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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar se o acetaminofen (paracetamol) e o ibuprofeno em
baixas concentracBes sdo capazes de inibir o crescimento de uma linhagem celular de
carcinoma epitelial de ovario (CEO) in vitro e determinar a expressdo génica dos
transportadores ABC nesta linhagem celular. Foi utilizada a linhagem celular TOV 21G
exposta a diferentes concentracdes de paracetamol (1,5-15 pg/mL) e ibuprofeno (2,0 a 20
pg/mL), durante 24 e 48 horas. O crescimento celular foi avaliado utilizando um ensaio de
viabilidade celular. A morfologia celular foi determinada por microscopia de fluorescéncia. O
perfil de expressdo génica foi determinado por um painel de 42 genes da super familia de
transportadores ABC. Foi observado um decréscimo significativo no crescimento das células
TOV 21G expostas a 15 pg/mL de paracetamol durante 24 horas (p = 0.02) e 48 horas (p =
0.01) e com 20 pg/mL de ibuprofeno por 48 horas (p = 0.04). Ao avaliar a morfologia das
celulas cultivadas, ndo foi observada evidéncia de apoptose significativa. A linhagem de
células estudada subexpressa os genes de ABCA1l, ABCC3, ABCC4, ABCD3, ABCD4 e
ABCE1 da super familia de transportadores ABC. O presente estudo fornece evidéncias do
efeito inibidor do crescimento de concentracGes terapéuticas do paracetamol e do ibuprofeno
na linhagem celular testada in vitro. TOV 21G subexpressa 0s genes dos transportadores
ABCAL, ABCC3, ABCC4, ABCD3, ABCD4 e ABCEL.

Palavras-chave: Acetaminofen, Apoptose; Ibuprofeno; Neoplasia de Ovario; Proliferacdo

Celular; Quimioprofilaxia; Quimioterapia; Transportadores de Cassetes de Ligacdo de ATP.



ABSTRACT

The purposes of this study was investigated whether low concentrations of acetaminophen
(paracetamol) and ibuprofen inhibited the growth of this cell line in vitro and determined a
basic expression of ABC transporters in an EOC cell line. TOV 21G cells were exposed to
different concentrations of paracetamol (1.5 to 15 pg/mL) and ibuprofen (2.0 to 20 pg/mL) for
24 e 48 hours. Cellular growth was assessed using a cell viability assay. Cellular morphology
was determined by fluorescence microscopy. The gene expression profile of ABC transporters
was determined by assessing a panel of 42 genes of the ABC transporter superfamily. We
observed a significant decrease in TOV 21G cell growth after exposure to 15 pg/mL of
paracetamol for 24 hours (p=0.02) and 48 hours (p=0.01) or to 20 pg/mL of ibuprofen for 48
hours (p=0.04). Assessing the morphology of TOV 21G cells did not reveal evidence of
extensive apoptosis. TOV 21G cell shad reduced expression of the genes ABCAL, ABCC3,
ABCC4, ABCD3, ABCD4 and ABCE1 within the ABC transporter superfamily. The current
study provides in vitro evidence of growth inhibitory effects of therapeutic concentrations of
paracetamol and ibuprofen on TOV 21G cells. Additionally, TOV 21G cells had reduced
expression of the ABCA1, ABCC3, ABCC4, ABCD3, ABCD4 and ABCEL transporters.

Key Words: Acetaminophen, Apoptosis; ATP-binding cassette transporters; Cell

proliferation; Chemoprevention; Drug therapy, Ibuprofen; Ovarian neoplasms.
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1 INTRODUCAO

1.1 Carcinoma epitelial de ovario

O carcinoma epitelial de ovario (CEO) é o mais letal de todos os tumores ginecoldgicos,
sendo responsavel por 140.000 mortes ao ano em todo mundo [1]. Apesar dos avancos na
tentativa de deteccdo precoce, na cirurgia oncologica radical, no desenvolvimento de novas
drogas e vias de administracdo dos quimioterapicos a sobrevida global para pacientes com
CEO nao mudou nos ultimos 50 anos [2, 3]. Entretanto, o risco de se ter cancer de ovario ao
longo da vida aumentou de 1 caso para cada 70 mulheres em 1970 para 1 caso a cada 55
mulheres em 1995 [4].

Proposta no inicio de 1970, a hipdtese da ovulacdo incessante atribui a formacdo do CEO a
erros na replicacdo do acido desoxirribonucléico (DNA) consequentes ao dano e reparo
continuos do epitélio de revestimento do ovario durante o ciclo ovulatério [5]. Em 1983
surgiu a hipdtese das gonadotrofinas, sugerindo que a exposicdo excessiva do epitélio de
superficie do ovéario as gonadotrofinas pode resultar em maior proliferacdo de células
epiteliais e transformacdo maligna [6]. Uma terceira teoria, a hipétese hormonal, proposta no
final dos anos 1990, sugere que influéncias hormonais, incluindo androgénios e progesterona,
tém um impacto importante sobre a proliferacdo do epitélio de superficie ovariano e, portanto,
CEO[7].

O CEO é uma doenca heterogénea composta por diferentes tipos de tumores [2]. Com base
em caracteristicas clinicas, patolégicas, genéticas e moleculares foi proposto um modelo no
qual o CEO pode ser dividido em duas grandes categorias designadas tipo | e Il que
correspondem a duas vias principais de carcinogénese [8]. Os tumores de tipo Il sdo de alto
grau e raramente confinados ao ovario no momento do diagndstico, sendo responsaveis por
90% das mortes por CEO [2]. Os tumores do tipo | correspondem a 25% dos casos e 10% das
mortes por CEO, apresentam crescimento lento e podem atingir grande volume antes de se

disseminarem [2].



O prognostico para pacientes com CEO depende principalmente do estadio da doenca no
momento do diagnostico e, em menor extensdo, da idade do paciente, tipo e grau histoldgico

[9].

A cirurgia citorredutora priméria seguida de quimioterapia é o tratamento padrdo nas
pacientes com CEO avangado [10]. Dados cumulativos de varios grandes estudos
retrospectivos demonstram que a cirurgia citorredutora Otima antes da quimioterapia esta
associada a uma melhoria na sobrevida [11]. A intervencdo por um oncologista ginecologico
experiente € crucial por permitir a obtencdo de um estadiamento correto, conseguir
citorreducdo Otima e orientar as decisdes sobre a terapia subsequente [12]. A quimioterapia
neoadjuvante € uma alternativa para pacientes com massa tumoral irressecavel, metastases a
distancia ou debilitadas [10, 13].

A quimioterapia para o CEO é geralmente dada como uma infusdo intravenosa repetida ao
longo de 5 a 8 ciclos [14]. A combinacdo de platina e paclitaxel é o tratamento estabelecido
no cenario de primeira linha, com taxas de 40% a 60% de respostas completas [15, 16]. A
quimioterapia intraperitoneal é administrada por infusdo do agente quimioterapico
diretamente na cavidade peritoneal e mostrou-se Util em pacientes com CEO avancado

submetidas a citorreducao 6tima [14, 17].

Mesmo ap6s uma resposta completa ao tratamento inicial, 90% das pacientes com
citorreducdo subdtima e 70% das pacientes com citorreducdo étima apresentam recaidas apos
18 a 24 meses [11, 18]. As taxas de resposta caem com cada recorréncia, como resultado de
mecanismos de resisténcia cruzada aos quimioterapicos, determinando uma sobrevida em 5

anos para as mulheres com CEO de apenas 45% [18, 19].

Tendo em vista o resultado ruim das mulheres com CEO, h& um interesse crescente em
estudos, que além de identificar os mecanismos subjacentes do crescimento, metéstase e
desenvolvimento de quimiorresisténcia no CEO, busquem novas terapias e incorporem

qualidade de vida aos seus resultados [11, 17].

Vérias formas de tratamento tém sido testadas para melhorar os resultados da terapia primaria
e evitar as recorréncias, como o aumento da intensidade da quimioterapia primaria,

continuacédo de terapia primaria na forma de uma terapia de consolidacdo ou manutencdo ou, a
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adicdo de novos agentes para o regime padrdo [20]. Uma estratégia que tem ganhado atencéo
nos Ultimos anos € o uso de terapias biolégicas ou ndo-citotdxicas [21]. Como muitas destas
terapias sdo mais toleraveis do que a terapia padrdo, elas tém impacto positivo sobre a

qualidade de vida das pacientes [21].

1.2 Inflamacéo e carcinoma epitelial de ovario

A presenca de células e mediadores inflamatérios, remodelacdo e reparacdo tecidual,
semelhante ao observado no processo inflamatorio crénico sdo caracteristicas da maioria, se
ndo todos os tumores, mesmo daqueles que ndo sdo epidemiologicamente ligados a agentes
infecciosos [22, 23].

Embora a inflamag&o atue como um processo autolimitado e sirva como mecanismo de defesa
do hospedeiro, sua resolucdo inadequada pode associar-se com o cancer [24]. Em 1863,
Rudolf Virchow propds que a inflamacdo crénica estd associada a carcinogénese [24]. A
partir de entdo varias evidéncias com base em estudos epidemioldgicos e moleculares levaram

a aceitagdo de que inflamagé&o e cancer estdo ligados [22].

A inflamacdo contribui para o desenvolvimento do cancer através de diferentes mecanismos,
incluindo a inducdo de instabilidade genbmica, alteracdo em eventos epigenéticos e
subsequente expressdo génica inadequada, proliferacdo aumentada e resisténcia a apoptose
das células iniciadas, inducdo de angiogénese e remodelacdo tecidual com consequente

promocdo de invasdo e metastase de células tumorais [24].

O processo de ovulacdo, juntamente com as etapas de reparo imediatamente apés a liberacao
do dvulo, é marcado pela geracdo de uma enorme quantidade de citocinas, quimiocinas e
enzimas de remodelacdo da matriz, tais como prostaglandinas, eicosandides bioativos,
ativadores de plasminogénio, colagenases, interleucinas, fatores de necrose tumoral e varios
fatores de crescimento, bem como pelo recrutamento de células do sistema imunologico a
superficie epitelial, o que implica a ocorréncia de ativacdo global da rede pré-inflamatdria
[25-27]. Assim, os estimulos inflamatorios subprodutos da ovulagdo, podem causar danos
adicionais a superficie do epitélio ovariano, que ja esta em estresse por causa da ruptura

ovulatoria das camadas de células epiteliais [27]. Da mesma forma, os estudos tém
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demonstrado que a elevacdo de estrogenos e andrdgenos, como proposto pela hipdtese das
gonadotrofinas e hormonal, amplifica as respostas imunes através do recrutamento de células
pré-inflamatorias e efetores moleculares [27]. Coletivamente, hipoteses atribuindo o CEO a
ovulacgdo incessante, a liberacdo de gonadotrofinas, e as influéncias hormonais provavelmente
ndo sdo mutuamente exclusivas e sim d&o forca para sugerir que as atividades fisiologicas do
ovario sdo acompanhadas por ativacdo de mediadores inflamatérios, o que pode causar dano

gendmico para o epitélio da superficie do ovario e produzir diretamente o CEO [27].

Estudos epidemioldgicos que tem implicado como fatores de risco, condi¢Bes associadas a
reacdo inflamatoria ovariana tais como a exposicdo ao asbesto, presenca de endometriose e
doenca inflamatoria pélvica dao apoio ao papel da inflamacdo na origem do CEO [28-30].
Além disso, fatores que inibem a ovulacdo, incluindo o uso de contraceptivos orais, gravidez e
lactacdo, e condicBes que podem limitar a transmissao de irritantes locais para o0 ovario como
a ligadura tubéria e histerectomia tém sido consistentemente associados com redugdo do risco
do CEO [31]. As associacOes entre niveis séricos da proteina C reativa aumentados e o risco
do CEO, também corroboram a hipdtese de que a inflamagdo pode contribuir para o
desenvolvimento do CEO [32, 33].

1.3 Ciclooxigenase e carcinoma epitelial de ovario

As ciclooxigenases (COXs) desempenham um papel fundamental na sintese de mediadores
inflamatorios [24]. A ciclooxigenase 1 (COX-1), foi purificada em 1976 e clonada em 1988
[34]. Em 1991, varios laboratérios identificaram o produto de um segundo gene com atividade
de ciclooxigenase chamada de ciclooxigenase 2 (COX-2) [34]. Enquanto a COX-1 €
constitutivamente expressa na maioria dos tecidos e desempenha um papel em diversas
fungdes fisiologicas, a COX-2 é transitoriamente induzivel por estimulos como citocinas,
fatores de crescimento, mitdgenos, promotores de tumor e horménios, e atua regulando a

inflamacdo, diferenciacdo, mitose e angiogénese [35].

O status de expressdo das isoformas das COXs no CEO permanece confuso [36]. O aumento
da expressdo da COX-2 foi significativamente correlacionado com a angiogénese tumoral,
com a resisténcia aos quimioterapicos e com o prognostico de mulheres com CEO avancado

por alguns autores [9, 37-41]. Entretanto, outros autores demonstraram que a expressdo da
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COX-1 esta aumentada no CEO e que regides focais dentro do tumor com alta expressao de
COX-1 apresentaram niveis elevados de proteinas pro-angiogénicas e sugerem que a COX-1
ao inves da COX-2 ¢ a reguladora principal da producédo de prostaglandina no CEO [42-44].
Outros autores demonstraram que a COX-1 e COX-2 foram expressas no CEO, sugerindo que

as duas isoformas podem contribuir para a progressédo maligna [45, 46].

1.4 Anti-inflamatdrios ndo-esteroidais e carcinoma epitelial de ovario

Os anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES) atuam inibindo as COXs [47]. Pesquisas que
demonstraram que os AINES podem ser Uteis na prevencdo e no tratamento do cancer,
levaram ao inicio de uma serie de estudos clinicos e experimentais para avaliar a eficacia dos
inibidores das COXs na prevencdo primaria e/ou secundaria ou como parte de um esquema na

terapia combinada do cancer em diversas localizagdes [35].

Em consonancia com o papel pro-tumoral da inflamacdo crénica, estudos epidemiol6gicos
evidenciaram que o tratamento com AINEs podem reduzir o risco de desenvolver cancer em
varias localizagBes como: estbmago, es6fago, mama, bexiga, pulméo e préstata [48-60]. A
aspirina também se mostrou eficaz na prevencdo do adenoma colorretal o precursor para a

maioria dos canceres colorretais [61].

Os resultados de varios estudos sobre o uso de AINEs e do paracetamol e a incidéncia do
CEOQ, sao inconclusivos [62]. Vérios estudos epidemioldgicos encontraram evidéncia de que
0s AINEs e o paracetamol podem reduzir a incidéncia do CEO [62-73]. Entretanto, outros
estudos ndo confirmaram essa relacdo [74-78]. Essa falta de consisténcia pode refletir a

heterogeneidade entre as populacGes dos estudos [62].

1.5 lbuprofeno

O ibuprofeno foi sintetizado pela primeira vez em 1961 como um medicamento seguro e com
excepcional tolerabilidade gastrointestinal [79]. Como a maioria dos outros AINEs
convencionais, o ibuprofeno inibe de maneira eficaz a COX-1 e a COX-2, na mesma

propor¢do [80]. E classificado como um dos AINEs com menos efeitos colaterais em uso
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clinico, sendo raramente associado com reagdes adversas graves ou com morte por ingestao

acidental ou deliberada [81].

Utilizado em condi¢bes como febre, dismenorréia, enxaquecas, dor pds-operatéria e lesdes
musculo-esqueléticas e articulares, como espondilite anquilosante, osteoartrite e artrite
reumatdide, o ibuprofeno é um dos AINEs mais utilizados no mundo [79, 81]. A dose oral
usual em adultos é de 400 a 800 mg por dia para analgesia e até 1600 a 2400 mg por dia para

sua acdo anti-inflamatoria [79].

As propriedades cinéticas do ibuprofeno sdo, em geral, previsiveis e confidveis [81]. A
concentracdo plasmatica estd relacionada as doses utilizadas e hd pouca variacdo deste
parametro com dosagens repetidas [81]. A concentracdo sérica maxima ap0s ingestdo de
doses de 200, 400, 600 e 800 mg é de 8.1, 15.4, 17.1 e 24.2 pug/mL, respectivamente [81].

1.6 Paracetamol

O paracetamol foi sintetizado em 1878 e a partir da década de 1970 tornou-se uma das drogas
mais utilizadas no mundo para o tratamento da dor e febre [82]. Ao contrario dos AINEs, o
paracetamol é considerado ineficaz em doencas inflamatoérias e na dor intensa, ndo produz
danos gastrintestinais ou efeitos indesejaveis cardiacos e renais, e também ndo apresenta
efeito depressor sobre a respiracdo como opiaceos [82]. O mecanismo de acdo do paracetamol
permanece desconhecido [82]. A inibicdo de uma terceira forma de ciclooxigenase, a COX-3,
€ uma das propostas mais recentes para explicar os efeitos incomuns do paracetamol [82].
Estudos in vitro e com animais sugerem que o paracetamol possui propriedades antioxidantes

notaveis quando usado em doses terapéuticas [83].
A dose oral de paracetamol para tratamento da dor ou febre em adultos é de 650 a 1000 mg a

cada 4 a 6 horas até uma dose maxima diaria recomendada de 4 g [82]. Os niveis terapéuticos
variam de 10 to 20 pg/mL [84].

1.7 Transportadores de cassetes de ligacdo de ATP
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Grande numero de pacientes ira desenvolver resisténcia as drogas durante o curso do
tratamento e deixard de ser sensivel a multiplos farmacos quimioterapicos, que s&o
funcionalmente e estruturalmente independentes, um fenémeno chamado resisténcia a
maultiplas drogas [85]. O desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas é uma etapa
crucial na progressdo do CEO recorrente [86]. Apesar da presen¢a de multiplos mecanismos
de resisténcia, um sistema de transporte de drogas dependente de energia conhecido como
transportadores de cassettes de ligacdo de ATP (transportadores ABC), provavelmente é a

causa mais eficiente e comum para a resisténcia adquirida aos quimioterapicos [85].

A superfamilia de transportadores ABC contém proteinas da membrana que translocam uma
ampla variedade de substratos, incluindo produtos metabolicos, lipidios, esterdides e drogas
através das membranas extras e intracelulares [86]. Até o momento, 48 genes subdivididos em
sete familias, de A a G, de transportadores ABC foram identificados no genoma humano [87].
Pelo menos 15 transportadores ABC que conferem resisténcia a praticamente todo o espectro

de drogas contra o cancer foram caracterizados [85].
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Auvaliar a acdo citotoxica do paracetamol e do ibuprofeno sobre uma linhagem celular de
CEO.

2.2 Objetivos especificos

¢ Realizar ensaios de citotoxicidade em uma linhagem celular de CEO;

e Analisar a morfologia celular ap6s exposicdo ao paracetamol e ao ibuprofeno em uma
linhagem celular de CEO;

e Analisar o perfil de expressdo génica de genes da superfamilia de transportadores ABC em

uma linhagem celular de CEO.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura celular

A linhagem celular de adenocarcinoma ovariano humano TOV 21G foi obtida da American
Type Culture Collection (ATCC # CRL-11730) e propagada de acordo com as suas
recomendacdes. Estas células foram mantidas numa mistura 1: 1 de meio de cultura 199
(Sigma # M2520) e MCDB 131 (sigma # M8537), contendo 10% de soro fetal bovino a 37 °
C numa atmosfera umidificada de 5% de CO..

3.2 Citotoxicidade

A viabilidade celular foi determinada utilizando o ensaio colorimétrico de brometo de 3- [4,5-
dimetiltiazol-2-il] -2,55-difeniltetrazélio (MTT), em que MTT, um substrato amarelo palido
ndo toxico, é convertido num produto formazan azul escuro por células vivas. O acumulo de
formazan pode ser medido espectrofotometricamente e é diretamente proporcional ao nimero
de células viaveis. Todos os experimentos foram realizados em quadruplicata. As células
foram semeadas em placas de 96 pogos a 1x10° células/poco e incubadas a 37 ° C durante 24
horas. No dia seguinte, as células foram lavadas com soro fetal bovino e tratadas com
paracetamol em concentracdes variando entre 1,5 a 15 pg/mL ou ibuprofeno em
concentracdes que variam de 2,0 a 20 pg/mL. Os pogos de controle ndo continham nenhum
farmaco. Apos periodos de 24 e 48 horas de incubagdo, foram adicionados 10 uL. de uma
solucdo de MTT a cada poco e as células foram incubadas a 37°C durante 3 horas. As placas
foram ent&o centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Solubilizou-se o formazan com 50
pL de dimetilsulféxido e mediu-se a absorvancia a 550 nm. Os resultados das culturas tratadas
s80 expressos como porcentagem de células vidveis em comparacdo com os controles ndo

tratados.

3.3 Coloracao por fluorescéncia
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A morfologia celular foi determinada por coloracdo com DAPI, MitoTracker Orange e LIVE /
DEAD usando fluorescéncia microscopica (Axiovert 200, Zeiss) ap0s exposicdo durante 48
horas a concentracfes de 1,5, 7,5 ¢ 15 ug/mL de paracetamol ou 2, 10 ¢ 20 pg/mL de

ibuprofeno.

As células TOV 21G foram tratadas com paracetamol e ibuprofeno, como descrito
anteriormente, fixadas durante 1 hora com paraformaldeido a 4% em soro fetal bovino e
depois coradas com solucdo DAPI durante 5 minutos. DAPI é um marcador fluorescente que
se liga fortemente ao DNA. Quando corada com DAPI, o DNA pode ser visualizado com uma
fluorescéncia branco azulada. As células foram avaliadas visualmente para quaisquer
caracteristicas morfologicas de apoptose, tais como retracdo celular, condensacdo de
cromatina e a formacao de corpos apoptoticos. Para marcar as mitocondrias, as células foram
incubadas com o corante MitoTracker Orange em meio pré-aquecido por 60 minutos a 37 ° C
Este corante difunde passivamente através da membrana plasméatica e acumula em
mitocondrias ativas. As células foram consideradas positivas para MitoTracker Orange se
uma fluorescéncia laranja pontilhada brilhante da mitocondria foi observada e MitoTracker
Orange negativo se as células exibissem uma coloracdo difusa laranja citoplasmatica. A
coloragdo com LIVE / DEAD promove duas cores fluorescentes e proporciona um ensaio de
viabilidade celular que se baseia na marcacéo simultanea de células vivas e mortas com dois
marcadores. As células foram lavadas com soluc¢do salina equilibrada de Hanks e coradas com
solu¢ao LIVE / DEAD (1 uM de calceina AM e 2 uM de homodimero de etidio-1 em solugdo
salina tamponada com fosfato) durante 10 minutos a temperatura ambiente no escuro. Estes
marcadores permitem a visualizagdo de dois parametros reconhecidos de viabilidade celular -
atividade esterase intracelular e integridade da membrana plasmatica. A célula deve ser viavel
e funcional para que esta fluorescéncia ocorra. As células vivas sdo distinguidas pela presenca
de atividade de esterase intracelular ubiqua, determinada pela conversdo enzimética da
calceina AM, praticamente ndo fluorescente a calceina intensamente fluorescente. O corante
polianidnico calceina é retido dentro de células vivas, produzindo uma intensa fluorescéncia
verde. O etidio-1 entra em células com membranas danificadas e sofre um aumento de 40
vezes da fluorescéncia apos ligacdo a acidos nucléicos, produzindo assim uma fluorescéncia

vermelha brilhante em células mortas.

3.4 Reacao em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa
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A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (Real-Time quantitative
Polymerase Chain Reaction — gRT-PCR) foi utilizada para medir o nivel de expressdo de
genes de superfamilia de transportadores ABC humano em células TOV 21G utilizando um
painel pré-fabricado da Roche Applied Science. Cada placa contém ensaios para 42 genes de
transportadores ABC diferentes, em duplicata. Sete genes de referéncia serviram como
controles de gRT-PCR e também permitiram a quantificacdo da expressdo relativa dos genes
alvo. Os ensaios foram realizados utilizando um instrumento LightCycler 480 e 96 placas
contendo iniciadores especificos para o alvo e uma sonda de hidrdlise da Universal Prob
Library. O &cido ribonucléico (RNA) total foi isolado a partir de células TOV 21G utilizando
0 reagente TRIzol. Foram utilizados dois microgramas de RNA total para gerar o acido

desoxirribonucléico codificante (DNAC) por transcricao reversa.

3.5 Analise estatistica

Para comparar a expressdo de mRNA de diferentes transportadores ABC, os resultados da
expressao genética foram analisados com base nos valores de ciclo limiar (em inglés cycle
threshold - Ct) normalizados para a beta-2-microglobulina (B2M) e 18S RNA ribosomal
(rRNA). Os valores de Ct dos genes de controle foram subtraidos daqueles dos
transportadores para calcular um valor de Ct (por exemplo, Ct de transportador - CtB2M).
Realizou-se um teste t de Student para analisar a significancia estatistica dos valores de MTT
e ANOVA para comparacOes por pares. As analises estatisticas foram realizadas utilizando
GraphPad Software, Prism 4.0 (Software GraphPad, San Diego, CA, EUA). As diferencas

foram consideradas estatisticamente significativas se P <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Proliferacéo celular

O paracetamol em concentragoes de 1,5, 7,5 e 15 pg/L diminuiu a proliferacdo de células
TOV 21G em 3,5% (p = 0,10), 3,5% (p = 0,08) e 7,2% (p = 0,02), respectivamente, as 24
horas em comparacdo com células de controle ndo tratadas consideradas 100% de proliferacdo
(Gréfico 1A). Apos 48 horas, o paracetamol diminuiu a proliferagdo celular em 7,6% (p =
0,12), 5,2% (p = 0,43) e 12,3% (p = 0,01) (Gréfico 1B).
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Gréfico 1. Viabilidade celular na linhagem de células TOV 21G expostas ao paracetamol em diferentes
concentragdes e intervalos de tempo. As colunas representam as médias dos experimentos realizados em
quadruplicata. As barras de erro representam o desvio padrdo. O crescimento celular é expresso como uma
porcentagem do controle. As células TOV 21G mostraram uma diminuicdo na viabilidade celular com
concentragdes de 1,5, 7,5 e 15 ug/ml de paracetamol ap6s 24 horas (A) e 48 horas (B) de exposicdo ao farmaco.
* P <0,05.

Quando analisamos a resposta celular a 2, 10 e 20 pug/L de ibuprofeno as 24 horas,
observamos diminuic¢do do crescimento celular de 0,3% (p = 0,96), 4,9% e 3,9% (p = 0,05),
respectivamente, comparados com os controles (Grafico 2A). Estas diminui¢gdes foram mais
evidentes ap0s 48 horas de exposicdo ao ibuprofeno, quando o crescimento celular foi
diminuido em 7,8% (p = 0,16), 9,52% (p = 0,12) e 9,5% (p = 0,04), em comparagdo com 0S

controles (Grafico 2B).
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Gréfico 2. Viabilidade celular na linhagem de células TOV 21G expostas ao ibuprofeno em diferentes
concentracdes e intervalos de tempo. As colunas representam as médias dos experimentos realizados em
quadruplicata. As barras de erro representam o desvio padrdo. O crescimento celular é expresso como uma
porcentagem do controle. As células TOV 21G mostraram uma diminui¢do na viabilidade celular com
concentragdes de 2, 10 e 20 ug/ml de ibuprofeno apds 24 horas (A) e 48 horas (B) de exposi¢do ao farmaco. * P

<0,05.

4.2 Alteracdes morfoldgicas

N&o foram identificados, por meio da coloragdo com DAPI, mais sinais morfolégicos de
apoptose nas células que foram tratadas com paracetamol e ibuprofeno por 48 horas do que 0s
controles (Figurale 2 - A, B, C, D).

O ensaio LIVE / DEAD revelou que 48 horas de tratamento com paracetamol ou ibuprofeno
ndo aumentou o nimero de células mortas, quando comparado com aos controles (Figura 1 e
2-E, F, G, H).

Apos 48 horas, as células tratadas com paracetamol ou ibuprofeno ndo apresentaram mais
alteracbes morfoldgicas nas suas mitocondrias pela coloracdo com MitoTracker Orange do

que os controles (Figurale2-1,J, K, L).
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Figura 1. Imagem microscopica de células TOV 21G tratadas por 48 horas com 1,5 ug/mL, 7,5 ug/mL e 15
pug/mL de paracetamol apds marcacdo com DAPI (A a D), LIVE / DEAD (E a H) e mitotracker (I a L). Os
circulos brancos indicam células mortas.
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Figura 2. Imagem microscopica de células TOV 21G tratadas por 48 horas com 2 pg/mL, 10 pg/mL e 20 pg/mL
de ibuprofeno ap6s marcagdo com DAPI (A a D), LIVE / DEAD (E a H) e mitotracker (I a L). Os circulos

brancos indicam células mortas.

4.3 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa

As células TOV 21G tinham expressdo reduzida dos genes transportadores ABCA1, ABCC3,
ABCC4, ABCD3, ABCD4 e ABCEI. A expressao de ABCC4 (ACtB2M = - 0,77 e ACt18S =
-10,48) foi a menos subexpressa enquanto a de ABCA1 (ACtB2M = -10,73 e ACt18S = -

24,43), foi a mais subexpressa (Grafico 3).
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Gréfico 3. Expresséo génica de diferentes transportadores ABC normalizados por um gene precursor de beta-2-
microglobulina (ACt B2M = Ct transportador — Ct B2M) e 18S RNAr (ACt 18S = Ct transportador - Ct18S).
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5 DISCUSSAO

Testar diferentes farmacos em linhagens celulares € um componente critico do
desenvolvimento de drogas antineoplasicas. Os ensaios MTT permitem testar diferentes
concentragOes e duragdes de exposicdo aos farmacos. H& dados limitados sobre os efeitos dos
AINEs nas linhagens celulares de CEO. A literatura disponivel inclui uma ampla gama de
medicamentos, doses e horarios, tornando desafiador reconciliar as diferencas e entender o

quanto pode ser Gtil uma droga na pratica clinica.

De uma perspectiva clinicamente relevante, o ibuprofeno é um dos farmacos analgésicos,
antipiréticos e anti-inflamatérios mais utilizados [81]. O ibuprofeno tem pequenos riscos de
reacOes adversas gastrointestinais, hepatorrenais e outras reacGes adversas em comparagao
com outros AINEs [81]. Foi descrito como "o anti-inflamat6rio ndo esteroidal com o menor
namero de efeitos colaterais em uso clinico por um longo tempo" [81]. Os doentes foram
mantidos em doses elevadas de ibuprofeno durante anos sem efeitos adversos graves [88]. A
idade avancada tem uma influéncia minima na farmacocinética do ibuprofeno, e a dosagem
aparentemente ndo necessita de ser ajustada para a idade [89]. O ibuprofeno tem, em geral,
propriedades cinéticas previsiveis e confidveis [81]. A concentracdo sérica maxima apos a
ingestao de doses de 400, 600 e 800 mg ¢ de 15,4, 17,1 e 24,2 pg/mL, respectivamente [81].
O paracetamol € uma das drogas mais populares e amplamente utilizadas para o tratamento da
dor e da febre e ndo produz danos gastrointestinais ou efeitos cardiorrenais adversos [82].
Apesar de muita pesquisa, ndo existem provas definitivas de que os efeitos analgésicos e
antipiréticos do paracetamol sdo dependentes da inibicdo da COX [82]. A inibi¢do de uma
terceira forma de COX, COX-3, € uma das propostas mais recentes que foram apresentadas
para explicar os efeitos incomuns do paracetamol [82]. As concentracBes plasmaticas de 10 a

20 ug/mL s&o terapéuticas para o paracetamol [84].

No nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho que descreve o efeito do ibuprofeno e do
paracetamol no crescimento de uma linhagem de células de CEO in vitro utilizando
concentracdes de farmacos terapeuticamente relevantes. O paracetamol em uma concentragédo
de 15 pg/mL mostrou uma inibicdo significativa da linhagem TOV 21G ap0s 24 e 48 horas de
tratamento. O ibuprofeno inibiu o crescimento a 20 pg/mL, mas apenas 48 horas apos a
exposicdo. O efeito antiproliferativo exercido pelo ibuprofeno na linha celular de CEO

estudada aqui esta de acordo com observagdes anteriores [90]. A descoberta de que 0s niveis
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terapéuticos de paracetamol e ibuprofeno tém efeitos sobre as células de CEO sugere a
possibilidade de uma estratégia quimiopreventiva / quimioterapéutica utilizando estes agentes
em dosagens e horarios que irdo minimizar os efeitos secundarios enquanto produzem uma

prevencdo / tratamento do CEO.

O presente estudo demonstra que o paracetamol e o ibuprofeno em niveis terapéuticos ndo
ativam a apoptose em células de CEO [91]. O (s) mecanismo (s) subjacente (s) a diminuigédo
da proliferacdo celular continua a ser elucidado. Foi previamente proposto que as acdes
antiproliferativas do ibuprofeno séo independentes da COX e que o p75NTR, um supressor
tumoral recentemente identificado, pode ser parcialmente responsavel pelas propriedades
anticancerigenas do ibuprofeno [90, 92, 93]. Estudos anteriores sugerem que o paracetamol é
um substrato de tirosina quinase e que a deplecdo intracelular de glutationa, a formacédo de
espécies reativas de oxigénio e a toxicidade mitocondrial contribuiram para a toxicidade

seletiva do paracetamol em linhagens celulares de melanoma [94].

A medicdo da expressdo dos genes dos transportadores ABC pode ser util na predi¢do da
resposta a farmacos anticancerigenos. A gRT-PCR é a mais confiavel e sensivel tecnologia de
perfil de expressdo genética para analisar um painel de genes. Muitos estudos tém sido
realizados avaliando o perfil de expressdo de transportadores ABC. Até agora, a maioria
destes estudos analisam um ou um pequeno grupo de transportadores ABC. Em contraste,
nosso método permitiu a analise completa de 42 transportadores ABC. Neste estudo, nds nos
concentramos na determinacdo de um perfil de expressao basica de transportadores ABC em
células TOV 21G, uma linhagem de células de CEO. Nossos resultados demonstraram que
ABCA1, ABCC3, ABCC4, ABCD3, ABCD4 e ABCEL estavam subexpressas. Yasui et ai.
encontraram amplificacdo dos genes de ABCC4, ABCD3, ABCD4 e ABCEL1 entre 19 das
linhagens celulares resistentes examinadas [91]. ABCAL € dos principais reguladores do
metabolismo da lipoproteina de alta densidade (HDL), contudo seu mecanismo na
proliferacdo e na progressao do cancer é incerto [95]. Dados sugerem que o ABCC4, que nédo
foi alterado em grande proporgédo no presente estudo, assim como alguns AINEs pode libertar
prostaglandinas das células [96]. Assim, um efeito sobre ABCC4 pode estar subjacente aos
efeitos potencialmente benéficos dos AINEs.

Uma maior compreensdo dos mecanismos subjacentes a resisténcia aos medicamentos pode

levar ao desenvolvimento de protocolos terapéuticos mais bem sucedidos [91]. Deste modo, 0
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perfil de expressdo de genes transportadores ABC em linhagens celulares utilizadas para

rastreio de farmacos é muito importante para a descoberta de drogas antineoplasicas.

Estes achados justificam estudos adicionais sobre o papel fisioldgico, relevancia clinica e
potencial uso de ABCC4 como alvo terapéutico. Devido as limitacdes dos testes in vitro, estes
resultados devem ser confirmados em modelos animais para seguranga e eficicia. Usar mais
de um tipo celular pode prevenir que decisGes sejam tomadas com base em respostas

especificas de algum tecido.
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6 CONCLUSOES

A utilizacdo de ensaios in vitro para analise de atividade antitumoral € uma importante
ferramenta para descoberta de novos farmacos e alvos terapéuticos e diminui o uso de animais

de experimentacéo.

Concentraces terapéuticas de paracetamol e ibuprofeno mostraram-se efetivas em diminuir a

viabilidade da linhagem de CEO utilizada in vitro.

A citotoxicidade do ibuprofeno, um eficiente inibidor da COX e de potente agdo anti-

inflamatdria, pode ser um potencial adjuvante na terapia para o CEO.

A citotoxicidade do paracetamol, considerado um fraco inibidor da COX e de acdo anti-
inflamatoria fraca, pode indicar que outras vias de sinalizacdo celular foram ativadas para

inducdo da morte das células da linhagem de CEO utilizada.

A subexpressdo de genes da superfamilia de transportadores ABC relacionados a
multirresisténcia a drogas pode ter sido o indicativo da susceptibilidade destas células aos
farmacos testados.

A analise preliminar do perfil génico de linhagens utilizadas em ensaios ndo clinicos in vitro

pode ser uma importante estratégia na definicdo ou descoberta de alvos terapéuticos.

Mais estudos deverdo ser realizados para descobertas de novas estratégias terapéuticas anti-

inflamatdrias para o tratamento do CEO.
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Ata da defesa de dissertacdo de mestrado
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ATA DA DEFESA DE DISSERTAGCAO DE MESTRADO de RENILTON AIRES LIMA, n°
de registro 2009658560. No dia vinte e nove de dezembro de dois mil e onze, reuniu-
se na Faculdade de Medicina da UFMG a Comissdo Examinadora de dissertacéo
indicada pelo Colegiado do Programa para julgar, em exame final, o trabalho intitulado:
“EFEITO CITOTOXICO DO IBUPROFENO E PARACETAMOL SOBRE UMA
LINHAGEM DE CELULAS DE CANCER DE OVARIO IN VITRO”, requisito final para a
obtengéo do grau de Mestre em Saude da Mulher, pelo Programa de Pés-Graduagdo em
Satde da Mulher - Area de Concentragdo em Patologia Ginecolégica e Reproduco.
Abrindo a sessé&o, o Presidente da Comissao, Prof. Agnaldo Lopes da Silva Filho, apés
dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho final,
passou a palavra ao candidato para apresentacéo de seu trabalho. Seguiu-se a arguigéo
pelos examinadores, com a respectiva defesa do candidato. Logo apds, a Comisséo se
reuniu sem a presenca do candidato e do publico para julgamento e expedicdo do
resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicagdes:

Prof. Agnaldo Lopes da Silva Filho /Orientador Instituicdo: UFMG Indicagéo:i‘!: ‘ z i
Profa. Luciana Maria Silva /Coorientadora Instituigao: UFTM Indicaggo: ozl
Profa. Andrea Moura Rodrigues Maciel Fonseca Instituicio: UFMG Indicacao: Aorou Lo

Prof. ista Candi o - ;
rof. Eduardo Batista Candido Instituicdo: UFSJR Indmagaoﬁ\gﬂ‘m&é

Pelas indicagdes o candidato foi considerado mlim,c—vc‘w&/

O resultado final foi comunicado publicamente ao candidato pelo Presidente da
Comiss&o. Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a sessdo e lavrou a
presente ATA, que serd assinada por todos os membros participantes da Comissdo
Examinadora. Belo Horizonte, 29 de dezembro de 2011.

Prof. Agnaldo Lopes da Silva ‘lj)wo s""i”)“ L“Q -
Profa. Luciana Maria Silva _ M.-,UIM"Sil //7
Profa. Andréa Moura Rodrigues Maciel da Fonseca %C’W (7 et

Prof. Eduardo Batista Candido r’i';{i,mlncie&“@( Comufer
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