 4: Correlacdo entre a classificacdo da WHO de 1973 e 2004
(Adaptado de Babjuk et al, 2012).

Defende-se 0 uso da classificacdo da WHO de 2004, dado que devera conduzir a um
diagnostico uniforme dos tumores e melhor estratificado de acordo com o potencial
risco. No entanto, até que a classificacdo da WHO de 2004 seja validada por mais
ensaios clinicos, os tumores devem ser classificados recorrendo a ambas as
classificagOes, de 1973 e de 2004 (Babjuk et al, 2012).

10
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Carcinogénese

Diversos estudos sugerem que o processo de desenvolvimento deste tipo de cancro
decorre em varias etapas, a partir de danos irreversiveis no ADN (iniciacdo), divisdo e
proliferacdo continuada (promocao) e progressdo para neoplasia pelo efeito cumulativo
de um ou mais agentes de iniciagdo/progressdo (Gutiérrez et al, 2001; Hatina et al,
2008). Ao longo deste processo de carcinogénese, os tumores superficiais ou invasores
da camada muscular podem surgir de novo ou na sequéncia de lesGes pré-malignas
anteriores. Estas Gltimas podem persistir por muitos anos em varias partes do urotélio,
oferecendo a oportunidade do aparecimento de novas neoplasias, através de um
processo de cancerizagdo em campo (Cota, 2011; Oliveira et al, 2005; Lopez-Beltran et
al, 2004; Piovesan, 2011).

Mais de 90% dos tumores que afetam a bexiga sdo carcinomas uroteliais da bexiga
(CUB), sendo os restantes carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas e
carcinomas de células pequenas (Kaufman et al, 2009). Dos casos declarados como
CUB, cerca de 70% afiguram-se como superficiais, ou seja, ndo invasores da camada
muscular (estagios Ta, T1 ou CIS). Contudo cerca de 50-70% destes vado recorrer e
aproximadamente 10-20% irdo invadir a muscular propria, tornando-se, portanto,
carcinomas invasores (T2-4) (Afonso, 2011; Kaasinen et al, 2003; Kaufman et al, 2009;
Lopez-Beltran et al, 2004; Nese et al, 2009; Palmeira, 2010). Cerca de 30% apresentam
caracteristicas de tumores de alto grau, invasores ou metastaticos (Babjuk et al, 2012,
2008; Palmeira, 2010).

Relativamente a estes CUB superficiais, a grande questdo € evitar a recorréncia e a
progressao. O risco de recidiva e de progressao esta associado a diversos fatores clinicos
e anatomo-patoldgicos como: multifocalidade, tamanho do tumor, estadiamento,
namero de recidivas prévias, presenca de CIS e grau tumoral (Castelo-Branco et al,
2003; Correia et al, 2010; Palmeira, 2010). Neste tipo de tumores ndo invasores, a
abordagem inicial consiste na resseccdo transuretral (RTU) do(s) tumor(es) com
propdsito diagndstico e terapéutico. Uma RTU de toda a neoplasia visivel pode ser

suficiente para tratar tumores de baixo risco (Babjuk et al, 2012, 2008; Correia et al,

11
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2010). No entanto, para a grande maioria dos casos, ap0s a remocao cirargica do tumor
segue-se uma terapia intravesical ou quimioterapia (QT), de forma a diminuir a
probabilidade de recorréncia dentro dos primeiros dois anos apos a cirurgia. Em relacao
aos CUB superficiais de alto grau a controvérsia é maior quanto a definicdo do esquema
terapéutico mais adequado (Babjuk et al, 2012, 2008; Correia et al, 2010).

Quanto aos CUB invasores, principais responsaveis pela morbilidade e mortalidade por
cancro da bexiga, esta abordagem é claramente insuficiente. A cistectomia radical (CR)

é, até ao momento, a abordagem mais indicada (Palmeira, 2010).

12
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3. Tratamento inicial do carcinoma urotelial superficial da bexiga

De acordo com as recomendacbes da “European Association of Urology” (EAU)
(Babjuk et al, 2012), a maioria dos urologistas opta primariamente por fazer uma RTU
da totalidade do tumor seguida por terapia intravesical (imunoterapia com Bacillus de
Calmette-Guérin [BCG] ou QT com Mitomicina C [MMC] ou Epirrubicina [EPI], entre
outros) (Correia et al, 2010) e posteriormente uma fase de manutencdo (Pompeo et al,
2008).

Um dos medicamentos mais eficazes e mais utilizado no tratamento do cancro da bexiga
é 0 BCG, derivado do Mycobacterium bovis (Marusic et al, 2009; Oliveira, 2006a,
2006b; Zhao et al, 2000).

A administracdo do BCG pode ser percutaneo, injecdo intralesional, oral, instilacéo
intravesical combinada com percutdnea ou apenas instilacdo intravesical. As trés
primeiras ja ndo sao tdo usadas devido aos seus efeitos colaterais severos e ineficacia.
Hoje em dia, o procedimento padrdo € a instilacdo isolada (Tobias-Machado et al,
2009).

Tal como descrito nas recomendacbes da EAU o numero ideal de instilacdes,
permanece, ainda, por definir. No entanto, e apesar de muitas alternativas se terem
ponderado, o esquema recomendado &, ainda o esquema descrito por Morales em 1976
(Morales et al, 1976), uma instilagdo por semana durante seis semanas. No entanto,
muitos esquemas terapéuticos de manutencdo diferentes tém sido usados, desde um total
de 10 instilacdes dadas em 18 semanas, a 30 instilagdes administradas por mais de 3
anos. O BCG ¢ instilado na bexiga sob a forma de uma solucdo de bacilos de
tuberculose atenuados, misturado em 50 ml de solugédo salina através de um cateter

colocado na passagem urinaria (Tobias-Machado et al, 2009).

Como qualquer tratamento, esta terapia de manutengdo tem associado algum grau de
toxicidade e efeitos colaterais. Os efeitos colaterais estdo presentes em mais de 90% dos
pacientes tratados com BCG em diferentes graus de intensidade, sendo que esses vao

13
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desde sintomas irritativos leves a moderados do trato urinario até obito, passando por
complicacbes graves como instabilidade hemodinamica, febre persistente ou reacgoes
alérgicas comprometendo sua utilizacdo (Babjuk et al, 2012). Em dois estudos de
metanalise, observou-se maior toxicidade do BCG quando comparado a MMC. Os
efeitos colaterais mais frequentes foram: disuria, cistite, polacidria e hematiria. As
complicagdes sistémicas sdo febre, calafrios, indisposi¢do ¢ “rash” cutdneo (Pompeo et
al, 2008; Urdaneta et al, 2008).

Apesar da grande eficacia do BCG, ha situaces particulares descritas em que este
tratamento € menos eficaz, como por exemplo nos pacientes Ta de alto grau, T1, ou com
CIS, uma vez que estes apresentam alto risco de recorréncia e, mais importante,
progressdo (Babjuk et al, 2012; 2008; Grossman et al, 2008; Lightfoot et al, 2011).
Nestes doentes que ndo respondam ao tratamento com BCG, sdo necessarias outras
medidas de tratamento. Estas incluem instilacdo de agentes imunoterapicos (Interferon)
ou agentes quimioterapicos (MMC, EPI, Valrubicina, Doxorrubicina [DOX],
Gemcitabina [GEM], Cisplatina [CDDP], entre outros) (Grossman et al, 2008).

Diversos tratamentos tém sido ensaiados e propostos na literatura, com a utilizacdo
isolada ou combinada destes agentes terapéuticos. No entanto, o esquema terapéutico
mais adequado para este grupo de CUB superficiais, em termos de eficécia e toxicidade,
esta ainda por definir.

O grupo de Investigacdo de Patologia (UFP)/Patologia e Terapéutica Experimental
(IPOP,EPE), tem desenvolvido diversos projetos de investigacdo ao nivel do cancro da
bexiga com o proposito de esclarecer o papel de novos agentes terapéuticos no
tratamento dos CUB, nomeadamente, os inibidores do mTOR. Neste sentido, tém sido
efetuados ensaios pré-clinicos, quer recorrendo a modelos animais experimentais
(carcinogénese induzida quimicamente e xenografos) quer a estudos “in vitro” com

linhas celulares de cancro da bexiga humano.
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4. MMC

A MMC é um antibiotico anti-tumoral derivado do Streptomyces lavadulae. A MMC
tem demonstrado atividade anti-tumoral ao nivel dos CUB superficiais, cancro da
mama, cancro do péancreas, cancro do estdbmago, cancro do eséfago, cancro
gastrointestinal, cancro do colo uterino, cancro pulméo, bem como em melanomas e
também na &rea de oftalmologia (Almeida et al, 2005; McKelvie et al, 2001; Santo,
2001).

No CUB, a MMC ¢ usada como primeira instilacdo intravesical até 24h ap6s RTU,
independentemente do tipo de risco do tumor (Aldousari et al, 2006; Pompeo et al,
2006) porque comprovadamente diminui o risco de recidiva tumoral (Babjuk et al,
2013). Segundo a “American Urological Association Education and Research” (AUA)
(Hubbard et al, 2007) a dosagem de instilacdo vesical da MMC, para 0os humanos, varia
de 20 a 60 mg, sendo a dose mais utilizada de 40 mg, em 40 ml de soro fisioldgico,
durante 1h. Estudos comprovam que a MMC é mais eficaz durante 1h do que durante
30 minutos, ndo havendo, ainda, estudos sobre a eficacia deste farmaco durante 2h
(Babjuk et al, 2013). Contudo, o método ideal de administracdo de MMC esté ainda por
estabelecer (American Cancer Society, 2012; Babjuk et al, 2008; Hubbard et al, 2007).
A utilizacdo da MMC intravesical nas primeiras 24h ap6s a RTU, como referido
anteriormente, pode diminuir as taxas de recidivas em lesfes de baixo grau (utilizagédo
mais frequente da MMC) e tem sido amplamente utilizada com essa finalidade
(American Cancer Society, 2012; Babjuk et al, 2008; Braasch et al, 2009; Correia et al,
2010; Hubbard et al, 2007; Matheus, 2010; Oosterlinck et al, 1998; Pompeo et al, 2008;
Youssef et al, 2011).

Apbs o resultado anatomo-patolégico da RTU do tumor vesical, os doentes sdo melhor
estratificados em termos de risco de recidiva e progressdo mediante a utilizagcdo das
tabelas de risco de recidiva e progressao da “European Organisation for Research and
Treatment of Cancer” (EORTC) (Tabelas 4, 5 e 6).
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Tabela 4: Ponderacgo usada para calcular o “score” de recorréncia da doenga e o “score” de progressao (Adaptado de
Babjuk et al, 2013).

Recorréncia Progressao

Unico 0 0
2-7 3 3
<3cm 0 0
>3 cm 3 3
Primaria 0 0
<1 recorréncia/ano 2 2
>1 recorréncia/ano 4 2
Ta 0 0
T1 1 4
Né&o 0 0
Sim 1 6
Gl 0 0
G2 1 0
G3 2 5
“Score” total 0-17 0-23
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Tabela 5: Probabilidade de recorréncia da doenca de acordo com o “score” total. Intervalo de confianga (IC)
(Adaptado de Babjuk et al, 2013).

Probabilidade de Probabilidade de
“Score” de recorréncia ) )
recorrénciaal ano recorréncia a 5 anos
% (95% IC) % (95% IC)
0 15 (10-19) 31 (24-37)
1-4 24 (21-26) 46 (42-49)
5-9 38 (35-41) 62 (58-65)
10-17 61 (55-67) 78 (73-84)

Tabela 6: Probabilidade de progressdo da doenca de acordo com o "score" total de confianga (IC) (Adaptado de
Babjuk et al, 2013).

Probabilidade de Probabilidade de
“Score” de progressao . .
progressao a 1 ano progressao a 5 anos
% (95% IC) % (95% IC)

0 0,2 (0-0,7) 0,8 (0-1,7)

2-6 1 (0,4-1,6) 6 (5-8)
7-13 5 (4-7) 17 (14-20)
14-23 17 (10-24) 45 (35-55)
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Baseado nestas tabelas da EORTC, foi criado um sistema de estratificacdo dos doentes
em trés categorias: baixo risco, risco intermédio e alto risco, tendo por base 0 grau e o

estadio tumoral, o tamanho do tumor, a multifocalidade e a presenca de CIS (Tabela 7).

Tabela 7: Estratificacdo de risco (Adaptado de Babjuk et al, 2013).

. Tumores de risco )
Tumores de baixo risco Tumores de alto risco

intermédio

T1 tumor, G3 (alto grau),
CIS, tumores Ta G1G2

multiplos e recorrentes e

Unico, solitario, Ta, G1 | Todos os tumores
(baixo grau), < 3 cm, sem | entre a categoria de baixo e

CIS alto risco
grandes (> 3 cm)

No tumor de baixo risco de recidiva e progressao, a RTU completa do tumor, seguida de
MMC peri-operatéria adjuvante em dose Unica € o tratamento preferencial preconizado,
reservando-se a utilizacdo de esquemas de terapéutica intravesical de manutencdo
(imunoterapia com BCG ou QT com MMC, EPI, DOX), para doentes que apresentarem
no decurso do seguimento clinico, recidiva tumoral (Babjuk et al, 2013).

Nos tumores de risco intermédio, a utilizacdo de MMC intravesical adjuvante em
regime de manutencdo pode estar indicada, embora com resultados no que respeita a
diminuigdo de risco de recidiva inferiores ao tratamento de manutencdo com BCG
(Babjuk et al, 2013). Ao contrario do BCG, a MMC néo parece ter qualquer influéncia

na diminuicdo do risco de progressao tumoral (Babjuk et al, 2013).

Mais ainda, reconhece-se que a MMC ndo é aconselhada nos casos de alto risco. Assim
sendo, este tipo de tumores sdo melhor tratados com BCG. Apos a fase de inducéo, é
recomendada uma terapia de manutencdo que € variavel entre 1 a 3 anos (Babjuk et al,
2013).
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No entanto, Kaasinen e colaboradores (2003) realizaram um estudo para verificar a
eficdcia de instilagbes de MMC e BCG versus instilacbes de BCG sozinho, em
pacientes com CIS da bexiga. Os resultados deste estudo sugeriram que a terapia de
combinacéo foi mais eficaz e menos toxica do que a monoterapia com BCG (Kaasinen
et al, 2003).

De forma semelhante, Oosterlinck e colaboradores (2011) testaram a toxicidade de
instilacbes de MMC conjugada com BCG, em pacientes com CIS da bexiga.
Concluiram que no tratamento destes doentes a combinacdo apresentou uma toxicidade
aceitavel (Oosterlinck et al, 2011).

Chen e colaboradores (2012) compararam os perfis de eficacia e toxicidade de 3
regimes intravesicais, incluindo DOX, BCG, e um regime de “cocktail” (MMC, DOX,
CDDP), na prevencdo da recorréncia do cancro da bexiga. Verificaram que o grupo que
foi submetido ao “cocktail” teve uma taxa de recidiva semelhante ao do BCG isolado,

mas com menos efeitos secundarios (Chen et al, 2012).

Como se pode constatar, ha diversos estudos que comprovam o potencial da MMC e
que tém procurado perceber os fatores de resisténcia ou sensibilizacgdo a MMC.
Todavia, existem poucos estudos que avaliem a MMC combinada com outros agentes
terapéuticos. Assim sendo, sdo necessarios mais estudos sobre a conjugacdo da MMC
com outros farmacos de modo a que se possa contribuir com uma maior acessibilidade

dos doentes a tratamentos de qualidade mais eficazes, mas menos toxicos.
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I.  Mecanismos de ac¢ao

A MMC ¢é um agente alquilante que sofre ativacdo metabdlica através de reducédo
mediada por enzima, gerando um metabolito que se une ao acido desoxirribonucleico
(ADN) por ligacdo cruzada, particularmente em regides ricas em guanina/citosina.
Considera-se que a ativacdo biologica deste farmaco se deve a duas enzimas
importantes: DT-diaforase (DTD) e redutase do citocromo P450 (P450R). Em altas
concentragbes o acido ribonucleico (ARN) e a sintese proteica podem ficar
comprometidos. Este farmaco é mais eficaz quando administrada na fase G; tardia e na
fase S do ciclo celular (Almeida et al, 2005; Gan et al, 2001; Kraemer et al, 2004;
Lightfoot et al, 2011; Lopez-Beltran et al, 2002; McKelvie et al, 2001; Netto, 2007;
Oliveira et al, 2007; Zhang et al, 2012; Zhi et al, 2001). Schwartz e colaboradores
(1995) demonstraram que a MMC é capaz de induzir apoptose em celulas de tumores
gastricos (Schwartz et al, 1995). Da mesma forma, Kim e colaboradores (1999)
observaram que a MMC (0,4 mg/ml, durante 5 minutos), induziu, “in vitro”, a apoptose

de fibroblastos humanos da capsula de Tenon (Kim et al, 1999).

ii. Resisténcia

A resisténcia a este farmaco ocorre de diversas maneiras. Um dos mecanismos
associados a resisténcia deste farmaco é o aumento da expressdo do gene MDR-1, que
causa uma diminuicdo da acumulacdo do farmaco no interior da célula (Hayes et al,
2001). Outra causa apontada para esta resisténcia a MMC é a expressdao do gene
resistente a MMC (mrcA) e a sobreexpressdo da n-type glutationa transferase (Belcourt
et al, 1999). Outros estudos sugerem, ainda, que a menor eficacia da MMC nos tumores
de alto grau se deve a baixa expressdo de DTD e P450R nos mesmos (Gan et al, 2001;
Penketh et al, 2001; Sheldon et al, 1997).
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iii. MMC e linhas celulares

As linhas celulares tumorais sdo extremamente importantes na investigacdo, uma vez
que representam modelos pré-clinicos que permitem esclarecer a biologia molecular do
tumor bem como a identificacdo de potenciais alvos terapéuticos. Atualmente, ja foram
determinadas, aproximadamente, 50 linhas celulares de cancro da bexiga humano,
principalmente de tumores invasivos e metastaticos. Efetivamente, existem poucas
linhas celulares de tumores ndo-invasivos de cancro da bexiga (Buckley et al, 2007
Fujiyama et al, 2001; Hatina et al, 2008; Neshati et al, 2009). S&do exemplos de linhas
celulares de tumores invasores a T24, 253J, J82 e EJ28, entre outras. Contudo, existem
algumas linhas celulares (por exemplo, RT4 e RT112) que partiram de cancros da
bexiga invasores, mas tendem a comportar-se como um padrdo superficial e sdo
amplamente utilizados como tal (Fujiyama et al, 2001; Heijden et al, 2004). Para além
destes exemplos de linhas celulares, ainda existe a linha celular 5637. Esta linha celular
tem causado algumas controvérsias quanto a sua caracterizacdo. Para alguns autores, a
5637 é caracterizada e utilizada como linha tumoral superficial (Buckley et al, 2007).
No entanto, existem algumas duvidas sobre a sua caracterizacdo havendo autores que
referem tratar-se de uma linha celular tumoral invasora e bem diferenciada (Kraemer et
al, 2004; Zhu et al, 2011), enquanto outros consideram-na como invasora e
moderadamente diferenciada (Oliveira et al, 2011; Zhang et al, 2012).

Estas linhas celulares, como supracitado, sdo geralmente utilizadas como modelos pre-
clinicos para o estudo de suscetibilidade a farmacos. Um dos muitos farmacos testados
nas linhas celulares do cancro da bexiga €é a MMC. No entanto, e tal como acontece na
instilacdo nos Humanos, a concentracdo e o tempo ideal de exposi¢cdo a MMC ainda ndo

estdo estabelecidos (Tabela 8).
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Tabela 8: Concentragdo e tempo de exposicdo @ MMC referida na literatura com linhas celulares de cancro da bexiga.

) Exposicéo )
Linha celular [Farmaco]
(h)
Zhi et al, 02uMe3
T24 1
2001 uM
0; 12,5; 25; 50;
Heijdenetal, RT112, RT4,253)e
1 100; 200; 400
2004 T24
pg/ml
Kraemer et EJ28, J82, 5637 e
2 0,33; 0,67 pg/ml
al, 2004 RT112
SW1710, BC-3C,
RT112, RT4, EJ28,
Krause et al, 0,33;0,67;1,0
HT1376, HT1197, 2
2005 ug/ml
J82e
5637
8; 16;
32; 63; 125; 250;
Lietal, 2012 T24 e 5637 24
500; 1000; 2000
pg/ml
Zhang et al,
T24 e 5637 2 100 pg/ml
2012

Zhi e colaboradores (2001), usaram uma concentracdo de MMC entre 0,2 e 3 uM, na
linha celular T24, para testar se o bloqueio da sinalizacdo do recetor do fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1R) potenciava a sensibilizacdo das células a
QT. Os resultados deste estudo sugerem que o bloqueio da sinalizacdo de IGF-IR pode
contribuir para a diminuicdo da resisténcia das células ao tratamento (Zhi et al, 2001).
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Heijden e colaboradores (2004), expuseram quatro linhas celulares da bexiga (RT112,
RT4, 253J e T24) a uma concentracdo de MMC de 0; 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400
ug/ml para avaliar se o efeito de hipertermia impelia a citotoxicidade nas mesmas. Este
estudo sugeriu que havia um efeito sinérgico quando se aplica MMC com o efeito de
hipertermia (Heijden et al, 2004).

Kraemer e colaboradores (2004), testaram, nas linhas celulares EJ28, J82, 5637 e
RT112, uma concentracdo de MMC de 0,33 e de 0,67 pug/ml, e um tempo de exposicao
de 2h, para verificar o efeito da quimiossensibilizacdo com transcriptase reversa da
telomerase humana. Os resultados apontaram que o tratamento “antisense” com a
transcriptase reversa da telomerase humana podera ser uma nova abordagem terapéutica
(Kraemer et al, 2004).

Krause e colaboradores (2005), utilizaram as linhas celulares SW1710, BC-3C, RT112,
RT4, EJ28, HT1376, HT1197, J82 e 5637, com concentracdes de MMC que variaram
entre 0,33; 0,67 e 1,0 ug/ml, e um tempo de exposicdo a MMC de 2h, para testar se 0
pré-tratamento “antisense” com o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
aumenta ou ndo a citotoxicidade de MMC, GEM e CDDP. Os resultados desta
investigacdo sugerem que o VEGF como um alvo suplementar pode reforcar o beneficio

terapéutico destes farmacos (Krause et al, 2005).

Li e colaboradores (2012), aplicaram diversas concentragdes de MMC que alternaram
desde 8; 16; 32; 63; 125; 250; 500; 1000 a 2000 pg/ml, e um tempo de exposi¢do de
24h, nas linhas celulares T24 e 5637 para verificarem se com determinadas técnicas
conseguiam identificar “células-tronco cancerigenas” (CSC’s), que sdo resistentes a
farmacos, no carcinoma de células de transicdo da bexiga (BTCC). No final, este
trabalho sugere que, apesar das limitacbes, € possivel haver um novo meio de
isolamento destas CSC’s e proporcionar, portanto, um tratamento intravesical

modificado para um melhor prognéstico (Li et al, 2012).
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Zhang e colaboradores (2012), estudaram, nas linhas celulares T24 e 5637 e com uma
concentracédo de MMC de 100 pg/ml, e um tempo de exposicdo de 24h, o envolvimento
da integrina beta 1 (integrina B1) na resisténcia a MMC no cancro da bexiga. Os
resultados apresentados por estes autores sao sugestivos de que a integrina B1 mediada
pela adesdo da fibronectina confere, de facto, resisténcia a este fArmaco (Zhang et al,
2012).

iv. ~ MMC e efeito mitogénico

A MMC é um farmaco que tem demonstrado um enorme poder anti-tumoral. Porém,
alguns estudos tém relatado alteracdes celulares apos instilacdes repetidas de MMC.
Alguns autores descrevem estas alteragdes como transitorias, todavia outros descrevem-

nas como permanentes.

Murphy e colaboradores (1981) descreveram alguns efeitos morfolégicos da MMC em
bexiga de mamiferos. No seu estudo, mostraram que a terapia intravesical com MMC
causava multinucleagdo, vacuolizacdo e degeneracdo aparentemente relacionadas com

os efeitos toxicos do farmaco (Murphy et al, 1981).

Demirci e colaboradores (2000), estudaram amostras de tecidos oculares obtidas antes e
depois do tratamento com MMC em pacientes com melanose primaria difusa,
multifocal ou recorrente adquirida e/ou melanoma conjuntival maligno. No seu estudo,
encontraram alteracdes celulares e nucleares devido a instilagdo com a MMC. Segundo
estes autores, estas mudancas sdo persistentes, conquanto ndo clinicamente

significativas (Demirci et al, 2000).

McKelvie e Daniell (2001) observaram altera¢des celulares em “imprints” da superficie
ocular provocadas por instilagbes de MMC. Em todas as amostras, detetaram
vacuolizagdo citoplasmaética, citomegalia, nucleomegalia com rugas nucleares e, ainda,
verificaram binucleacdo ou multinucleacdo em algumas células. No entanto,
constataram que estas alteracdes eram transitorias e que ao fim de mais ou menos oito

meses apos a terapéutica com MMC desapareciam (McKelvie et al, 2001).
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Oliveira e colaboradores (2007), estudaram a proliferacdo de células e conteudo de
ADN em lesdes uroteliais identificadas depois de instilagOes intravesicais repetidas de
MMC e BCG, em urotélio normal de rato. Observaram que quando exponham o urotélio
de rato a MMC para além de lesdes de hiperplasia simples, displasia e metaplasias
escamosas, também foram encontradas lesdes de CIS. O contetdo de ADN multiploide
e indice de proliferacdo elevado (avaliado por Ki-67) observados nestas lesdes uroteliais
de CIS sugeriam um elevado grau de instabilidade do genoma destas células (Oliveira et
al, 2007).

Pelo acima exposto, percebe-se a necessidade de se realizarem mais estudos
experimentais que permitam, por um lado, conhecer os efeitos de dose e tempo de
exposicdo da MMC em células tumorais da bexiga e, por outro, compreender melhor o

impacto genético deste farmaco em células normais da bexiga.
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5. Gemcitabina

A GEM é um anélogo de nucleosideo, em que os atomos de hidrogénio na posic¢éo 2° do
carbono de desoxicitidina sdo substituidos por fldor (2',2'-difluorodesoxicitidina
[dFAC]), que exibe especificidade de atuacdo na fase S do ciclo celular, inibindo a
sintese de ADN (Pauwels et al, 2009; Pinto-Leite et al, 2012b). A agédo citotoxica “in
vitro” da GEM ¢ dependente de tempo e da concentragao. A GEM ¢ usada nos seguintes
tipos de cancro: adenocarcinoma de pancreas metastatico ou localmente avancgado,
refratario ao 5-fluorouracil (5-FU); tratamento paliativo de carcinoma pulmonar de néo-
pequenas células, metastatico ou localmente avancado; cancro colorretal; cancro da
vesicula biliar; cancro do ovario; cancro testicular (Bernardo, 2011; Gontero et al, 2006;
Gunelli et al, 2007). Além destes, a GEM é usada em combinagdo com a CDDP e
outros farmacos nos carcinomas invasores da bexiga (Jian et al, 2009; Kaneko et al,
2011; Maase et al, 2000), bem como em cancros da bexiga refratdrios ao BCG
(Dalbagni et al, 2006; Elkoushy, 2010).

A GEM tem um peso molecular de 299 Daltons, mais baixa do que a dos
quimioterapicos intravesicais comumente usados. Assim sendo, isto pode permitir a
penetracdo da GEM na mucosa da bexiga com efeitos benéficos no tratamento do

cancro da bexiga invasor precoce (T1) (Gontero et al, 2006).

Com base nos resultados de estudos de fase I, verifica-se que a dose de 2000 mg de
GEM em 50 ou 100 ml de solucdo salina, quando administrado intravesicalmente até
2h, uma vez por semana durante 6 semanas tem poucos efeitos secundarios sistémicos e
locais, e, portanto, este esquema deveria ser considerado como 0 mais conveniente
(Gontero et al, 2007, 2006).

Maase e colaboradores (2000) realizaram um estudo de fase Ill sobre o efeito da
conjugacdo GEM/CDDP versus a conjugagdo metotrexato/vinblastina/DOX/CDDP (M-
VAC) em pacientes com cancro da bexiga invasor. Aos pacientes foram-lhes
administrados GEM/CDDP (1000 mg/m? GEM nos dias 1, 8 e 15; 70 mg/m? CDDP no

dia 2) ou M-VAC (cada 28 dias para um maximo de seis ciclos). No final, os resultados
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obtidos confirmaram que a conjugacdo de GEM/CDDP é a alternativa mais segura para
a terapéutica de pacientes com cancro da bexiga localmente avancado e metastatico e
deve ser considerada um tratamento de referéncia para estes pacientes (Maase et al,
2000).

Mattioli e colaboradores (2005) testaram a seguranca, eficacia e farmacocinética da
administracdo intravesical de 2000 mg de GEM uma vez por semana nas quatro
semanas antes da RTU de cancro superficial da bexiga e nas quatro semanas seguintes.
Este estudo revelou que, a GEM é bem tolerada, esta associada com o minimo de
absorcéo sistémica e tem uma eficacia moderada no tratamento do cancro superficial da
bexiga. Sugere, ainda, que serd razodvel analisar se uma mais administragdo frequente
de GEM, por exemplo, em dias alternados, e/ou uma dosagem mais elevada, pode

assegurar uma menor incidéncia de recorréncias (Mattioli et al, 2005).

Gontero e Frea (2006) descreveram o desenvolvimento da GEM como tratamento do
cancro superficial da bexiga. Este estudo demonstrou que a GEM é um farmaco com um
excelente perfil de seguranga e toxicidade minima em concentracdes até 40 mg/ml. O
mesmo estudo evidenciou que os pacientes exibem uma excelente tolerabilidade as
instilacdes de 1 e 2h. Assim sendo, estes autores concluiram que instilacGes semanais de
GEM durante 6 semanas pode ser adotada como tratamento de carcinoma néo invasor
da bexiga de risco intermediario (Gontero et al, 2006).

Gunelli e colaboradores (2007) avaliaram a atividade da GEM em tumores superficiais
refratarios a terapia por BCG. Sugeriram que a instilacdo quinzenal com GEM foi bem
sucedida para tumores superficiais Ta G3 e T1 G1-3 refratarios a terapia por BCG
(Gunelli et al, 2007).

Kaneko e colaboradores (2011) realizaram um estudo retrospetivo sobre a toxicidade da
combinacdo da GEM/CDDP versus M-VAC, e confirmaram que GEM/CDDP foi
associado a menor toxicidade ndo hematoldgica (Kaneko et al, 2011).
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Fairey e colaboradores (2012) avaliaram o0s resultados patoldgicos e sobrevivéncia da
conjugacdo GEM/CDDP versus a conjugagdo M-VAC em pacientes com cancro da
bexiga invasor. No final, concluiram que os resultados ndo diferem em pacientes que
receberam GEM/CDDP e M-VAC. Sendo assim, estes dados suportam a utilizacdo do
esquema de GEM/CDDP no contexto neoadjuvante, devido a ser menos tdxico do que
M-VAC (Fairey et al, 2012).

Jones e colaboradores (2012) avaliaram, através de bases de dados, a eficacia e a
toxicidade da GEM na prevencgdo da recorréncia do tumor e progressao no cancro da
bexiga ndo invasor. No fim do estudo, verificaram que a GEM pode ser mais ativa e
menos toxica do que a MMC. Em comparacdo com a terapia intravesical com BCG, a
GEM teve efeitos semelhantes em pacientes de risco intermediario, menos eficaz em

pacientes de alto risco e superior em doentes refratarios (Jones et al, 2012).

Matsubara e colaboradores (2012) compararam os resultados clinicos entre a QT
neoadjuvante e QT adjuvante em pacientes com cancro da bexiga invasor que
receberam GEM/CDDP. Os resultados deste estudo ndo demostraram diferenca
estatisticamente significativa na sobrevida livre de recidiva entre a QT neoadjuvante e a
QT adjuvante (Matsubara et al, 2012).

Yuh e colaboradores (2013) avaliaram, através de uma revisdo sistematica da literatura,
os resultados clinicos em pacientes com cancro da bexiga invasor que receberam
GEM/CDDP. Os dados desta revisdo sugerem que a QT neoadjuvante produz taxas
apreciaveis de resposta patoldgica em pacientes com cancro da bexiga invasor (Yuh et
al, 2013).

Em relagdo a GEM versus MMC apenas foram encontrados dois estudos. Montella e
colaboradores (2008) compararam a eficacia terapéutica e a toxicidade da QT
intravesical de GEM e MMC em pacientes com cancro da bexiga superficial recorrente.
Os doentes que foram incluidos no estudo foram tratados com instilagdes de GEM
(2000 mg em 50 ml de soro fisioldgico) ou com instilagdes de MMC (40 mg), durante 4

semanas. Em ambos os casos, para os respondedores iniciais que permaneceram livres
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de recorréncia, a terapia de manutengéo consistiu num tratamento de 10 meses durante o
primeiro ano. Terminado o estudo, constataram que a terapia intravesical com GEM é
melhor tolerada do que a MMC em pacientes de cancro de bexiga refratarios (Montella
et al, 2008).

Addeo e colaboradores (2010) compararam a eficdcia terapéutica e toxicidade de
instilaces intravesicais de GEM versus MMC em pacientes com cancro de bexiga
superficial recorrente. Este estudo demonstra que a GEM tem melhor eficacia e menor
toxicidade do que a MMC. Assim sendo, a GEM aparece como um candidato l6gico
para a terapia interna da bexiga de pacientes com carcinoma de células de transicao
refratario, em que este medicamento citotoxico pode representar uma alternativa valida
a cistectomia (Addeo et al, 2010).

Relativamente ao efeito combinado destes dois farmacos apenas Breyer e colaboradores
(2010) testaram esta QT de combinacdo intravesical em pacientes com cancro da
bexiga. Os doentes estudados apresentavam CUB ndo invasor refratario ao BCG e
foram tratados com uma combinacdo de GEM intravesical (1000 mg em 50 ml de agua
estéril) seguida por MMC intravesical (40 mg em 20 ml de agua esteéril), 1 vez por
semana durante 6 semanas. A terapia de indugdo foi seguida por um regime de
manutengéo utilizando a mesma dose de GEM e MMC, uma vez por més durante 12
meses. Apos o final do estudo, concluiram que, nos casos de cancro da bexiga refratario
ao BCG, a GEM combinada com MMC parece ser bem tolerada e produz uma resposta

positiva na maioria destes pacientes (Breyer et al, 2010).

Também com esta combinacdo, mas na linha celular de carcinoma de c6lon humano,
HT29, Aung e colaboradores (2000) verificaram que os tumores sensiveis a MMC eram

igualmente mais sensiveis a GEM (Aung et al, 2000).
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I.  Mecanismos de ac¢ao

A GEM é metabolizada intracelularmente pelas cinases-nucleosideo para dar origem aos
nucleosideos ativos difosfato (dFdCDP) e trifosfato (dFACTP), que possuem atividade
citotoxica (Pinto-Leite et al, 2012b). A acdo citotoxica da GEM parece ser devida a
inibicdo da sintese do ADN pela dupla acdo do dFdCDP e do dFdCTP. Primeiro, o
dFdCDP inibe a ribonucleotideo redutase que € a Unica responsavel pela catalisagdo das
reacOes que geram os deoxinucleosideos trifosfatos para a sintese do ADN. A inibicdo
desta enzima pelo dFdCDP causa uma reducéo nas concentra¢des de deoxinucleosideos,
especialmente da desoxicitidina trifosfato (dCTP). Segundo, o0 dFdCTP compete com a
dCTP para incorporacdo no ADN. Assim, a redugdo na concentracdo intracelular de
dCTP potencializa a incorporacdo de dFdCTP no ADN (Pinto-Leite et al, 2012b). A
ipsilon ADN polimerase (y ADN polimerase) € incapaz de remover a GEM e restaurar o
crescimento das cadeias de ADN. Ap6s a GEM ser incorporada no ADN, € adicionado
um nucleosideo ao crescimento das cadeias de ADN. Apds esta adi¢do, ha uma inibigéo
completa na sintese subsequente de ADN (terminacdo mascarada de cadeia). Apés a
incorporacdo no ADN, a GEM parece, entdo, induzir o processo de morte celular
programada conhecido como apoptose (Bernardo, 2011; Gontero et al, 2006; Mey et al,
2006; Pauwels et al, 2009). A GEM (<10%) e o seu principal metabolito inativo (2'-
desoxi-2',2'-difluorouridina) sdo eliminados pela urina. A depuracdo é afetada em
funcdo da idade e do sexo do paciente, razdo pela qual existe uma diferenca na meia-
vida e nas concentracfes plasmaticas deste farmaco, sendo mais alta em mulheres e
pacientes idosos (Bernardo, 2011; Gontero et al, 2006; Mey et al, 2006; Pauwels et al,
2009).
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ii. GEM e linhas celulares

Tal como a MMC e muitos outros farmacos, a GEM é um farmaco testado,

regularmente, nas linhas celulares do cancro da bexiga.

Mey e colaboradores (2006) testaram “in Vitro” a citotoxicidade da GEM e do
Pemetrexed e as suas respostas a farmacogenética em pacientes com carcinoma da
bexiga, usando as linhas celulares T24 e J82. Concluiram que a atividade da
combinacdo GEM/Pemetrexed é sinérgica contra as células cancerosas da bexiga. Além
disso, verificaram que a avaliacdo da expressdo de genes (desoxicitidina cinase [dCK],
5'-nucleotidase [5'—NT], citidina desaminase [CDA], ribonucleotideo redutase M1
[RRM1], ribonucleotideo redutase M2 [RRM2], transportador de nucleotideo
equilibrativo humano tipo I, [hENT1] e nucleotideo equilibrativo humano de
concentracdo [hCNT]), envolvidos na captacdo e ativacdo da GEM, pode ser um
possivel determinante da resposta do carcinoma da bexiga, representando uma nova

ferramenta para otimizacédo do tratamento (Mey et al, 2006).

Pauwels e colaboradores (2009) desenvolveram um trabalho que tinha como objetivo
avaliar o efeito radiossensitivo da GEM, em termos de progressdo do ciclo celular e
inducdo de apoptose, bem como investigar os eventos moleculares que regulam a
apoptose. Ap6s o término deste trabalho, aferiram que o efeito de radiossensitivo da
GEM induz a apoptose (Pauwels et al, 2009).

Jian e colaboradores (2009) constataram que a Enzastaurina apresenta atividade
antitumoral em linhas celulares de bexiga e que aumenta a atividade da GEM (Jian et al,
2009).
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Silva e colaboradores (2010) estudaram os efeitos da CDDP e GEM no indice
apoptdtico e a cinética do ciclo celular de linhas celulares de carcinoma da bexiga com
TP53 normal (RT4) ou mutado (5637 e T24). Este estudo revelou que o tratamento
concomitante com CDDP e GEM foi mais eficaz do que os farmacos isolados, levando
a uma diminuicdo da sobrevivéncia das células tumorais independentemente do estado e
da expressdo do TP53 (Silva et al, 2010).

Silva e colaboradores (2012) averiguaram a atividade toxicogenémica da GEM em duas
linhas celulares de carcinoma da bexiga, T24 e 5637, com TP53 mutado. No fim do seu
estudo verificaram que independentemente do local e da mutacdo do TP53 e do tipo de
tumor, a GEM interfere com a apoptose, reparacdo do ADN, ativagcdo de fatores de
transcricdo, principalmente pela regulagcdo positiva dos genes ciclina E (CCNEL),
inibidor de cinase dependente de ciclina 1A (CDKN1A) e GADD45A. Assim sendo, a
identificagdo dos genes responsivos a GEM fornece “insights” sobre os seus
mecanismos anti-cancro e pode ser utilizado na prética clinica para prever respostas

quimioterapicas (Silva et al, 2012).

Embora alguns trabalhos se tenham realizado para testar varios aspetos da GEM nas
linhas celulares de carcinoma da bexiga, mais estudos sdo necessarios para comprovar
algumas conclusdes dos mesmos, em particular no que se refere a combinagdo com

outros farmacos, nomeadamente a MMC.
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6. Temsirolimus

O Temsirolimus (TEM) foi aprovado pela “Food and Drug Administration” (FDA) e
pela “European Medicines Agency” (EMEA) para o tratamento de carcinoma de células
renais avancado, nos Estados Unidos e na Europa em 2007 (Yuan et al, 2009). Além
destes, 0 TEM é usado: carcinoma da bexiga, carcinoma do endométrio e carcinoma de
células escamosas da cabeca e pescoco (Schedel et al, 2011; Strimpakos et al, 2009;
Yuan et al, 2009).

i.  Mecanismos de acéo

O TEM ¢é um inibidor especifico do alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR) e
interfere com a sintese de proteinas que regulam a proliferacdo, o crescimento e a

sobrevivéncia das células tumorais.

O tratamento com TEM leva a paragem do ciclo celular na passagem da fase G; para S.
Este farmaco liga-se a uma proteina intracelular (proteina de 12 kDa ligante do
tracolimus, FK506 [FKBP-12]) e o complexo proteina-TEM liga-se e inibe a atividade
do mTOR que controla a divisdo celular (Populo, 2011). “In vitro”, em concentragdes
elevadas (10-20 uM), o TEM pode ligar-se e inibir o mTOR na auséncia de FKBP-12,
Observa-se uma resposta bifasica a dose na inibicdo do crescimento celular (Pépulo,
2011). As concentracOes elevadas tém como resultado uma inibicdo completa do
crescimento celular “in vitro”, enquanto que a inibicdo mediada apenas pelo complexo
FKBP-12/TEM tem como resultado uma diminuigdo de, aproximadamente, 50% da
proliferacdo celular. A inibigéo da atividade do mTOR resulta num atraso da progressao
da fase Gi em concentracbes nanomolares e numa suspensdo do crescimento em
concentracdes micromolares das células tumorais tratadas, devido a uma interrupgéo
seletiva da traducdo de proteinas reguladoras do ciclo celular, tais como, ciclina D e c-
myc, entre outras. Quando a atividade do mTOR ¢ inibida, a sua capacidade de

fosforilar e, por conseguinte, de controlar a atividade dos fatores de traducdo das
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proteinas que controlam a divisdo celular, é bloqueada. Além de regular a sintese das
proteinas, 0 mMTOR pode regular, também, a traducdo dos fatores induzidos pela
hipdxia, fator indutor de hipoxia 1 (HIF-1) e fator indutor de hipoxia 2-alfa (HIF-2a).
Estes fatores de transcri¢ao regulam a capacidade do tumor se adaptar a microambientes
de hipoxia e de produzir o VEGF. Assim, o efeito antitumoral do TEM, pode também,
em parte, derivar da sua capacidade de diminuir os niveis de HIF e VEGF no tumor ou
no microambiente do tumor, comprometendo o desenvolvimento de vasos sanguineos
(Garcia et al, 2008; Nawroth et al, 2011; Populo, 2011).

ii. TEM e linhas celulares

Em relacdo a este farmaco, o grupo de Investigacdo de Patologia (UFP)/Patologia e
Terapéutica Experimental (IPOP, EPE), tem investigado a sua eficcia terapéutica de
forma isolada ou combinada com linhas celulares de tumores da bexiga, a T24, a 5637 e

a HT?29, entre outras.

Pinto-Leite e colaboradores (2013) analisaram a acgéo citotoxica do TEM utilizando trés
linhas celulares humanas de carcinoma da bexiga (5637, T24 e HT1376) e avaliaram se
0 TEM potencializava a atividade da GEM e CDDP. Concluiram que o TEM, de forma
isolada, contribui, moderadamente, em termos de inibicdo da proliferacdo celular,
aumento da apoptose e da autofagia. Por outro lado, aferiram que o TEM potencia a
atividade da GEM, bem como o tratamento com a CDDP, observando-se inibicdo da
proliferacdo celular e o aumento do numero de células apoptéticas, nas trés linhas
celulares utilizadas. Desta feita, estes resultados apoiam fortemente a afirmacéo de que
0 TEM potencia a eficicia de agentes antineoplasicos para o tratamento do cancro da
bexiga (Pinto-Leite et al, 2013).

34



Avaliacao do efeito da Mitomicina C em células uroteliais da bexiga

Para além deste trabalho, Merseburger e colaboradores (2012) desenvolveram um
estudo que tinha como objetivo medir “in vivo” e “in vitro” o efeito do TEM, a nivel
molecular, em linhas celulares humanas de carcinoma da bexiga e carcinoma renal. Para
a realizacdo deste trabalho as linhas celulares humanas de carcinoma da bexiga usadas
foram T24, 5637, RT112, EJ-28, CLS-439, HB-CLS-1, HB-CLS-2. Apds o findar do
mesmo, sugeriram que a inibicdo do mTOR em carcinoma da bexiga é um possivel alvo

para futuros estudos experimentais terapéuticos (Merseburger et al, 2012).

Os estudos ja realizados permitem constatar que o papel no TEM no tratamento dos
CUB ndo ¢, ainda, claro. No entanto, ha evidéncias de potenciar o efeito de outros
farmacos, nomeadamente a GEM. Contudo, nenhum estudo foi encontrado sobre o seu
efeito com a MMC.
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7. Everolimus

O Everolimus (EVE) é um derivado oral da rapamicina obtido através da fermentacéo
de estirpes de Actinomicetos. O EVE é produzido através da introducdo de 2-hidroxietil
na posicdo 40 na estrutura da molécula de rapamicina. A rapamicina e o EVE sao
estruturalmente muito semelhantes e tém o mesmo mecanismo de agéo, como inibidores
do mTOR. No entanto, o EVE supera os problemas de formulagdo da rapamicina,
mantendo a sua atividade farmacolégica. O EVE obteve recentemente aprovacdo da
FDA e da EMEA para o tratamento de carcinoma de células renais avancado, apds falha
do tratamento com Sunitinib ou Sorafenib (Yuan et al, 2009). Além destes, o EVE tem
sido testado em linhas celulares de cancro da mama, linfoma, cancro de prdstata, cancro

géstrico e cancro do endomeétrio (Vasconcelos-Nobrega et al, 2011).

i.  Mecanismos de acéo

O EVE, como supracitado, ¢ um inibidor do mTOR. O tratamento com EVE leva a
paragem do ciclo celular na passagem da fase G; para S (Vasconcelos-Ndbrega et al,
2011). O mTOR ¢ uma cinase serina-treonina essencial cuja atividade se sabe estar
desregulada em determinados cancros humanos. O EVE liga-se a proteina intracelular
FKBP-12, formando um complexo que inibe a atividade do complexo-1 do mTOR
(mMTORC1). A inibigdo da via de sinalizagdo do mTORC1 interfere com a transdugéo e
sintese de proteinas através da reducdo da atividade da proteina cinase ribossémica S6
(S6K1) e da proteina 1 de ligacdo do fator inicial de transcricdo eucariético 4E (4EBP-
1) que regulam as proteinas envolvidas no ciclo celular, na angiogénese e na glicdlise. O
EVE reduz os niveis de VEGF, que potencia 0S processos angiogenicos tumorais. O
EVE é um inibidor potente do crescimento e da proliferacdo das células tumorais, das
células endoteliais, dos fibrobastos e das células de musculo liso associadas a vasos
sanguineos e demonstrou-se que reduz a glicolise em tumores solidos “in vitro” e “in
vivo” (Chiong et al, 2011; Garcia et al, 2008; Nawroth et al, 2011; Pinto-Leite et al,
2012a; Vasconcelos-Nébrega et al, 2011).
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ii.  EVE e linhas celulares
De forma similar ao TEM, o grupo de Investigacdo de Patologia (UFP)/Patologia e
Terapéutica Experimental (IPOP,EPE), tem investigado o EVE relativamente a sua
eficacia terapéutica de forma isolada ou combinada com linhas celulares de tumores da
bexiga, a T24, 5637 e HT29, entre outras.

Pinto-Leite e colaboradores (2012) usando duas linhas celulares, T24 e a 5637,
verificaram que a combinagdo do EVE com a GEM produz um efeito anti-proliferativo

mais potente quando comparado com os farmacos individuais (Pinto-Leite et al, 2012b).

Pinto-Leite e colaboradores (2012) avaliaram, “in vitro”, a capacidade do EVE para
aumentar a citotoxicidade da CDDP em trés linhas celulares de tumores da bexiga (T24,
5637 e HT1376), de forma isolada ou combinada. Constataram que a atividade anti-
proliferativa da CDDP em combinacdo com EVE era estatisticamente significativa, em
todas as concentracOes testadas. Assim sendo, estes resultados sugerem que a
combinacdo de CDDP/EVE poderia ser Util para o tratamento de pacientes com cancro
da bexiga (Pinto-Leite et al, 2012a).

Chiong e colaboradores (2011) investigaram o efeito do EVE em linhas celulares de
carcinoma da bexiga, bem como em modelos de ratinhos. Verificaram que o EVE inibe
a sintese proteica e o crescimento de células cancerosas da bexiga “in vitro” com doses
variando de 0,1 a 100 nmol/l, apresentando, porém alguma heterogeneidade.
Relativamente ao modelo de ratinho, averiguaram que o EVE ¢é mais eficaz do que “in
vitro”, em parte, por causa das mudancas na angiogénese. Desta maneira 0s autores
concluiram que o EVE afeta o crescimento do tumor através de diferentes mecanismos,
dependendo do gendtipo das células tumorais da bexiga. Este trabalho aponta que o

mTOR € um novo alvo terapéutico para o cancro da bexiga (Chiong et al, 2011).

Vasconcelos-Nébrega e colaboradores (2011) propuseram avaliar a influéncia do EVE
em les@es uroteliais induzidas quimicamente em camundongos e a sua influéncia sobre
as linhas celulares de carcinoma da bexiga, T24, HT1376, e 5637. No término, aferiram

que o EVE ndo parece ter um efeito significativo sobre leses uroteliais induzidas
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quimicamente em camundongos. O efeito do EVE na proliferagdo e apoptose atraves
das linhas celulares de carcinoma da bexiga € heterogéneo, apresentando apenas efeito

nas linhas superficiais (\Vasconcelos-Nobrega et al, 2011).

Os ensaios ja executados possibilitam verificar que a funcdo do EVE no tratamento dos
CUB nao ¢, ainda, esclarecedora, variando com o modelo usado (“in vivo” ou “in
vitro”) e o tipo de tumores estudados (superficiais ou invasores). Contudo, ha
evidéncias de potenciar o efeito de outros farmacos, nomeadamente a GEM, em
particular em tumores superficiais. Todavia, nenhum estudo foi encontrado sobre o seu

efeito com a MMC.
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Il.  MOTIVACAO E OBJETIVOS

Os atuais esquemas terapéuticos recomendados nédo respondem eficazmente a todos 0s
grupos de cancro da bexiga. Assim sendo, persiste a necessidade de investigar novos

farmacos, quer isolados quer em combinacao.

A MMC é um dos antineoplasicos mais usados no cancro da bexiga, porém a sua
eficacia em termos de controlo da doenca esta, ainda, por estabelecer, em particular o
possivel beneficio em termos de eficacia/toxicidade, quando combinada com outros

farmacos.

O principal objetivo desta dissertacdo consistiu em verificar algumas caracteristicas
biologicas da linha celular 5637, considerada uma linha derivada do carcinoma
superficial de bexiga humana, apds exposicdo a MMC isolada, bem como em
combinagdo com outros farmacos, nomeadamente com EVE, TEM e GEM. Além disso,
foi objeto de estudo a linha celular humana de urotélio de bexiga (HCV29) para aferir

eventuais alteracdes no contetido de ADN apos diferentes tempos de exposi¢do a MMC.

Para que o objetivo principal fosse alcancado, foram estabelecidos varios objetivos

especificos:

e Otimizar a concentracdo e o tempo de exposicdao a MMC;

e Auvaliar o efeito da MMC isolada e conjugada com outros farmacos na linha
celular de cancro da bexiga 5637, em termos de viabilidade celular;
e Avaliar o efeito da MMC isolada e conjugada com outros farmacos na linha

celular de cancro da bexiga 5637, em termos de altera¢des no ciclo celular;

e Auvaliar o efeito da MMC isolada e conjugada com outros farmacos na linha
celular de cancro da bexiga 5637, em termos de percentagem de células em
apoptose;

e Avaliar o conteudo de ADN na linha HCV29 ap0s exposicdo a diferentes
tempos a MMC.
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I1l.  MATERIAL E METODOS

1. Linhas celulares

No presente estudo foram utilizadas as seguintes linhas celulares da bexiga humana: a
5637, linha tumoral (fornecida pela Dra. Paula Videira, da Universidade Nova de
Lisboa) e a HCV29, linha celular normal (fornecida pela Dra. Monica Botelho, do

Instituto Nacional de Salde Dr. Ricardo Jorge do Porto).

A linha 5637 e a HCV29 foram cultivadas em monocamada em meio de cultura RPMI
1640 (PAA, Pasching, Austria) suplementados com 10% soro fetal bovino inativado
pelo calor (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel), 100 U/ml de penicilina
(Biological Industries), 100 pg/ml de estreptomicina (Biological Industries), e 2 mM de
L-glutamina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO). As células foram mantidas a 37°C numa
atmosfera humidificada com 5% de didxido de carbono e foram rotineiramente
subcultivadas por tripsinizacdo. Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado,

durante o crescimento celular exponencial.

2. Farmacos estudadas

Neste estudo foram utilizadas os seguintes farmacos: MMC, EVE, TEM e GEM.

A MMC foi obtida a partir da Kyowa e dissolvida em &gua destilada. As suas

concentragOes variaram entre 1,25 pg/ml e 200 pg/ml.

O EVE foi obtido a partir da Sigma, St. Louis, USA, e dissolvido em etanol. Foram

utilizadas duas concentragdes 0,05 uM e 2 uM.
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O TEM foi obtido a partir da Sigma Aldrich, Portugal e dissolvido em etanol. Foram

utilizadas duas concentragdes 500 nM e 4000 nM.

A GEM foi obtida a partir da Hospira, Portugal e dissolvida em soro fisiologico. A

concentracdo usada foi de 100 nM.

Os tempos de exposicéo estdo indicados na Tabela 9.

Tabela 9: Tempos de exposicdo aos diferentes farmacos em estudo.

Farmacos Tempos de exposicéo (h)

Efeito antineoplasico AlteracBes do conteudo de
MMC 1,2,3,24 ADN
1,6,24,48e 72
EVE 72
TEM 72
GEM 72

3. Auvaliacédo do efeito anti-neoplasico da MMC, isolada e em combinacao

i. Citotoxicidade celular

A citotoxicidade dos diferentes farmacos foi avaliada pelo ensaio colorimétrico brometo
de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). O ensaio é baseado na
capacidade das enzimas dehidrogenases mitocondriais nas células vivas converterem a
solucdo aquosa do substrato amarelo MTT, sal monotetrazolico, num produto
arroxeado, designado por cristais de formazan, que é insolivel em agua (Cordeiro,
2007).
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Em resumo, as células da linha 5637 e as da linha HCV29 foram tripsinizadas e
ressuspensas em meio de cultura numa concentracdo de 2x10* células/ml. As células
foram semeadas numa microplaca de 96 pocos (Sarstedt, EUA) e a placa foi incubada
por 24h para permitir a aderéncia das células ao fundo dos pogos. Apos incubacao
durante a noite, 0 meio foi removido e as células foram tratadas com os diferentes

farmacos, durante os tempos de exposi¢do atras referidos (Tabela 9).

Seguidamente, 10 pl de solugéo de trabalho do corante MTT (5 mg/ml) foi adicionado a
cada pogo. Depois de 4h de incubacdo, o sobrenadante dos pocos foi removido e
substituido por 100 pl/poco de dimetil-sulfoxido (DMSO, Sigma Aldrich, EUA). O
valor da absorvancia (Abs) de cada poco foi medido espectrofotometricamente a 492
nm num leitor ELISA (Multiskan EX, Labsystems). O meio contendo corante de
tetrazdlio, mas sem células (branco), foi utilizado como controlo negativo. Apos a
correcdo do branco, a percentagem da viabilidade celular foi determinada como se
segue: (Abs do grupo experimental/Abs branco) x 100. A absorvancia obtida a partir de
celulas ndo tratadas foi tomada como 100% de viabilidade celular. Cada experiéncia foi

realizada em triplicado.

ii.  Estudo das diferentes fases do ciclo celular e apoptose

No presente trabalho, o estudo das diferentes fases do ciclo celular e células em

apoptose foi realizado por citometria de fluxo (CF), na linha celular 5637.

O ciclo celular é um processo através do qual uma célula somatica duplica o seu
material genético e o distribui igualmente as suas células-filhas. E didaticamente
dividido em duas fases principais: a interfase e a mitose. Na interfase ocorre a sintese de
diversos constituintes que permitem que a célula entre em divisdo celular, ou seja, em
mitose, maior intuito do ciclo celular. A interfase pode ser subdividida em 3 fases: G; -
preparacdo da sintese de ADN; S - fase da sintese de ADN; G, - preparacdo para a

mitose.
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O estudo do ciclo celular através da CF, pode ser feito utilizando corantes, por exemplo
o0 iodeto de propideo (IP), que se intercala com as moléculas de ADN presente no
nucleo das células. Esta marcacdo permite avaliar o contedtdo de ADN de uma forma
estequiomeétrica, isto €, a quantidade de corante é diretamente proporcional a quantidade

de ADN no interior da célula em cada uma das fases do ciclo celular (Figura 5).
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Figura 5: Relagdo entre o ciclo celular e o histograma de ADN (Adaptado de Ormerod, 2008).

Além da percentagem de células em cada fase do ciclo celular, a técnica de CF permite,
ainda, obter informacdo sobre a ploidia de ADN (Ormerod, 2008). As alteracbes no
contedido de ADN sdo, normalmente, designadas por aneuploidais de ADN e
correspondem a um namero anormal de cromossomas, refletindo-se por uma variacao

na quantidade de ADN ao nivel do histograma de ADN.

As células denominadas aneuploéides, demonstram uma quantidade de ADN discrepante
daquela que é detetada nas células normais diploides. A alteracdo pode ser por excesso
ou por defeito, sendo designadas, respetivamente, por hiperdiploidia ou hipodiploidia de
ADN (Ribeiro, 2008; Ormerod, 2008). A aneuploidia é um fenémeno biologico que
ocorre frequentemente nos tumores sélidos (Pinto et al, 2002). Para se avaliar o grau de
alteracdo é utilizado o Indice de ADN (ID), definido como o quociente entre o pico
Go/G; da populagdo em estudo e o pico Go/G; da populacdo normal ou de referéncia
(Ormerod, 2008; Pinto et al, 2002).
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A qualidade de um histograma de ADN esta diretamente relacionada com a largura do
pico Go/Gy, ou seja com o coeficiente de variacdo (CV) (Ormerod, 2008), sendo este

calculado através da férmula (Palmeira, 1999):

desvio padrio

x 100

valor médio do pico

Quanto menor for o CV mais precisa ¢ a medicdo da ploidia de ADN e melhor a
estimativa da percentagem de células nas diferentes fases do ciclo celular (Ormerod,
2008). As recomendacdes internacionais de CF consideram que o CV € um critério
fundamental na validacdo de métodos citoldgicos e descrevem um intervalo entre 1 e
2% para anélises de alta qualidade e 3% como um valor de rotina. No entanto,
estabeleceram um CV <5% como critério de aceitagdo (Ormerod, 1998).

Outro processo celular, ndo de divisdo, mas de morte programada da célula é a
apoptose. Este processo € normal, programado e fisioldgico, contudo pode, também, ser

causado por um estimulo patolégico (como a lesdo no ADN celular).

A marcacdo pelo IP permite, também, avaliar a percentagem de células em apoptose.
Tal como ja referenciado, o IP é uma molécula que se intercala na cadeia dupla de
ADN, desde que a membrana celular esteja permeavel. Tal propriedade deve-se ao facto
de que marcadores de ADN de elevado peso molecular, como o IP, ndo sdo passiveis de
penetrar na célula intacta em decorréncia do seu tamanho, bem como ndo marcam
células apoptoticas sem que estas apresentem alteracbes na permeabilidade da
membrana plasmatica, como ocorre nos estagios finais da apoptose (Ribeiro, 2008;
Ormerod, 2008).

Numa fase tardia da cascata apoptotica, as endonucleases quebram as ligacdes entre 0s
nucleossomas, unidade fundamental da cromatina. Concludentemente, um grande

namero de pequenos fragmentos de ADN, cujos tamanhos sdo oligdbmeros de cerca de
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180 pb, acumulam-se na célula. Estas células podem ser observadas como uma
hipodiploidia ou um pico “sub-Go/G;” num histograma de ADN, uma vez que sdo uma
sub-populacdo de células com um teor menor de ADN, corpos apoptéticos (Ormerod,
2008).

Para o estudo das diferentes do ciclo celular e apoptose da linha celular 5637, as células
foram tripsinizadas, centrifugadas a 1200 rotagGes por minuto (rpm), durante 10
minutos, e rejeitado o sobrenadante. Seguidamente, adicionou-se tampéo fosfato salino
(PBS), centrifugou-se novamente a 1200 rpm, durante 10 minutos e rejeitou-se o
sobrenadante. Para a fixacdo, usou-se alcool a 70%. As amostras foram mantidas a
-20°C (até o maximo de 3 dias), até se iniciar a marcacdo com IP. Em seguida, as
células foram centrifugadas a 2000 rpm, durante 5 minutos, posteriormente rejeitou-se o
sobrenadante e o sedimento foi ressuspenso em 2 ml de solucéo isotdnica recomendada
pelo fabricante do citometro de fluxo (BD FACSFlowTM, BD Biosciences).
Seguidamente, centrifugou-se as células a 2000 rpm, durante 5 minutos, rejeitou-se o
sobrenadante e adicionou-se 250 ul de solugdo de marcacdo de ADN (1 ml de solucgéo
stock de 5 mg de IP [Sigma®] em 10 ml de tampéo Tris-Mg-Cl, + 9 ml de tampéo Tris-
Mg-Cl,+ 5 mg de RNAse+ 0,1% de Triton X). Finalmente, incubou-se no escuro,
durante 15 minutos. A leitura foi feita utilizando-se o citémetro de fluxo EPICS™ XL-
MCL™ (Beckman Coulter, USA), do CERLAB, da Universidade Fernando Pessoa.
Pela andlise dos histogramas de ADN obtidos foram calculadas a percentagem de
células em cada uma das fases do ciclo celular. A percentagem de células em apoptose

foi avaliada através da fracdo de células em sub-Gg/G;.
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4. Alteracgdes do conteido de ADN apds exposi¢ao prolongada a MMC

A avaliacdo do conteudo de ADN da linha HCV29 foi realizada por CF, recorrendo a
metodologia atras referida com marcacdo com IP. Pela analise dos histogramas de ADN
foi avaliado ndo sé a percentagem de celulas em cada umas fases do ciclo celular bem
como o ID para cada tempo de exposicdo a MMC, usando o pico Go/G; do controlo

como referéncia.

De acordo com as diretrizes de CF (Ormerod, 1998), os dipléides de ADN s&o definidos

por:

e 1 pico Go/G;

e |ID =1, para CV que néo ultrapassem os 3%.

No entanto, dado existirem variacdes na ligacdo do corante ao ADN celular, é norma
definir um intervalo de diploidia que varia em funcdo dos CV do pico Gy/G;. Assim
sendo, neste trabalho, foram considerados diploides 0s casos em que os valores de 1D
alternaram entre 0,95-1,05 e aneupl6ides os valores fora deste intervalo (Pinto et al,
1999).
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5. Analise estatistica

Inicialmente foi realizada uma andlise estatistica descritiva de todas as variaveis em

estudo.

Para andlise da significancia estatistica do ensaio de citotoxicidade celular foi usado a
Anélise de Variancia (ANOVA) seguida do teste por compara¢do multipla de Dunnett.
Para a analise das varias fases do ciclo celular foi utilizado a ANOVA seguida do teste
por comparacdo multipla de Dunnett e 0 método de Tukey. O teste da ANOVA seguida
do método de Dunnett foi, também, utilizado para avaliar as alteracGes do conteudo de
ADN.

Em todas as analises estatisticas foi adotado um valor de significancia de 5%, ou seja,
foram considerados resultados estatisticamente significativos aqueles que apresentaram
um valor de p inferior a 0,05 (p<0,05).

O programa de andlise estatistica utilizado foi o “Statistical Package for Social
Sciences” (SPSS), versdo 17.0 (SPSS, Inc., USA).
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IV. RESULTADOS

1. Otimizagéo da concentragéo da MMC

Para a otimizacdo da concentracdo e do tempo de exposicdo a MMC, utilizou-se o
ensaio do MTT, na linha celular tumoral 5637. Dada a grande variabilidade de
concentracdes e tempos de exposicao referidos na bibliografia, conforme atras referido,
realizou-se um primeiro ensaio onde foram testadas as concentragGes de 12,5; 25; 50;
100 e 200 pg/ml, durante 1h, 2h, 3h e 24h de exposi¢do. Os resultados obtidos s&o

apresentados na Figura 6.

Linha celular 5637
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Figura 6: Otimizacdo da concentragdo e tempo de exposi¢do a Mitomicina C (MMC). Viabilidade celular avaliada por
MTT das células da linha celular 5637 apds exposicdo a 0; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pug/ml de MMC durante 1, 2, 3 e 24h.
Os valores apresentados correspondem a média de trés replicados. Os valores referentes a este grafico encontram-se no
Anexo A.

O ensaio de citotoxicidade, revelou um decréscimo acentuado na viabilidade celular das
células expostas a MMC, quando comparadas com o grupo controlo. Esta reducédo foi
estatisticamente significativa para todas as concentracbes e tempos de exposi¢do
estudados (p<0,01). O aumento da citotoxicidade celular variou de forma proporcional
com 0 aumento da concentracdo e tempo de exposi¢do, observando-se valores quase
nulos de viabilidade celular para concentragbes de MMC acima das 12,5 pg/ml ou

tempos de exposicao superiores a 1h (Figura 6).
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Atendendo aos resultados acima descritos, decidiu-se testar concentragfes mais baixas

de MMC (2,5; 5 e 10 pg/ml) e reduzir o tempo de exposicao para 1h. Os resultados séo
apresentados na Figura 7.
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Figura 7: Otimizacdo da concentracdo de exposicdo a Mitomicina C (MMC) (0; 2,5; 5; 10 e 12,5 pg/ml/1h).
Viabilidade celular avaliada por MTT das células da linha celular 5637. Os valores representam a média de
trés replicados. Os valores referentes a este grafico encontram-se no Anexo A.

O ensaio do MTT, revelou que todas as concentracdes sdo estatisticamente
significativas quando comparadas com o grupo controlo (p<0,01) (Figura 7). Tal como
no teste anterior, através desta metodologia, é visivel o aumento da citotoxicidade
celular com o acréscimo da concentracdo: 47,9%, 44,1%, 26,5% e 26,7% de viabilidade

celular para concentragdes de 2,5; 5; 10 e 12,5 pg/ml de MMC, respetivamente.

Como o efeito citotdxico foi tdo elevado mesmo na concentracdo mais baixa de MMC
(2,5 pg/ml), optou-se por testar concentragcdes de MMC inferiores. Para tal, e usando a
metodologia acima descrita, na linha celular 5637, testou-se a concentracdo de 1,25

pg/ml. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 8.
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Linha celular 5637
100
100
£ g0 -
&
=
= 60 -
Rd
[-F}
B 10 -
© B 5637
=
|20 A
==
0
0 1,25 25
MMC (pg/ml)

Figura 8: Otimizacdo da concentragdo de exposicdo a Mitomicina C (MMC) (0; 1,25 e 2,5
pg/mi/ih). Viabilidade celular avaliada por MTT das células da linha celular 5637. Os valores
representam a média de trés replicados. Os valores referentes a este grafico encontram-se no Anexo
A.

O ensaio do MTT, revelou um efeito citotoxico significativo nas duas concentracdes
testadas comparativamente com o controlo (p=0,001), embora o efeito citotéxico nao
tenha sido significativamente diferente (p=0,974) entre as duas concentracGes testadas
(taxas de viabilidade de 57,8% para a concentracdo de 1,25 pg/ml e 55,7% para a
concentracdo de 2,5 pg/ml). Por este facto, decidiu-se pelo valor mais baixo de MMC
para os estudos subsequentes.
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2. Avaliacao do efeito antineoplésico

Depois de definida a concentracdo de MMC e o tempo de exposicdo, pretendeu-se
avaliar o efeito antineoplasico deste farmaco (isolada ou em combinagdo com EVE,
TEM e GEM) nas células da linha celular tumoral 5637, medindo a citotoxicidade
celular, analisando alteragdes ao nivel do ciclo celular e percentagem de células em

apoptose.

i. Citotoxicidade celular na linha 5637

A avaliacdo da citotoxicidade celular foi realizada pelo teste de MTT. Para tal, expbs-se
as celulas com os diferentes farmacos e diferentes concentraces em compara¢do com

um grupo controlo (sem farmaco) (Figura 9).
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Figura 9: Viabilidade celular da linha 5637 ap06s exposi¢do a Mitomicina C (MMC) (1,25 pg/ml/1h), de forma
isolada ou combinada com EVE, TEM e GEM. Os valores representam a média de trés replicados. E1: EVE a 0,05
UM/72h; E2: EVE a 2 uM/72h; T1: TEM a 500 nM/72h; T2: TEM a 4000 nM/72h; G: GEM a 100 nM/72h. Os
valores referentes a este grafico encontram-se no Anexo B.

O valor de viabilidade celular das células tratadas com MMC (57,8%) foi
significativamente inferior ao controlo (p<0,01). Em relacdo a conjugacdo de
MMC/EVE e MMC/TEM néo se vé aumento deste efeito citotdxico em comparacéo

com os niveis ja observados de MMC isolada (Figura 9).
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Em contrapartida, os resultados obtidos com a conjugagédo de MMC/GEM sugerem que
a MMC potencia o efeito citotoxico de GEM, como evidenciado pelas taxas de
viabilidade de 16,7%.

Relativamente ao EVE e TEM, em qualquer das concentracdes testadas, o efeito
antineopldsico é muito menor, ndo se observando taxas de viabilidade

significativamente diferentes do controlo (p=0,42 e p=0,17, respetivamente).

A GEM foi o farmaco com maior efeito citotdxico, especialmente, como atrés referido,

guando conjugado com a MMC (Figura 9).
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ii.  Andalise do ciclo celular na linha 5637

A andlise da percentagem de células em cada uma das fases do ciclo celular,

abrangendo o controlo e os diferentes farmacos testados, esta resumida na Figura 10.

100

80

60

40

20

n2 de células (%)

0

CONTROLO

MMC 1 H

Linha celular 5637

EVE 72H

TEM 72H

GEM 72H

MMC/EVE 72H

MMC/TEM 72H

MMC/GEM 72H

H n2de células em GO/G1 (%)

72,04

64,40

73,52

71,50

81,13

64,34

66,22

78,11

H n2de células em Fase 5 (%)

20,73

32,90

15,38

15,53

12,58

30,60

25,08

16,71

i ne2de células em G2/M (%)

7.23

271

11,10

12,57

6,29

5,06

470

5,18

Drogas

Figura 10: Distribuicdo do ciclo celular da linha 5637 ap6s exposi¢do a Mitomicina C (MMC) (1,25 pg/mi/1h), de
forma isolada ou combinada com EVE, TEM e GEM. Os valores representam a média de trés replicados. EVE a 0,05
HM/72h; TEM a 500 nM/72h; GEM a 100 nM/72h. Os valores referentes a este grafico encontram-se no Anexo C.

As células ndo tratadas (controlo) estdo distribuidas ao longo do ciclo celular com
predominio de fase Go/Gi: 72%, 20,7% e 7,2% nas fases Go/Gi, S e G,/M,
respetivamente. Quando as células foram tratadas com a MMC isolada observa-se uma

acumulacdo de células em fase S. Esta acumulacdo manteve quando se exp0s as células
a combinacdo de MMC/EVE e MMC/TEM. Deste modo, aparentemente, esta

combinacédo ndo incrementa qualquer efeito ao nivel do ciclo celular (Figura 10).

Por outro lado, com a combinagdo de MMC/GEM verifica-se uma acumulagdo numa

fase inicial do ciclo celular: fase G; (p=0,05). Esta paragem & igualmente observada

guando as células foram tratadas apenas com GEM.

No caso das células expostas a EVE e TEM isolados observa-se diminui¢do da fase S e

uma ligeira paragem em G,/M (p=0,02 e p<0,01, respetivamente).
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iii.  Estudo da apoptose na linha 5637

Os resultados da distribuicdo do ciclo celular da fragdo sub-Gy¢/G; do controlo e das

células tratadas com os diferentes farmacos séo apresentados na Figura 11.
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Figura 11: Percentagem de células em apoptose (fragdo sub-Gy/G,) da linha 5637 apds exposi¢do a Mitomicina C (MMC)
(1,25 pg/ml/ih), de forma isolada ou combinada com EVE, TEM e GEM. Os valores representam a média de trés
replicados. EVE a 0,05 uM/72h; TEM a 500 nM; GEM a 100 nM/72h. Os valores referentes a este grafico encontram-se no

Anexo D.

Um aumento significativo da fragdo sub-Go/G; (que é considerado por ser relacionado

com mecanismo de apoptose) foi encontrado em todos os farmacos testados

independentemente de ser de forma isolada ou combinada, exceto para o TEM isolado

(p=0,10). Os dados sugerem que o efeito antineoplasico da MMC é potenciado quando

em combinacdo com a GEM (p<0,01). O esquema combinado MMC/EVE e
MMC/GEM néo parece incrementar o efeito da MMC isolada (p= 0,09 e p=0,16,

respetivamente).
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Pela andlise das trés técnicas utilizadas, os resultados sugerem que:

e A MMC isolada tem um efeito antineoplasico visivel, com baixas taxas de
viabilidade celular, evidenciando uma paragem na fase S do ciclo celular e
aumento da percentagem de células em apoptose.

o Em relacdo a terapia de combinacdo MMC/EVE e MMC/TEM néo se
observa um acréscimo do efeito antineoplasico da MMC.

o O efeito antineoplasico da MMC ¢é potenciado quando combinada com a
GEM, verificando-se os valores mais baixos de viabilidade celular, com
paragem do ciclo celular em Go/G; e aumento da percentagem de células
em apoptose.

e Quanto a exposicdo das células com EVE e TEM isoladamente, observa-se um
efeito antineoplasico moderado, com um ligeiro aumento da percentagem de
células em apoptose (apenas significativo para a exposicdo com EVE).

e Relativamente a GEM os resultados sdo sugestivos de que tem um efeito
antineoplasico evidente, com paragem do ciclo celular em Gy/G; sendo
potenciada, como referido anteriormente, pela MMC.
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3. Alteracdes do contetdo de ADN da linha HCV29 apo6s exposicdo a MMC

Para avaliar possiveis alteracdes do conteddo de ADN na linha HCV29 recorreu-se ao
ID, definido como o quociente entre o pico Go/G; da populacdo em estudo e 0 pico

Go/G; da populacdo normal ou de referéncia.

Utilizando os intervalos de diploidia de ADN descritos no Material e Métodos (0,95-
1,05), foram calculados os indices de ADN para cada uma das condi¢des de MMC.
Conforme se pode observar na Tabela 10, ndo foram detetados valores de ID fora do
intervalo de diploidia, ou seja, ndo foram detetadas populacdes celulares com conteddo
de ADN alterado (aneuploidia de ADN).

Tabela 10: Média dos picos Gy/G; e valor do ID da linha celular HCV29, ap6s diferentes tempos de exposicdo a
MMC ([1,25 pg/ml]) . Os valores representam a média de trés replicados.

Controlo 177,50 L
MMC 1h 186,67 1,05
MMC 6 h 178,33 1,00
MMC 24 h 185,00 1,04
MMC 48 h 179,00 1,00
MMC 72 h 170,67 0,96
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V. DISCUSSAO

E reconhecido pela comunidade cientifica que os CUB constituem um grupo complexo
e heterogéneo quer em termos de apresentacdo e comportamento bioldgico, quer em
termos de prognostico. Este facto tem levado a necessidade de investigar novos
farmacos, quer isolados quer em regime de combinacdo, que possam ser utilizados para
otimizar a terapia para cada paciente. Nesta investigagdo intensa, tém sido utilizadas
diversas estratégias, nomeadamente a utilizagdo de linhas celulares, uma vez que,
desempenham um papel substancial no progresso e apreciacdo pré-clinica de novas

estratégias e agentes terapéuticos para o cancro da bexiga.

A terapia de combinagdo é uma opc¢do relevante em todas as areas da Medicina, mas,
peculiarmente, é aplicada na terapia do cancro. Diversos medicamentos direcionados
para distintos alvos terapéuticos podem aperfeicoar a resposta ao tratamento ou minorar

o desenvolvimento da resisténcia do tumor ou os efeitos secundarios.

Como referido anteriormente, a MMC é um farmaco que tem demonstrado atividade
anti-tumoral ao nivel dos CUB superficiais. Esta é usada como primeira instilacdo
intravesical, até 24h ap6s RTU (Aldousari et al, 2006; Pompeo et al, 2006) porque
comprovadamente diminui o risco de recidiva tumoral (Babjuk et al, 2013). Apds o
resultado anatomo-patoldgico da RTU do tumor, os doentes sdo estratificados em
termos de risco de recidiva e progresséo, classificando os doentes em baixo risco, risco
intermédio e alto risco. Assim sendo, apds a RTU dos tumores de baixo risco, a MMC é
o tratamento preferencial, seguida de esquemas de terapéutica intravesical de
manutencdo. Nos tumores de risco intermédio, a utilizacgdo de MMC intravesical
adjuvante em regime de manutencdo pode estar indicada, mas apresenta resultados
inferiores ao tratamento de manutengdo com BCG, em termos de diminuicdo de risco de
recidiva. Mais ainda, a MMC n&o é aconselhada nos casos de alto risco, sendo estes

tipos de tumores melhor tratados com BCG (Babjuk et al, 2013).

61



Avaliacao do efeito da Mitomicina C em células uroteliais da bexiga

Pelo acima exposto, 0s esquemas quimioterdpicos atuais no tratamento de cancro da
bexiga ndo invasor sdo promissores, apesar de existir, ainda, alguma toxicidade
consideravel associada a alguns esquemas e persistir a ocorréncia de recorréncias. Este
cenario sugere a importancia de se investigar uma abordagem terapéutica mais eficaz e

menos toxica para este grupo de doentes com CUB.

Os vérios trabalhos que compdem esta dissertacdo, tiveram como objetivo global
verificar algumas caracteristicas bioldgicas da linha celular 5637, apds exposi¢do a
MMC isolada, bem como em combinacdo com EVE, TEM e GEM, através da
determinacéo da citotoxicidade celular, do estudo do ciclo celular e analise da apoptose.
Além disso, foi objeto de estudo, a linha celular HCV29 para aferir eventuais alteracdes

no conteudo de ADN apds diferentes tempos de exposicdo 8 MMC.

No inicio deste estudo foi necessario definir a concentracdo e o tempo de exposicao
mais adequada para avaliar o efeito antineoplasico da MMC quer isolada quer em

regime de combinag&o.

Em relacdo aos efeitos da MMC na linha celular 5637 apenas foram encontrados quatro
estudos, os quais utilizaram valores diferentes em relacdo a concentracdo e tempo de
exposicdo a MMC, tal como atras referido. Relativamente a concentracdo da MMC os
valores variaram entre o valor minimo de 0,33 pg/ml (Kraemer et al, 2004; Krause et al,
2005) e o valor maximo de 2000 pg/ml (Zhang et al, 2012) e o tempo de exposi¢cdo
variou entre 2h (Kraemer et al, 2004; Krause et al, 2005) e 24h (Li et al, 2012; Zhang et
al, 2012).

Os primeiros ensaios realizados no ambito deste trabalho utilizaram valores de
concentracdo e tempos de exposicdo sobreponiveis aos descritos. No entanto, foi
imediatamente constatado uma viabilidade celular quase nula para valores de

concentragdo de MMC superiores a 12,5 pg/ml e tempos de exposigéo acima de 1h.
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Neste processo de otimizacdo, foram testadas concentragcbes sucessivamente mais
baixas, com 1h de exposicdo, até ser definido o valor de 1,25 pg/ml como a
concentracdo adequada para avaliar o efeito antineoplasico sem provocar a morte da

totalidade das células.

Os resultados obtidos neste estudo revelam que a MMC isolada tem um efeito
antineoplésico evidente, demonstrando uma reducéo acentuada na viabilidade celular da
linha celular 5637 (taxas de sobrevivéncia de 57,8%). Estes resultados “in vitro”, sdo
sobreponiveis aos observados “in vivo”, em doentes com CUB que revelam que a MMC
€ um agente antineoplasico eficaz, bem tolerado e menos toxico do que a monoterapia
com BCG (Chen et al, 2012; Kaasinen et al, 2003; Oosterlinck et al, 2011).

No que diz respeito ao efeito da MMC no ciclo celular, diversos estudos apontam que
este farmaco é mais eficaz quando aplicada na fase G; tardia e fase S do ciclo celular
(Almeida et al, 2005; Gan et al, 2001; Kraemer et al, 2004; Lightfoot et al, 2011;
Lopez-Beltran et al, 2002; McKelvie et al, 2001; Netto, 2007; Oliveira et al, 2007;
Zhang et al, 2012; Zhi et al, 2001) e que é capaz de induzir apoptose em células de
tumores gastricos (Schwartz et al, 1995) bem como em fibroblastos humanos da capsula
de Tenon (Kim et al, 1999). Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com a
literatura, observando-se uma acumulacdo de células em fase S e aumento da

percentagem de células em apoptose apds exposicdo ao farmaco.

Em relacdo a terapia de combinacio MMC/EVE e MMC/TEM, em qualquer das
concentracdes testadas, o efeito antineoplasico é muito menor, ndo se observando taxas
de viabilidade significativamente diferentes relativamente 8 MMC isolada. Além disso,
ndo se observam diferencas ao nivel do ciclo celular e apoptose relativamente 8 MMC
isolada. De acordo com a pesquisa bibliografica realizada, estes sdo 0s primeiros
resultados descritos sobre a utilizacdo combinada de MMC e destes dois analogos da

rapamicina.
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Por outro lado, verificou-se que o efeito antineoplasico da MMC € potenciado quando
combinada com a GEM, verificando-se os valores mais baixos de viabilidade celular.
Estes resultados corroboram a literatura que afirmam que a terapéutica de combinacao
MMC/GEM parece ser bem tolerada, produzindo uma resposta positiva em doentes com
cancro da bexiga ndo invasor refratario ao BCG (Breyer et al, 2010). Relativamente ao
estudo com linhas celulares este efeito sinérgico, também, foi observado na linha celular
de carcinoma de cdlon humano, a HT29 (Aung et al, 2000).

Em relacdo ao ciclo celular verificou-se uma paragem na fase Go/G; e aumento da
percentagem de células em apoptose. Mais uma vez, estes dados sdo sobreponiveis aos
referidos na literatura, nomeadamente no estudo de Ferro e colaboradores (2012). Estes
autores observaram, igualmente, uma forte inibicdo do crescimento celular ap6s acdo
combinada de sulfato de condroitina (CS) e MMC ou GEM (Ferro et al, 2012).

Quanto a exposicdo da linha celular 5637 com EVE e TEM isoladamente, observa-se
um efeito antineoplasico moderado, diminui¢do da fase S e uma ligeira paragem em
G,/M com um ligeiro aumento da percentagem de células em apoptose (apenas
significativo para a exposicdo com EVE). Os resultados sdo sobreponiveis aos descritos
na literatura. Vasconcelos-Nobrega e colaboradores (2011) estudaram os efeitos do
EVE, “in vivo” com murinos € “in Vitro” nas linhas celulares T24, HT1376, e 5637.
Verificaram que o EVE ndo parece ter um efeito significativo sobre a tumorigénese
quimicamente induzida na bexiga de murinos (Vasconcelos-Nobrega et al, 2011).
Adicionalmente, observaram que o EVE conduz a uma diminuicdo da fase S do ciclo
celular apenas se verificando apoptose na linha celular derivada de cancro da bexiga
superficial, a 5637. Chiong e colaboradores (2011) sugerem que o EVE é muito
heterogéneo “in vitro”. Em relacdo ao TEM, os dados recentemente publicados do
grupo de Investigacdo de Patologia (UFP)/Patologia e Terapéutica Experimental
(IPOP,EPE), sugerem que contribui, de forma moderada, em termos de inibigdo da

proliferacéo celular, aumento de apoptose e autofagia (Pinto-Leite et al, 2013).
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Relativamente & GEM os estudos publicados realcam a eficacia no tratamento do cancro
da bexiga quer no modelo “in vivo” (Gontero et al, 2006; Jones et al, 2012; Mattioli et
al, 2005), quer no “in vitro” (Mey et al, 2006; Pinto-Leite et al, 2012b; Silva et al,
2010, 2012). Esta eficacia também foi verificada neste estudo, uma vez que a GEM
isolada apresentou taxas de viabilidade celular de 25,3%. Além do mais, verifica-se, que
a GEM ¢é potenciada, como referido anteriormente, pela MMC, evidenciando taxas de
viabilidade de 16,7%. Quanto ao ciclo celular, Pauwels e colaboradores (2009) e Pinto-
Leite e colaboradores (2012), descrevem uma paragem do ciclo celular na fase S
(Pauwels et al, 2009; Pinto-Leite et al, 2012b). No presente estudo, verificou-se uma
acumulacdo na fase inicial do ciclo celular: fase G;. Esta paragem é igualmente
observada quando as células foram tratadas com a terapia de combinacdo MMC/GEM.

Relativamente a fracdo sub-Gy/G;, observa-se que a GEM aumenta a percentagem de
células em apoptose (33,1%), sendo potenciada, como ja referido pela MMC (40,4%).
Estes resultados sdo sobreponiveis aos descritos na literatura (Aung et al, 2000;
Bernardo, 2011; Breyer et al, 2010; Gontero et al, 2006; Mey et al, 2006; Pauwels et al,
2009).

Como atréas referido, outro dos objetivos deste trabalho, foi avaliar possiveis alteracdes
no contetdo de ADN da linha celular da bexiga normal, HCV29, apds exposi¢cdo
prolongada &8 MMC. Oliveira e colaboradores (2007), utilizando um modelo animal de
roedores, observaram, apds instilacdes repetidas de MMC, o aparecimento de CIS com
alteracdes ao nivel do seu conte(ldo de ADN, ou seja aneuploidias (Oliveira et al, 2007).
Estas aneuploidias revelaram, até, um padrdo multipldide, compativel com grande
instabilidade genética propria destas lesGes (Palmeira, 2011). No entanto, os dados do
presente estudo ndo revelam alteracdes do contetdo de ADN desta linha celular normal
da bexiga ap6s exposicdo a MMC, ou seja, todas as populagdes celulares tinham um
conteddo de ADN sobreponivel ao controlo (diploide de ADN), mesmo apos 72h de
exposicdo. As condigOes experimentais escolhidas neste trabalho podem ndo ter sido as
mais adequadas para reproduzir o efeito observado no modelo animal por Oliveira e
colaboradores (2007), ou seja um modelo “in vivo” € ndo “in vitro” como no presente
estudo (Oliveira et al, 2007). Por outro lado, as alteracdes celulares atribuidas a acao da
MMC poderdo ser transitorias tal como descrito por McKelvie e colaboradores (2001)
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(McKelvie et al, 2001). Este autor defendia que as alteracBes relacionadas apds a
terapéutica com MMC podiam persistir no epitélio da superficie ocular por pelo menos
oito meses apos o tratamento com este farmaco. Assim como Demirci e colaboradores
(2000) que verificaram que a MMC conduzia a alteracGes persistentes, mas nao

clinicamente significativas do epitélio da conjuntiva (Demirci et al, 2000).

Apesar das metodologias utilizadas no presente trabalho terem permitido atingir os
objetivos inicialmente definidos, ou seja, avaliar a a¢do antineoplésica da MMC isolada
ou combinada, sobre uma linha celular tumoral da bexiga, algumas limitacGes deste

estudo devem ser apontadas.

Os testes “in vitro” possuem limitagdes, ndo s6 quando se fazem correlagdes clinicas,
principalmente em relacdo ao seu beneficio em termos de sobrevivéncia, mas,
fundamentalmente, pelas diferencas ao nivel do microambiente envolvente as células
tumorais, nomeadamente, a auséncia do sistema imunitario do hospedeiro, entre outros

aspetos (Arantes-Rodrigues et al, 2013).

O teste de MTT possui algumas limitagdes, tais como, o estado fisiolégico das células e
a variacdo na atividade de desidrogenase mitocondrial, em diferentes tipos de células.
No entanto, e apesar das suas limitacGes este teste é Util na medicdo do crescimento
celular em resposta a mitogenios, estimulos antigénicos, fatores de crescimento e outros
reagentes de promocgdo de crescimento celular, estudos de viabilidade celular e na
derivacdo de curvas de crescimento de células. Deste modo, este teste foi Gtil para
avaliar a viabilidade celular neste estudo. Alguns autores usam juntamente o termo de
viabilidade celular/citotoxicidade celular (Andrade, 2007; Cordeiro, 2007; Pinto Leite et
al, 2012; Vasconcelos-No6brega et al, 2011) com proliferacdo celular (Pinto Leite et al,
2012). Neste trabalho, optou-se pelo termo “viabilidade celular”, por nos parecer mais
adequado, uma vez que este teste é baseado na capacidade das enzimas desidrogenases
mitocondriais nas células vivas converterem a solucdo aquosa do substrato amarelo do
MTT, sal monotetrazélico, num produto arroxeado, designado por cristais de formazan,

que € insoltvel em agua (Cordeiro, 2007).
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Para avaliar a proliferacdo celular devem ser utilizadas outras metodologias,
designadamente, o teste de detecdo com o anticorpo Ki67, teste colorimétrico com
Laranja de Acridina, Bromodeoxiuridina (BrdUrd), ou a percentagem de células em fase

S por CF, método usado neste trabalho.

Com efeito, foi possivel avaliar o efeito dos farmacos estudados, ndo apenas na
proliferacéo celular através da percentagem de celulas em fase S, mas também perceber
se ocorria paragem do ciclo celular e em que fase. Conforme se observou esta paragem

estad intimamente relacionada com a forma de atuacao de cada farmaco.

Apesar dos dados facultados por esta aplicacdo da CF, esta analise em estudos com
linhas celulares deve ser feita em conjugacdo com uma técnica como o0 MTT, que mede
a citotoxicidade, pelo facto de apenas permitir observar o efeito terapéutico nas células
viaveis, ou seja, que se encontram em repouso ou em ciclo celular e que poderdo
representar uma percentagem muito pequena da cultura celular ap6s exposicdo ao

farmaco.

Mais ainda, o teste usado neste trabalho para avaliacdo da apoptose podera ndo ser o
mais informativo. Com efeito, a fracdo sub-Gy/G; apresenta algumas limitacGes
importantes. Por um lado, ndo permite identificar células nas fases iniciais da apoptose,
mas apenas as células que ja perderam uma quantidade significativa de ADN devido a
formacdo dos corpos apoptoticos. Por outro lado, se as células em fase S ou G,/M
entrarem em apoptose poderdo ndo aparecer representadas nesta regido sub-Gy/G;
(Blizard Institute of Cell and Molecular Science; Tounekti et al, 1995). Uma outra
limitacdo desta metodologia € que ndo permite distinguir células apoptdticas de células
necrdticas, ou mesmo de fragmentos celulares resultantes do préprio processamento
técnico. No entanto, € um método rapido e pouco dispendioso, obtido simultaneamente
com o estudo do ciclo celular e, por isso, é utilizado em numerosos artigos cientificos

(Blizard Institute of Cell and Molecular Science).
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Para avaliar a percentagem de células em apoptose poderd ser mais elucidativo a
marcacdo pela anexina V. A anexina V é uma proteina de 36 kDa com ligacdo a
fosfolipidos, dependente de célcio, que possui afinidade nanomolar para a
fosfatidilserina (Ishino et al, 2007). A anexina V marcada com fluorocromos é bastante
usada para a detecdo “in vitro” por CF de células em apoptose, permitindo a distin¢do
das células numa fase inicial e mais tardia da apoptose (Vriens et al, 1998). No entanto,
esta técnica também tem algumas limitagcdes, principalmente relacionadas com o

processo de tripsinizacdo, devido as alteracdes na membrana causadas por esta técnica.

Outro método alternativo para detetar a fragmentacdo do ADN envolve a identificacdo
das quebras na cadeia utilizando a técnica de “terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick end labeling” (TUNEL). A avaliacdo da fragmentacdo do ADN
pela técnica de TUNEL baseia-se na incorporacdo de nucleosideos (d-UTP=
2 desoxiuridina 5°trifosfato) marcados com um corante fluorescente (Isotiocianato de
fluoresceina-FITC) na regido livre 3’"OH das quebras de ADN de cadeia simples ou
cadeia dupla. Essa reacdo ¢ catalisada por uma enzima denominada de “terminal
deoxynucleotidyl transferase” (TdT), que ira polimerizar os nucleosideos modificados
nas regides de fragmentacdo do ADN. A incorporacdo de d-UTP fluoresceina é, entdo,
amplificada por varias reacdes enzimaticas secundarias e medida por microscopia de
fluorescéncia ou por CF. Apesar da técnica de TUNEL ter vindo a ser usada
extensivamente, os resultados obtidos por este método devem ser interpretados com
cuidado, uma vez que células em necrose e algumas células que ndo estdo em processo
de morte celular podem ser detetadas (Hathaway et al, 2002). Segundo Florell e
colaboradores (2005), esta técnica ndo € um marcador especifico da apoptose, uma vez
que pode detetar extremidades livres de ADN, associadas a proliferacdo celular. Por
estas razGes, um crescente numero de grupos de investigacdo tem questionado a
especificidade e a fiabilidade dos resultados obtidos pela técnica de TUNEL (Florell et
al, 2005).
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VI. CONCLUSAO

Pretende-se neste capitulo apresentar, de forma resumida, os resultados mais relevantes

observados nos varios trabalhos que compdem a presente dissertacdo de Mestrado.

e O estudo de otimizacéo da concentragdo e tempo de exposi¢do a MMC permitiu
estabelecer um valor de 1,25 pg/ml, durante 1h, como adequado para futuros

estudos com a linha celular tumoral da bexiga 5637,

e A esta concentracdo e tempo de exposicdo observou-se uma reducdo acentuada
na viabilidade celular (taxas de viabilidade de 57,8%), o que evidencia o carater
sensivel desta linha celular tumoral da bexiga, podendo servir como modelo
experimental para o estudo antineoplasico da MMC, quer de forma isolada quer

de forma combinada com outros farmacos;

¢ A MMC isolada tem um efeito antineoplasico visivel, com baixas taxas de
viabilidade celular, evidenciando uma paragem na fase S do ciclo celular e

aumento da percentagem de células em apoptose;

e Em relacdo a terapia de combinacdo MMC/EVE e MMC/TEM nao se observa

um acréscimo do efeito antineoplasico da MMC,;

e O efeito antineoplasico da MMC é potenciado quando combinada com a GEM,
verificando-se os valores mais baixos de viabilidade celular, com paragem do

ciclo celular em Go/G; e aumento da percentagem de células em apoptose;
e Quanto a exposicao das células com EVE e TEM isoladamente, observa-se um

efeito antineoplasico moderado, com um ligeiro aumento da percentagem de

células em apoptose (apenas significativo para a exposi¢cdo com EVE);
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Relativamente a GEM os resultados sdo sugestivos de que tem um efeito
antineoplasico evidente, com paragem do ciclo celular em Gy/G; sendo

potenciada, como referido anteriormente, pela MMC;

A andlise do contetido de ADN da linha celular da bexiga normal (HCV29) néo
revelou populagbes aneuploides ap6s tempos de exposicdo a MMC de 1h, 6h,
24h, 48h e 72h, ndo sendo possivel confirmar o aparecimento de alteragdes

genéticas apds exposicao repetida a MMC como descrito na bibliografia;

As metodologias utilizadas no presente trabalho permitiram atingir os objetivos
inicialmente definidos, ou seja, quer avaliar a acdo antineoplasica da MMC
isolada ou combinada com outros farmacos sobre uma linha celular tumoral da
bexiga, quer avaliar possiveis alteracdes no conteudo de ADN sobre uma linha

celular normal da bexiga;

No entanto, foram evidenciadas algumas limitacoes:

o O presente estudo foi realizado em testes “in vitro”. Estes testes nao so
limitam as correlagcdes clinicas, principalmente em relacdo ao seu
beneficio em termos de sobrevivéncia, como também, estdo sujeitos a
contaminagOes cruzadas, heterogeneidade do microambiente tumoral e

falta de vascularizagéo;

o No presente estudo avaliou-se a viabilidade celular através do teste do
MTT, o qual possui algumas limitagdes nomeadamente, o estado
fisiologico das células e a variacdo na atividade de desidrogenase

mitocondrial, em diferentes tipos de células;
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o Mais ainda, o teste usado no presente trabalho para avaliagdo da apoptose
(fracdo sub-Gy/G1) podera ndo ser o mais informativo, uma vez que, ndo
permite identificar células nas fases iniciais da apoptose, nem distinguir,
corretamente, celulas apoptoticas, necréticas ou mesmo fragmentos
celulares. Outras técnicas, nomeadamente, a marcagdo pela anexina V,
ou a técnica de TUNEL, poderdo ser mais informativas a este nivel.
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VIl. PERSPETIVAS FUTURAS

Apesar de se terem atingido os objetivos previamente estabelecidos, os resultados
obtidos sugerem a realizacdo de novos ensaios. Por um lado, em termos da
caracterizacdo citogenética da linha celular 5637, de maneira a permitir conhecer
melhor a sua caracterizacdo histopatologica, ou seja, se efetivamente pode ser
considerada uma linha celular tumoral superficial, e por outro lado perceber melhor o
comportamento biologico destas células, nomeadamente em termos de sensibilidade aos

farmacos estudados.

No que diz respeito a avaliacdo da percentagem de células em apoptose seria relevante a
realizacdo de novos ensaios, com metodologias mais especificas para esta via de morte
celular, nomeadamente a marcacdo com a anexina V, ndao s6 para comparar com 0S

resultados atuais, mas também para avaliar uma forma mais precoce da apoptose.

Seré importante avaliar o efeito antineoplasico da MMC, quer de forma isolada quer de
forma combinada, com modelos “in vivo” tirando partido das vantagens destes modelos
sobre os “in vitro”, nomeadamente, a preservacao da estrutura tridimensional do tumor,
interacdo entre as células e 0 microambiente envolvente e avaliacdo da farmacocinética

e toxicidade dos farmacos.

Na sequéncia destes estudos com modelos “in vivo”, serd interessante comparar, numa

fase pré-clinica, o tratamento com MMC isolada e MMC/GEM versus BCG.
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Avaliacao do efeito da Mitomicina C em células uroteliais da bexiga

IX. ANEXOS

1. Anexo A - Otimizagéo da concentracdo da MMC
Os seguintes valores sdo referentes a Figura 6.

Tabela 11: Média, desvio padrdo, média-branco e percentagem de viabilidade celular referentes & otimizagdo da
concentragdo e tempo de exposicdo a Mitomicina C (MMC) das células da linha celular 5637 apds exposicéo a 0;
12,5;25; 50; 100 e 200 pg/ml de MMC, durante 1h.

Exposicéo 1h

Branco 0 12,5 25 50 100 200

0,077 0,812 0,173 0,193 0,164 0,113 0,134

0,889 0,192 0,134 0,132 0,107 0,119

0,908 0,144 0,205 0,133 0,115 0,123

Media 0,870 0,170 0,177 0,143 0,112 0,125
Desvio padréo 0,051 0,024 0,038 0,018 0,004 0,008
Média-branco 0,793 0,093 0,100 0,066 0,035 0,048
Viabilidade (%) 100,000 | 11,627 12,589 8,281 4,349 6,064

Tabela 12: Média, desvio padrdo, média-branco e percentagem de viabilidade celular referentes a otimizagdo da
concentracdo e tempo de exposicdo a Mitomicina C (MMC) das células da linha celular 5637 ap6s exposicédo a 0;
12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/ml de MMC, durante 2h.

DO

Branco 0 12,5 25 50 100 200
0,077 | 0,885 0,096 0,128 0,112 0,110 0,113
0,887 0,099 0,161 0,109 0,106 0,109
0,884 0,092 0,124 0,111 0,113 0,121
Média 0,885 0,096 0,138 0,111 0,110 0,114
Desvio padrao 0,002 0,004 0,020 0,002 0,004 0,006
Média-branco 0,808 0,019 0,061 0,034 0,033 0,037
Viabilidade (%) 100,000 | 2,309 7,505 4,165 4,051 4,619
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Tabela 13: Média, desvio padrdo, média-branco e percentagem de viabilidade celular referentes & otimizagdo da
concentragdo e tempo de exposicdo a Mitomicina C (MMC) das células da linha celular 5637 apds exposi¢do a 0;
12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/ml de MMC, durante 3h.

DO alO

Branco 0 12,5 25 50 100 200
0,077 0,833 0,098 0,105 0,110 0,098 0,105
0,838 0,097 0,084 0,110 0,091 0,098
0,820 0,100 0,119 0,115 0,108 0,111
Média 0,830 0,098 0,103 0,112 0,099 0,105
Desvio padrédo 0,09 0,002 0,018 0,003 0,009 0,007
Média-branco 0,753 0,021 0,026 0,035 0,022 0,028
Viabilidade (%) 100,000 | 2,832 3,407 4,602 2,920 3,673

Tabela 14: Média, desvio padrdo, média-branco e percentagem de viabilidade celular referentes a otimizagdo da
concentragéo e tempo de exposicdo a Mitomicina C (MMC) das células da linha celular 5637 apds exposicéo a 0;
12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/ml de MMC, durante 24h.

DO a0 24
Branco 0 12,5 25 50 100 200

0,077 0,808 0,078 0,075 0,084 0,074 0,089

0,745 0,077 0,076 0,086 0,074 0,088

0,727 0,074 0,075 0,084 0,073 0,086

Média 0,760 0,076 0,075 0,085 0,074 0,088

Desvio padrao 0,043 0,002 0,001 0,001 0,001 0,002
Média-branco 0,683 -0,001 -0,002 0,008 -0,003 0,011
Viabilidade (%) 100,000 -0,098 -0,244 1,122 -0,488 1,562
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Os seguintes valores sdo referentes a Figura 7.

Tabela 15: Média, desvio padrdo, média-branco e percentagem de viabilidade celular referentes a otimizacdo da
concentracdo de exposi¢do a Mitomicina C (MMC) das células da linha celular 5637 apds exposi¢do a 0; 2,5; 5; 10 e
12,5 pg/ml de MMC, durante 1h. Placa A.

Exposicédo 1h - Placa A

Branco 0 2,5 5 10 12,5

0,082 0,583 0,331 0,301 0,244 0,219

0,595 0,299 0,293 0,234 0,220

0,589 0,343 0,294 0,245 0,238
Média 0,589 0,324 0,296 0,241 0,2267
Desvio padréo 0,008 0,023 0,004 0,006 0,011
Média-branco 0,507 0,242 0,214 0,159 0,144
Viabilidade (%) 100,000 | 47,809 42,209 31,361 28,337

Tabela 16: Média, desvio padrdo, média-branco e percentagem de viabilidade celular referentes a otimizacdo da
concentracéo de exposi¢ao & Mitomicina C (MMC) das células da linha celular 5637 ap6s exposicédo a 0; 2,5; 5; 10 e

12,5 pg/ml de MMC, durante 1h. Placa B.

DOSICAO0 aca B

Branco 0 2,5 5 10 12,5

0,088 0,515 0,293 0,289 0,208 0,205

0,517 0,295 0,287 0,178 0,202

0,516 0,293 0,280 0,157 0,178

Média 0,516 0,294 0,285 0,181 0,195
Desvio padréo 0,001 0,001 0,005 0,026 0,015
Média-branco 0,428 0,206 0,197 0,093 0,107
Viabilidade (%) 100,000 48,053 | 46,106 | 21,729 | 25,000
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Os seguintes valores sdo referentes a Figura 8.

Tabela 17: Média, desvio padrdo, média-branco e percentagem de viabilidade celular referentes a otimizacdo da
concentracéo de exposicdo a Mitomicina C (MMC) das células da linha celular 5637 ap6s exposi¢do a 0; 1,25 e 2,5
pg/ml de MMC, durante 1h.

Exposi¢do 1h

Branco 0 1,25 2,5

0,068 0,721 0,412 0,481

0.721 0,483 0,440

0.719 0.441 0374

Média 0.721 0.445 0.432

Desvio 0,001 0,036 0,054
padrdo

Meédia- 0,653 0,377 0,364
branco

Viabilidade 100,000 57585 55,692

(%)
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2. Anexo B - Avaliacao do efeito antineoplasico - Citotoxicidade celular na linha 5637

Os seguintes valores séo referentes a Figura 9.

Tabela 18: Média, desvio padrdo, média-branco e percentagem de viabilidade celular referentes a exposi¢do a Mitomicina C (MMC) (1,25 pg/ml/1h), de forma isolada ou combinada com EVE,
TEM e GEM. E1: EVE a 0,05 uM/72h; E2: EVE a 2 uM/72h; T1: TEM a 500 nM/72h; T2: TEM a 4000 nM/72h; G: GEM a 100 nM/72h.

MMC/E1 MMC/E2 MMC/T1 MMC/T2 MMC/G

0,068 0,721 0,412 0,544 0,496 0,605 0,522 0,219 0,451 0,431 0,516 0,483 0,171
0,721 0,483 0,672 0,642 0,531 0,556 0,235 0,544 0,495 0,548 0,522 0,190

0,719 0,441 0,609 0,581 0,569 0,529 0,245 0,374 0,478 0,549 0,470 0,170

0,721 0,445 0,608 0,573 0,568 0,536 0,233 0,456 0,468 0,538 0,492 0,177

0,000 0,036 0,064 0,073 0,037 0,018 0,013 0,085 0,033 0,019 0,027 0,011

0,653 0,377 0,540 0,505 0,500 0,468 0,165 0,388 0,400 0,470 0,4224 0,109

100,000 | 57,785 82,746 77,335 76,621 71,618 25,268 59,469 61,256 71,924 | 64,880 16,692
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3. Anexo C - Avaliagéo do efeito antineoplasico - Analise do ciclo celular na linha 5637
Os seguintes valores sdo referentes a Figura 10.

Tabela 19: Média, desvio padrdo e distribuigéo do ciclo celular da linha 5637 apds exposi¢do a Mitomicina C (MMC) (1,25 pg/ml/1h), de forma isolada ou combinada com EVE, TEM e GEM.
EVE a 0,05 uM/72h; TEM a 500 nM/72h; GEM a 100 nM/72h.

Sub- Sub- Sub-

Go/G1A Go/Gi1B  Go/G;C

70,616 | 73,462 | 72,050 | 72,043 | 1,423 | 21,801 | 19,662 | 20,720 | 20,728 | 1,069 | 7,583 | 6,878 | 7,230 | 7,230 | 0,354

60,615 | 65,602 | 66,972 | 64,397 | 3,346 | 36,018 | 31,785 | 30,887 | 32,897 | 2,740 | 3,367 | 2,612 | 2,141 | 2,707 | 0,619

73,196 | 74,003 | 73,367 | 73,522 | 0,425 | 15,206 | 15,058 | 15,877 | 15,380 | 0,446 | 11,598 | 10,940 | 10,755 | 11,098 | 0,443

75,286 | 69,240 | 71,170 | 71,899 | 3,088 | 14,989 | 16,271 | 15,320 | 15,526 | 0,666 | 9,725 | 14,489 | 13,510 | 12,575 | 2,516

81,956 | 80,029 | 81,392 | 81,125 | 0,991 | 11,295 | 13,837 | 12,621 | 12,585 | 1,272 | 6,749 | 6,134 | 5,987 | 6,290 | 0,404

62,003 | 64,852 | 66,156 | 64,337 | 2,124 | 32,990 | 30,793 | 28,025 | 30,602 | 2,488 | 5,007 | 4,355 | 5,819 | 5,060 | 0,734

62,667 | 67,945 | 68,045 | 66,219 | 3,077 | 32,741 | 27,147 | 27,345 | 29,078 | 3,174 | 4,593 | 4,908 | 4,610 | 4,704 | 0,177

77,295 | 79,062 | 77,963 | 78,107 | 0,892 | 17,195 | 15,578 | 17,362 | 16,712 | 0,986 | 5509 | 5360 | 4,674 | 5181 | 0,445
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4. Anexo D - Avaliacdo do efeito antineoplasico - Estudo da apoptose na linha
celular 5637

Os seguintes valores sdo referentes a Figura 11.

Tabela 20: Média, desvio padrdo e percentagem de células em apoptose (fracdo sub-Gy/G;) da linha 5637 apds
exposi¢do a Mitomicina C (MMC) (1,25 pg/ml/1h), de forma isolada ou combinada com EVE, TEM e GEM. EVE a
0,05 uM/72h; TEM a 500 nM; GEM a 100 nM/72h.

Gi/ué)l A GSOIUCZB Gﬁfé)lc Média | Desvio padrio
7,800 6,300 7,040 7,047 0,750
28,600 30,200 29,700 29,500 0,819
13,100 13,200 12,900 13,067 0,153
10,100 9,800 10,300 10,067 0,252
31,500 33,300 34,500 33,100 1,510
31,800 31,700 35,300 32,933 2,050
31,300 33,700 32,600 32,533 1,201
40,800 42,100 38,300 40,400 1,931
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