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RESUMO

A via de sinalizacdo PISK/AKT/mTOR estad frequentemente ativada nos
carcinomas de células escamosas HPV-positivos, nos quais se inclui o cancer
escamoso do colo do utero. Assim, esse trabalho propde-se avaliar os efeitos
biolégicos dos inibidores do mTOR associados ou ndo a radioterapia em células de
cancer do colo do utero HPV positiva. Foram utilizadas linhagens de células de cancer
do colo do utero (HelLa) e queratindcito humano (HaCaT), usada como controle. Os
inibidores de mTOR utilizados foram o temsirolimus, o everolimo, o resveratrol, a
curcumina e o EGCG. O ensaio de viabilidade celular com o MTT foi realizado para
obter a curva dose-resposta e determinagéo do ICso para cada inibidor do mTOR. Para
efeito de comparacdo entre os medicamentos, realizou-se analise da viabilidade
celular em concentracfes fixas de 50uM para os inibidores derivados da dieta e de
10uM para o everolimo e o temsirolimus. O pré-tratamento das células com os
inibidores do mTOR no ICsp seguido por radioterapia foi realizado para avaliar efeito
de radiossensibilizacdo. O teste de lesdo em monocamada foi realizado pos-
tratamento com a curcumina e o everolimo. O perfil de morte celular induzido pelo
tratamento com o temsirolimus, o resveratrol e a curcumina na linhagem HeLa foi
avaliado pelo ensaio de citometria de fluxo. Os resultados mostraram que os inibidores
do mTOR rapanélogos na concentracdo de 10uM e os derivados da dieta na
concentracdo de 50uM induziram citoxicidade leve ou moderada nas 2 linhagens.
Quando associados a radioterapia, os inibidores do mTOR apresentaram maior
citotoxicidade em relacéo a radioterapia isolada. A curcumina interferiu no fechamento
das feridas com as 2 linhagens de forma mais intensa que o everolimo. Observou-se
ainda que o temsirolimus pode levar a apoptose tardia ou necrose apos 24h de
tratamento na linhagem Hela. Dessa forma, podemos inferir que os inibidores do
MTOR s&o ativos no tratamento do cancer do colo do Utero e em especial associados
a radioterapia.

PALAVRAS-CHAVE: Inibidores do mTOR, cancer do colo do Utero, viabilidade
celular, radioterapia.



ABSTRACT

The PI3K/AKT/mTOR signaling pathway is frequently activated in HPV-positive,
squamous cell cancers, such as cervical cancer. This study aims to investigate the
biological effects of mMTOR inhibitors associated or not with radiotherapy in a HPV-
positive cervical cancer cell (Hela). A human keratinocytes cells (HaCaT) was used as
control. Temsirolimus, everolimus, resveratrol, curcumin and EGCG were the mTOR
inhibitors evaluated. The MTT cell viability assay was performed in order to obtain the
dose response curves and the ICso for each mTOR inhibitor. As comparison among
the mTOR inhibitors, a cell viability analysis was done in a fixed concentration of 50uM
for the diet derived mTOR inhibitors and 10uM for everolimus and temsirolimus. The
cells were also pre-treated with the mTOR inhibitors at ICso followed by radiotherapy
to evaluate the radiosensitization. The scratchy assay was performed with curcumin
and everolimus. The cell death profile after treatment of HeLa cells with temsirolimus,
resveratrol and curcumin was assessed with flow cytometry. The results showed that
the rapanalogs in a a fixed concentration of 10uM and the diet derived mTOR inhibitors
in a fixed concentration of 50uM caused mild and moderate citotoxicity in both cell lines.
The association of mMTOR inhibitors with radiotherapy resulted in more intense
citotoxicity than radiotherapy alone. Curcumin interferes more with wound closure than
everolimus in both cell lines. After 24h, temsirolimus treatment can cause late
apoptosis or necrosis in HelLa cells. Based on these data, mTOR inhibitors are active

in thre treatment of cervical cancer, specially in association with radiotherapy.

KEYWORDS: mTOR inhibitors, cervical cancer, cell viability, radiotherapy.
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1 INTRODUCAO

Os paises em desenvolvimento como os do continente africano, da América
Central, América do Sul e Asia contribuem com 76% a 85% dos casos do cancer do
colo do utero (1). O tratamento da doenca metastatica tem finalidade paliativa e a
vasta maioria das pacientes com doenca recidivada evolui para O6bito, embora
o tratamento sistémico tenha evoluido para drogas-alvo como o erlotinibe e o
bevacizumabe (2, 3). Os efeitos antitumorais das terapias atuais séo limitados,
provavelmente devido a alta heterogeneidade clonal e complexidade das vias de
sinalizacéo intracelular (4).

Mais de 95% dos tumores das pacientes com cancer do colo do Utero séo
positivos para o acido desoxirribonucleico (DNA) oncogénico do Papiloma Virus
Humano (HPV), sendo este virus causa necesséria para o desenvolvimento do tumor
(5, 6) A infeccdo pelo HPV tem multiplos efeitos intracelulares em diferentes vias de
sinalizacdo, como a via PI3K/AKT/mTOR, a qual estd comumente desregulada nos
tumores ginecoldgicos e em particular nos tumores relacionados ao HPV (7). Foi
descrita em linhagens tumorais de cancer do colo do Utero maior sensibilidade ao
tratamento com inibidores do alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR) em
comparacao as células normais (8).

A rapamicina foi o primeiro inibidor do mTOR descrito, porém outros
rapanalogos, com propriedades farmacocinéticas mais favoraveis, foram
desenvolvidos como o temsirolimus e o everolimo (9). Alguns compostos naturais
também possuem propriedades de inibidores do mTOR, como a curcumina,
o resveratrol e o epigallocatechin gallate (EGCG). O temsirolimus e o everolimo ja
foram incorporados ao tratamento do cancer de rim, tumores pancreaticos
neuroenddcrinos, e mama (10-12).

Nesse contexto, esse trabalho foi desenvolvido para avaliar os efeitos
bioldgicos dos inibidores do mTOR associados ou ndo a radioterapia em células de

cancer do colo do utero.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA DO CANCER DO COLO DO UTERO

Foram estimados, mundialmente, 528 mil novos casos de cancer do colo do
Utero e 266 mil 6bitos por esta neoplasia no ano de 2012. A grande maioria dos casos
ocorre em paises menos desenvolvidos, sendo estes responsaveis por até 12% dos
casos desses tumores, devido possivelmente ao rastreamento inadequado (1).

No Brasil, segundo estimativa de 2016 do Instituto Nacional do Cancer,
o cancer do colo do Utero, excetuando as neoplasias de pele, foi o terceiro tumor mais
frequente em mulheres, responsavel por 5,7% dos tumores malignos no sexo feminino.
Foram estimados 16.340 novos diagnosticos, com um risco de 15,85 casos a cada
100 mil mulheres brasileiras (13). Em 2013, ocorreram 5.430 6bitos por esse tipo de
cancer (14).

Os principais tipos histolégicos do cancer do colo do Utero sdo o0 escamoso € 0
adenocarcinoma (15). Ambos possuem os mesmos fatores de risco e estdo
associados a infeccéo pelo HPV ou a resposta deficiente do sistema imune a infeccao
pelo HPV (16). A infecco persistente pelos subtipos de alto risco do HPV é causa
necessaria, mas nao suficiente para o desenvolvimento do cancer do colo do Utero
(17). Para cada 1 milhdo de mulheres infectadas, cerca de 10% desenvolveréo
alteracdes potencialmente malignas no colo do Utero. Dessas, 8% apresentardo
cancer limitado a camada epitelial do colo do utero (carcinoma in situ) e um ndmero
menor apresentard doenca invasiva (18). Mais de 95% dos casos podem ser
atribuidos a algum subtipo de HPV, especialmente os subtipos 16 e 18 (19).

O cancer do colo do utero representa 53,4% do total de tumores associados ao
HPV nas mulheres (20). Cerca de 5% do total de tumores em humanos estado
relacionados ao HPV (21). O Dr. Harald Zur Hausen formulou a hipotese em 1975
segundo a qual o fator causal das lesdes cervicais pré-malignas e cancer eram
causadas pelo HPV e, por essa descoberta, recebeu o prémio Nobel em Medicina em
2008 (22). A transmissao do HPV se da por via sexual, tendo perfil das doencas
sexualmente transmissiveis (6). Cerca de 75% das mulheres com vida sexual ativa
adquirem infeccao pelo HPV em algum momento da vida (17).

Mulheres do grupo de alto risco para esse tipo de cancer sao as com risco de

infeccéo persistente pelo HPV (23). Fatores-chave para a aquisicéo e persisténcia da
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infeccdo pelo HPV estéo relacionados a idade precoce do inicio da atividade sexual,
multiplos parceiros sexuais, multiparidade, baixo nivel socioeconémico, tabagismo,
uso de contraceptivos, histéria de doencas sexualmente transmissiveis ou uma
combinacéo desses fatores (24-26)

Em termos de salde publica, a associagdo entre infeccdo pelo HPV e
0 desenvolvimento tumoral permite que sejam tomadas importantes medidas efetivas
para reducdo da incidéncia da doenca e para sua prevencdo (27). Dessa forma, a
vacinacdo em meninas antes do inicio da atividade sexual oferece potencial
prevencao primaria contra os tumores relacionados as infec¢ées do HPV-16 ou HPV-
18 (28). O rastreamento com citologia cervical, associado ou ndo aos testes
moleculares de deteccdo do DNA-HPV oncogénico, permite a deteccdo de lesdes

precursoras (29, 30).

2.2 HPV E CARCINOGENESE DO CANCER DO COLO DO UTERO

A maioria das infec¢fes pelo HPV de alto risco é transitdria e assintomatica e
mesmo lesdes sintomaticas podem ter resolucdo espontanea dentro de 6 a 18 meses
apos a infeccao, através da eliminacao pela resposta imune do hospedeiro (27). Em
uma minoria dos casos ndo ha resolugcdo da infeccdo, sendo que mulheres
acometidas pelo HPV 16 tém 40% de risco de desenvolver lesdes pré-malignas apoés
3 a5 anos dainfeccao (31). O pico de incidéncia da doenca é entre 30 a 35 anos (16).

Foram descritos, até o momento, mais de 200 subtipos de HPV (32). As
oncoproteinas virais E6 e E7, as quais estdo consistentemente expressas nos tumores,
sao0 necessarias tanto para inducéo quanto para manutenc¢ao do fendétipo tumoral (33,
34). De forma geral, para os tumores anogenitais, os subtipos de HPV de maior risco
e maior prevaléncia sédo 16, 18, 31 e 45. Outros subtipos de HPV de alto risco sao: 33,
35, 39, 51, 54, 56, 58, 59, 68. (32)

Os virus HPV séo da familia Papillomaviridae e género Papilomavirus e tém
tropismo por células epiteliais escamosas (35). S&o virus nédo envelopados com
genoma circular em fita dupla de DNA contendo 8000 pares de bases (8Kb) (32).
Apesar do pequeno tamanho, sua biologia molecular é complexa. As sequéncias do
DNA dos subtipos de HPV, como o 16 e 18 — que sdo os mais relacionados as
neoplasias —, codificam dois genes de leitura tardia L1 e L2 e seis genes de leitura
precoces E1, E2, E4, E5, E6 e E7 (36). Trés oncogenes E5, E6 e E7 modulam os
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processos de transformacdo. Duas proteinas reguladoras E1 e E2 modulam
a transcricéo e replicagdo. Duas proteinas estruturais L1 e L2 compdem o capsideo
viral. (35) Uma representacdo da organizacdo do genoma do HPV 16 esta ilustrada

na Figura 1.

LCR %®

HPVi16
7,905 bp

@ @

Figura 1: Representagéo esquemética da estrutura do HPV. Retirada de Hellner et al. (32)

Nas lesBes pré-neoplasicas e no cancer ha integracao fisica dos genes E6 e
E7 do genoma viral ao genoma do hospedeiro. Dessa forma, o virus reprograma
o DNA das células infectadas e desencadeia a producao das oncoproteinas virais (19,
34, 36, 37). As oncoproteinas E5, E6 e especialmente a E7 possuem atividade
imortalizadora, com interacdes diretas e indiretas com o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) e com as proteinas supressoras tumorais do
retinoblastoma (pRb) e p53 (32).

A oncoproteina E5 tem papel na ativacdo do EGFR, ocasionando atraso da sua
degradacédo, promovendo a proliferacédo celular e também inibindo a via de apoptose
de forma direta (36, 38). A oncoproteina E6 interage com os complexos 1 e 2 da
esclerose tuberosa (TSC1 e TSC2) e os degrada, levando ao aumento da atividade
do mTOR (39). A degradacao de p53, estimulada pela E6, desregula o controle da
progressao do ciclo celular, levando ao crescimento da célula tumoral (5, 18, 36, 37).
A oncoproteina E7 interfere com a interacdo entre pRb e os fatores de transcricdo E2F,
resultando na liberagédo dos fatores E2F1-3 nas suas formas ativas, aumentando a
entrada no ciclo celular com progresséo da fase G1 para S, diminuindo a apoptose e
aumentando a instabilidade genémica (18).

Além da inibicdo do p53 e do pRb, o HPV também interage com quatro vias de
sinalizacdo principais: os fatores de crescimento, o notch receptor, o0 Ras e o gene

que codifica PI3K (PIBKCA), para estimular a sobrevivéncia e proliferacdo da célula
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do hospedeiro, levando a carcinogénese pela ativagédo e alteracdo dos componente
da via PI3BK/AKT/mTOR (21).

A via de sinalizacdo PISK/AKT/mTOR em células infectadas pelo HPV esta
ativa tanto por mutacéo de componentes da via quanto por ativacao das moléculas de
sinalizacdo. A ativagdo desta via contribui para a instabilidade genética, desregulacao
da proliferacdo, resisténcia a apoptose e mudancas nas caracteristicas do

metabolismo, eventualmente levando a transformacéo maligna das células infectadas

8).

2.3 A VIA DE SINALIZACAO PI3K/AKT/MTOR

A via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR regula a proliferacdo e sobrevivéncia
celular e angiogénese (40). Outro papel importante da via foi identificado na resposta
das células a hipoxia e deplecdo de energia (41). As células ndo tumorais como
linfécitos, células endoteliais e fibroblastos, bem como as células tumorais, dependem
dessa via de sinalizacdo. A ativacdo aberrante dessa via esté ligada a carcinogénese
(42). A Figura 2 ilustra a cascata de sinalizacdo da via PISK/AKT/mTOR.
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Figura 2: A cascata de sinalizacao PI3K/AKT/mTOR. Retirada de Willems et al. (41)

O mTOR é uma serina-treonina quinase e é a subunidade catalitica de dois
complexos: complexo 1 do alvo da rapamicina em mamiferos (MTORC1) e complexo
2 do alvo da rapamicina em mamiferos (MTORC2) (43). Os estimulos positivos para
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0 MTORCL1 séo os fatores de crescimento, as citocinas, 0s nutrientes e o status de
energia celular (alta taxa de adenosina trifosfato em relacdo a adenosina monofosfato
ativada (ATP/AMP) (44).

A ligacao de fatores de crescimento aos receptores de tirosina quinase ou aos
receptores acoplados a proteina G (GPCR) estimula a fosforilagdo e ativacdo da
fosfatidilinositol -3 -cinase (PI3K) (45). A ativacdo da PI3K resulta na produgao do
segundo mensageiro fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3), enquanto o fosfatase
e homodlogo de tensina (PTEN) reverte essa reacao. A proteina serina/treonina cinase
(AKT) migra para a membrana celular, interage com PIP3 que é fosforilada pela
proteina cinase-1 dependente de 3- fosfoinositide (PDK1) (46). Uma vez ativa, a AKT
se transloca para o citoplasma e nucleo e fosforila varios substratos efetores
envolvidos na regulacéo de diversas funcdes celulares, incluindo mTORC1 (47).

O mTORC1 é composto por mTOR, proteina regulatéria associada ao mTOR
(RAPTOR), alvo da subunidade do complexo da rapamicina LST8 (mLST8) e proteina
ligante do RAPTOR (PRAS40) (46). A AKT pode ativar e fosforilar diretamente o
MTOR ou pode ativa-lo indiretamente através de TSC2 (45, 48). O TSC2 forma
complexo inibitério com o TSC1 para inativar a proteina homoéloga a Ras enriquecida
no cérebro (Rheb). Quando o TSC2 é fosforilada pela AKT, a atividade do complexo
TSC1/TSC2 é inibida, permitindo acimulo de Rheb ligado a Guanosina-5'-trifosfato
(GTP) (49). A ativacdo de Rheb causa fosforilacdo de PRAS40 e sua dissociacao do
raptor com resultante ativacdo do mTORCL1 (45). Os efetores do mTORC1 ativado séo
a proteina quinase S6 ribossémica (S6K1) e a proteina de ligacdo do fator 4E de
alongamento eucaridtico (4E-BP1)/ fator 4E de alongamento eucariotico (elF4E)
envolvidos na translacdo de RNA mensageiros (mMRNA) e sintese proteica (48). O
MTORC2 é composto pelo mMTOR e mLST8 associado a proteina ligante do mTOR
insensivel a rapamicina (RICTOR). O mTORC2 fosforila e ativa diretamente a AKT e
outras quinases, estando envolvido na organizacéo do citoesqueleto e sobrevivéncia
celular (50).

Diversos mecanismos levam a ativacdo constitutiva da via PISK/AKT/mTOR
nas neoplasias como: perda ou inativagdo do PTEN ou do p53, mutacdo ou
amplificacdo de PIK3CA ou do AKT, mutacdo das proteinas reguladoras TSC1 ou
TSC2 e superexpressao ou mutagcdo dos receptores de tirosina quinase ou dos
efetores do mMTOR como S6K1 ou elF4E (45, 51).
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2.4 A ATIVACAO DA VIA DE SINALIZACAO PI3K/AKT/MTOR NO CANCER DO
COLO DO UTERO

Recentemente foi descrito que a ativacdo da via AKT/mTOR pode ser
detectada apds alguns minutos da exposi¢ao dos queratindcitos humanos ao HPV-16
(52). A ativacdo do mTOR é frequentemente observada em carcinoma de células
escamosas HPV positivos, como os do colo do uUtero, da cabeca e pescoc¢o e da
orofaringe (21). O gene PI3K modula diferentes sinais para prevenir apoptose
e promover a sobrevivéncia e proliferacdo celular em uma variedade de células,
incluindo as linhagens celulares tumorais relacionadas ao HPV (53).

Estudos ex vivo em linhagens de cancer do colo do Utero, como a HelLa (HelLa)
mostraram que a proteina PI3K esta superexpressa nessa linhagem e o tratamento
com inibidores de PI3K inibiu o crescimento celular (53). A inibicdo da atividade do
MTOR com rapamicina nas linhagens HelLa, Siha, Caski e C33A do cancer de colo do
Gtero resultou em diminuicdo da proliferacdo das mesmas (54). Analises
morfoprotebmicas revelaram ativacdo constitutiva e superexpressdo do mTOR
fosforilado em lesdes in situ de alto grau e no cancer escamoso do colo do Utero, bem
como ativagdo de outros locais da via de transdugdo como o EGFR (54, 55). A
amplificagdo do cromossomo 3926 que contém o gene PIK3CA, o qual codifica a
subunidade catalitica da PI3K, ocorre em 50% dos tumores do colo do ttero. (56).

A oncoproteina E5 é capaz de aumentar a sensibilidade do EGFR ao estimulo
do EGF de forma a aumentar a ativacdo das vias PI3BK/AKT/mTOR e da proteina
quinase ativada por mitégenos (MAPK) (36, 50). A oncoproteina E6 inativa PTEN,
através das proteinas PSD95, Dlgl, ZO-1 (PDZ), leva ao aumento de AKT fosforilada
(pAKT) e a proliferacdo celular. A oncoproteina E6 pode ativar a PI3K através de
receptores de tirosina quinase ou interacao direta com a PI3K. A E6 bloqueia TSC1 e
TSC2 através do aumento da atividade do mTORCL1, levando ao crescimento celular
(36). A oncoproteina E7 ativa a via PIBK/AKT/mTOR através da sua ligagcdo a pRb
com subsequente inibicdo da pRb, levando ao aumento da atividade de AKT (36). A
Figura 3 ilustra os efeitos das oncoproteinas do HPV nas proteinas p53 e Rb e na via
do mTOR.
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Figura 3: Efeitos das oncoproteinas do HPV nas proteinas p53, Rb e na via do mTOR.
Retirada de Zhang et al. (21)

2.5 OS INIBIDORES DO MTOR

A rapamicina (sirolimus) € o protétipo do inibidor do mTOR. E produzida pelo
fungo Streptomyces hygroscopicus e foi primeiramente encontrada em amostras do
solo na llha de Pascoa em 1975 (56). A pobre solubilidade aquosa e estabilidade
quimica da rapamicina restringiram sua aplicacdo na terapia do cancer, apesar da
atividade antiproliferativa contra diversos tipos de neoplasia em estudos pré-clinicos.
Dessa forma, diversos analogos da rapamicina (rapanalogos), com propriedades
farmacolégicas mais favoraveis foram desenvolvidos, incluindo o CCI-779
(Temsirolimus, Wyeth) e o RADOO1 (Everolimo, Novartis) (57).

A rapamicina e seus rapanalogos agem como inibidores alostéricos especificos
do mTORCL1 (45). O temsirolimus e o everolimo sdo pré-drogas semi-sintéticas, cujo
metabolito ativo € a rapamicina. Esses farmacos formam complexo inibitorio com seu
receptor intracelular: a proteina ligante de FK506 (FKBP12). Esse complexo se liga
ao dominio FRB do mTOR, levando a inibicdo da funcdo catalitica do complexo
MTORC1, interferindo na transducdo de proteinas fundamentais que codificam
MRNAS, os quais estdo envolvidos na regulacéo do ciclo celular, glicolise e adaptacao
as condi¢cbes com baixo teor de oxigénio (hipoxia) (51). Dessa forma, ocorre inibicao
do crescimento tumoral e da expressao de fatores induzidos por hipoxia, resultando

na expressao reduzida de fatores envolvidos na angiogénese tumoral (46).



21

Os rapanalogos séo diferentes no metabolismo, estrutura e esquema de
administracéo (45). O temsirolimus, um éster de rapamicina, pode ser administrado
por via oral ou endovenosa (57). Esse farmaco demonstrou atividade antitumoral em
uma variedade de células neoplasicas, em particular tumores com delecdo do
PTEN (45). O temsirolimus esté aprovado para o tratamento do cancer de rim (44). Da
mesma forma, o everolimo é um anélogo da rapamicina disponivel na forma oral. Ele
esta aprovado para uso no cancer de rim, no tumor neuroenddécrino de pancreas e no
cancer de mama (44).

Os produtos naturais derivados da dieta incluindo a curcumina, o resveratrol, o
EGCG, a genisteina e a cafeina também podem interferir na via PISK/AKT/mMTOR
direta ou indiretamente (57). O EGCG, componente do cha verde, € um potente
antioxidante com potencial terapéutico (58). Em células de hepatocarcinoma, o EGCG
ativou a proteina quinase ativada por AMP (AMPK), resultando em supressao dos
efetores da sinalizagdo, incluindo o mTOR e o 4E-BP1 (59). O resveratrol, um
flavonoide derivado das uvas e vinho tinto, apresenta potenciais antioxidante e
antitumoral (60). Em linhagem de células de glioma U521, o resveratrol diminuiu a
sinalizacdo da via PISK/AKT/mTOR e a combinagdo com a rapamicina aumentou a
morte celular induzida pelo resveratrol (61). O resveratrol pode suprimir o potencial de
invasdo das células tumorais por inibir a hipéxia mediada por ativacdo da AKT,
levando a reducdo da proteina induzida por hipéxia (HIF) (62). A curcumina € um
polifenol natural isolado da planta Curcuma longa que demonstrou inibicdo da
proliferacéo de linhagens de leucemia pela inibicdo da via AKT/mTOR (63). Um dos
mecanismos de a¢ao da curcumina na inibicdo da proliferacado decorre da inibicdo da
sinalizacdo das vias do fator de crescimento epidérmico (EGF) e do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e da inducdo da apoptose através da
reducdo da fosforilagdo da PI3K e AKT (64). A curcumina induziu diminuicdo do m-
TOR fosforilado (p-mTOR), assim como das proteinas RAPTOR e RICTOR,
integrantes de mMTORC1, e p70S6K e 4E-BP1, efetores do final da via
PISK/AKT/mTOR, em células de cancer colorretal (65).

2.6 ESTUDOS CLINICOS COM INIBIDORES DO MTOR EM CANCER DO COLO DO
UTERO
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Os inibidores do mTOR ja foram avaliados em estudos clinicos de fase 1 e fase
2 em pacientes com cancer de colo do utero.

O estudo de fase 1 ndo randomizado de Moroney et al. avaliou 74 pacientes
com tumores ginecolégicos e de mama, submetidas a 4 linhas de tratamento prévias,
tratadas com doxorrubicina lipossomal, bevacizumab e temsirolimus. Foram incluidas
13 pacientes com céancer do colo do utero, sendo 10 com cancer escamoso. Houve
duas respostas parciais (RP) nas pacientes envolvidas no estudo (66).

O estudo de fase 1 ndo randomizado de Piha-Paul et al. avaliou 41 pacientes
com tumores ginecolédgicos avancados submetidas a 4 linhas de tratamento prévias,
para tratamento com bevacizumab e temsirolimus. Seis pacientes com cancer do colo
do utero foram incluidas, sendo 4 com cancer do tipo escamoso. Entre as pacientes
adicionadas, 20% apresentou doenca estavel com duracdo maior que 6 meses (67).

O estudo de fase 2 ndo randomizado de Tinker et al. avaliou 38 pacientes com
cancer do colo do utero, sendo 22 do tipo escamoso para o tratamento com
temsirolimus como agente Unico. As pacientes s6 haviam recebido até uma linha
prévia de quimioterapia. Uma reposta parcial (RP) foi descrita em paciente com
adenocarcinoma (68).

Em pacientes com cancer escamoso de colo do Utero tratadas com agentes
para a via PI3BK/AKT/mTOR, a presenca de muta¢cdes no gene PI3KCA foi associada
ao aumento significativo da sobrevida global (mediana de 9,4 meses) em compara¢ao
a pacientes sem mutacdo no PIK3CA (mediana de 4,2 meses; p=0,019) (69-71).

Devido a ativacdo da via do mTOR no cancer de colo do Utero decorrente
principalmente dos efeitos das oncoproteinas do HPV, esse trabalho foi desenvolvido
para avaliar os efeitos biolégicos dos inibidores do mTOR associados ou ndo a

radioterapia em linhagem celular de cancer do colo do utero.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos biolégicos dos inibidores do mTOR associados ou ndo a

radioterapia em linhagem celular de cancer do colo do utero.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a viabilidade celular em células de cancer do colo do utero HPV
positivas apés o tratamento com inibidores do mTOR,;

2) ldentificar a concentracdo necessaria dos inibidores do mTOR para induzir
50% de citotoxicidade celular (ICs0) nas células de cancer do colo do Utero;

3) Definir se ha seletividade citotoxica dos inibidores do mTOR em células de
cancer do colo do utero, quando comparadas aos queratindcitos;

4) Avaliar a citotoxicidade dos inibidores do mTOR associados a radioterapia
em linhagem celular de cancer do colo do utero;

5) Analisar o efeito dos inibidores do mTOR na migracao das células de cancer
do colo do utero;

6) Avaliar o perfil de morte celular das células de cancer do colo do Utero

tratadas com os inibidores do mTOR.
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4 METODOS
4.1 CULTURA DE CELULAS

Foram utilizadas linhagens de células imortalizadas provenientes de culturas
celulares humanas de cancer do colo do utero, bem como de uma linhagem de
queratinécito humano, usada como controle para o0s experimentos. Dentre as
linhagens de cancer de colo do utero, selecionamos a linhagem HeLa. Como controle,
foi utilizada a linhagem de queratinécito humano HaCaT (HaCaT). As linhagens
utilizadas nesse projeto estéo descritas na ATCC, The Global Bioresource Center.

A linhagem Hela é proveniente de uma paciente negra de 31 anos portadora
de cancer do colo do atero. A célula HeLa contém sequéncias de HPV-18 (72).
A linhagem HaCaT é proveniente de pele histologicamente normal, de um homem
branco de 62 anos (73).

Para o cultivo das linhagens HelLa e HaCaT, foi utilizado o meio Dulbelcco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) complementado com soro fetal bovino (SFB) a 10%
e penicilina e estreptomicina a 1%. O meio de cultura foi esterilizado por filtragdo em
membrana de 0,2um e mantido a 4°C, sendo aquecido em banho-maria a temperatura
de 37°C por aproximadamente 10 minutos, antes do uso. Todos 0s reagentes
utilizados foram comprados da empresa Sigma Aldrich®. As células foram mantidas
em condi¢Oes ideais, em incubadora com 5% de CO2 e temperatura de 37°C e em
média a cada trés dias era realizada a troca do meio de cultura e a cada sete dias era
realizado o repique celular.

Para o repigue, o meio de cultivo era descartado e as células lavadas uma vez
com solucdo tampao de fosfato (PBS) pré-aquecido, sendo em seguida tratadas com
solucéo de tripsina 0,25% acrescida de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 5%,
por 5 minutos, a temperatura de 37°C. ApoOs o desprendimento das células da placa
de cultivo por digestdo enzimatica, a tripsina era inativada por adicdo de 5 mL de meio
de cultura completo. As células eram coletadas por centrifugacédo a 2.000 rotacbes
por minuto (rpm) por 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado, e o pellet de
células ressuspendido em meio de cultivo completo. Dessa solucdo, foram utilizados
10uL para a contagem de células em camara de Neubauer, sob microscopio 6éptico

invertido. O numero total de células era calculado por meio da razédo entre o niumero
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total das células contadas nos quatro quadrantes x fator de diluicdo da suspenséo de

células x 104, por quatro, conforme a férmula:

Numero total de células x fator de diluicdo x 10%

A partir do numero obtido por essa formula, determinamos a quantidade
necesséria de solugéo celular a ser plagueada para obter a densidade desejada em

cada experimento.

4.2 INIBIDORES DO MTOR

Os quimioterdpicos inibidores do mTOR utilizados foram os rapanalogos
temsirolimus e everolimo e os produtos naturais derivados da dieta foram o resveratrol,
a curcumina e o EGCG. Todos os inibidores do mTOR foram adquiridos da empresa
Sigma Aldrich®, em forma liofilizada, com grau de pureza analitica e mantidos
estocados conforme instrucdes do fabricante. Para os experimentos, uma solugcéo mée
de cada substancia foi preparada. O EGCG (peso molecular 458,370u) foi diluido em
agua milig em uma concentracao de 21816uM, o resveratrol (peso molecular 228,240u),
a curcumina (peso molecular 368,380u), o temsirolimus (peso molecular 1030,290u) e
o everolimo (peso molecular 958,220u) foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) nas
concentragbes de 43813, 9,953, 10436, 9706 uM respectivamente. Essas solucdes

mée foram armazenadas a -80°C até a sua utilizagdo nos experimentos.

4.3 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR - CURVA DOSE-RESPOSTA

A viabilidade celular resultante do tratamento com os inibidores do mTOR foi
aferida pelo teste de avaliacdo da atividade mitocondrial das células. Esse teste avalia
a capacidade das enzimas mitocondriais das células tratadas em reduzir o MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol) a cristais de formazam.
O produto de formazam apresenta uma coloragdo arroxeada que apos ser diluido em
solvente alcodlico pode ter sua absorbancia aferida em uma leitora de microplaca

(Thermo Plate TP reader) a 570 nm e comparada a absorbancia dos devidos controles.
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As células metabolicamente ativas reduzem o MTT a cristais de formazam
insolaveis em 4gua e sollveis em etanol. Dessa forma, quanto mais células viaveis,
mais cristais sdo formados e maior sera a absorbancia da amostra (74).

Para a realizacdo desse experimento, as linhagens foram plagueadas em
placas de 96 pocos (TPP) na densidade de 5.000 células por po¢o e mantidas em
incubadora em condicdes ideais por 24 horas. Apds esse periodo, as células foram
tratadas com os inibidores do mTOR. Os inibidores do mTOR foram diluidos em meio
de cultura para obter as concentragcfes desejadas para a curva dose-resposta
especificas para cada inibidor.

Para o EGCG, as concentracdes utilizadas foram de 100, 50, 25, 10, 5, 2,5,
1,25 uM. Para o resveratrol, as concentracdes utilizadas foram de 150, 100, 50, 25,
10, 25, 2,5 uM. Ja para a curcumina, as concentracdes utilizadas foram de 50, 25, 10,
5, 2,5, 1,25, 0,75 uM. Para o temsirolimus e o everolimo as concentragdes utilizadas
foram de 10, 7,5, 5, 2,5, 1,25, 0,75, 0,375 uM. As células também foram tratadas com
os devidos controles negativos (agua millig para o EGCG e DMSO para Resveratrol,
curcumina, temsirolimus e everolimo) em concentracdo semelhante a maior utilizada
com cada inibidor de mTOR. Os valores de concentrac¢des utilizadas foram utilizadas

em outros estudos com linhagens tumorais.

ApGs 24 e 48 horas de tratamento, as células eram retiradas da incubadora
e para cada 100uL de meio com inibidor do mTOR foram adicionados 10puL de solucéo
a bmg/mL de MTT (Sigma — Aldrich, EUA). As placas foram recobertas com papel
aluminio e retornavam a incubadora. Ap6s 4 horas, era aspirado o meio de cultura
com a solugédo de MTT e acrescentado 100 uL de isopropanol acidificado (25mL de
isopropanol + 104uL de &cido cloridrico (HCI) 100%). As placas eram agitadas por 10
minutos a velocidade média. Finalmente, a absorbéancia das células foi verificada em
uma leitora de microplaca a 570 nm. Para obter a viablidade resultante do tratamento
a absorbancia das células tratadas, foi comparada a absorbancia de seu devido
controle negativo, estabilizado como 100% de células viaveis.

A concentragdo necessaria de inibidor de mTOR capaz de induzir 50% de
citotoxicidade celular (ICso) foi calculada e os dados obtidos permitiram estimar
o indice de seletividade tumoral (IST) para o qual foi realizada a razéo entre o ICso
obtido para a célula controle (HaCaT) e as células neoplasicas, HelLa. Esse indice foi
calculado conforme publicado anteriormente (75) segundo a formula:
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IST= @50 células controle
IC50 células tumorais

4.4 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR DOS INIBIDORES DO MTOR
ASSOCIADOS A RADIOTERAPIA

As células das linhagens HelLa e HaCaT foram plaqueadas em 02 placas
distintas de 96 pocos na densidade de 5.000 células/poco e mantidas nas condi¢des
ideais de crescimento em incubadora. Ap6s 24 horas do plagueamento, foi realizado
o tratamento com os inibidores do mTOR no ICso e seus respectivos controles
negativos. Apés 24h do tratamento, o meio de cultura foi removido e foram acrescidos
100 pyL de PBS em cada um dos pocgos conforme descrito por Elias et al (76). As
placas foram transportadas para o Centro de Alta Complexidade em Oncologia do
Hospital Universitario de Brasilia (CACON-HUB), sendo, uma das placas irradiada a
2 Gray/minuto (Gy/min) com o equipamento acelerador linear Siemens Primus linear
com 6MV photon beams. A outra placa foi armazenada em meio ambiente sem
irradiacdo. ApOs a radioterapia as placas retornaram ao laboratério. O PBS era
aspirado e as células mantidas em 100 pL de meio de cultura em condicdes ideais por
24 horas. Decorrido esse tempo, as células foram submetidas ao teste MTT e a
absorbancia das células submetidas a radioterapia foi aferida e comparada a

absorbancia das células que ndo sofreram radiacao.

4.5 TESTE DE LESAO EM MONOCAMADA- SCRATCH ASSAY

Para realizar o ensaio de fechamento da ferida, foram utilizadas placas de
6 pocos. Para o preparo das placas, foram adicionados 2 mL de solucdo de
fibronectina a 10ug/mL em cada poco e a placa foi incubada a 4°C overnight. Apos
incubacédo, a solucéo de fibronectina foi aspirada e a placa permaneceu em fluxo
laminar até secar completamente. As placas foram armazenadas a 4°C até seu uso.
Para o plagueamento, as células foram usadas em concentracdo de 1x10°

células/pocgo.
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ApGs 24h, a monocamada de células foi riscada manualmente com uma ponta
de pipeta de plastico de 200uL, lavada com PBS e tratada com uma solucdo de
inibidores do mTOR na concentragéo referente ao ICso e controle negativo. Os pocos
foram fotografados nos tempos de O, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 e 72 horas em um
microscoépio invertido (Zeiss Primo Vert, Gottingen, Alemanha), equipado com camera
digital (Zeiss ERC 5s, Gottingen, Alemanha) em objetiva de 10x, com Software ZEN
Blue Edition. (Zeiss, Géttingen, Alemanha). O fechamento da ferida foi medido através
da area da ferida em cada periodo de tempo, expresso como porcentagem da area
inicial no tempo 0, com os inibidores do MTOR comparados aos seus respectivos
controles. Para essa medida, foram utilizadas areas de 2 poc¢os independentes para

cada tratamento.

4.6 CITOMETRIA DE FLUXO-MORTE CELULAR

Com o objetivo de identificar o perfil de morte celular induzido pela agao dos
inibidores do mTOR na concentracao referente ao ICso, a linhagem HeLa foi plaqueada
na concentragdo de 2x10° células/poco em placa de 6 pogos e mantida em condicdes
ideais por 24 horas. Apds 24 horas de exposicdo das células ao tratamento com os
inibidores do mTOR, o meio de cultura em que as células estavam foi armazenado em
tubos falcon de 15 mL. Posteriormente, as células foram tripsinizadas e armazenadas
no mesmo tubo que continha o meio de tratamento e centrifugadas a 2.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi aspirado, as células lavadas com 1 mL de PBS 1x gelado
e novamente centrifugadas (2000 rpm, 5 minutos). O pellet foi ressuspendido em 100
ML de tampéo de ligacdo 1x.

Para cada linhagem foi realizada uma leitura sem nenhuma marcacéo, a fim de
determinar a fluorescéncia natural das células. As amostras foram coradas com
Anexina V- Isotiocianato de fluoresceina (FITC) e marcador nuclear fluorescente, 7-
aminoactinomicina D (7-AAD), utilizando-se do kit PE Annexin V Apoptosis Detection
Kit I (BD Biosciences, EUA), conforme instru¢gdes do fabricante e posteriormente foram
analisadas no citometro de fluxo FACSCALIBUR (BD Biosciences, EUA).

A marcagdo das células com anexina permite detectar a presenca de apoptose
pela dosagem de fosfatidilserina (PS), que predominantemente é observada na

superficie interna da bicamada lipidica celular, voltada para o citosol. Nas células em
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processo inicial de apoptose, quando a membrana celular ainda permanece intacta
mas sofre uma desorganizacdo, a PS é translocada para a superficie exterior da
bicamada. A anexina V € uma proteina que se liga aos fosfolipidios e possui alta
afinidade pela PS na presenca de ions de calcio. Ao conjugar a Anexina V ao FITC é
possivel identificar e quantificar as células apoptéticas em citometria de fluxo. O 7-
AAD ¢ utilizado para distinguir células apoptéticas de células necroticas visto que ele
tem forte afinidade por DNA, desde que a membrana celular esteja permeéavel. Desse
modo, corar células simultaneamente com Anexina V-FITC e 7-AAD permite a
discriminagdo de células intactas, viaveis (FITC- 7-AAD-), no inicio de apoptose
(FITC+ 7-AAD-), células tardiamente apoptoticas e/ou necréticas (FITC+ 7-AAD+) ou
necroticas (FITC- 7-AAD+) (77).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com pelo menos trés triplicatas
independentes para os testes de viabilidade celular e em triplicatas independentes
para os demais experimentos. As curvas dose-resposta foram realizadas por
regressao nao linear, com variavel slope da dose de inibigdo versus resposta e
calculo do ICso. Para a avaliagao da viabilidade celular com concentragdes fixas,
foram utilizados o teste de Kruskal-Wallis, com teste de comparagcao multipla de
Dunn em amostras sem distribuicdo normal, e o OneWay ANOVA, com teste de
comparagao multipla de Tukey para amostras com distribuigdo normal. Para
a analise do tipo de morte celular foi utilizado o teste Mann Whitney. Para a analise
das areas das feridas no ensaio de lesdo em monocamada, foi utilizado o teste de
comparagao para grupos TwoWay ANOVA, seguida pela analise de Bonferroni. Para
todas as analises foi utilizado o programa GraphPadPrism versdo 5.0. Os valores

com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR- CURVA DOSE-RESPOSTA

As linhagens foram tratadas com os inibidores do mTOR em distintas
concentracdes, levando a valores de viabilidade celular também distintos. Para
o estabelecimento da curva dose-resposta de cada inibidor, foram utilizados valores
de citotoxicidade, calculados a partir da viabilidade celular observada em cada
concentragao.

O objetivo da curva dose-resposta foi determinar a concentracdo necessaria
dos inibidores do mTOR para causar 50% de morte celular nas linhagens estudadas.
Tal valor de ICso foi calculado individualmente para cada inibidor do mTOR e em cada
linhagem celular.

Os valores de ICsp para 24h e 48h nas duas linhagens estéo listados na tabela 1.
Os menores ICso em 24h e em 48h foram apresentados pelas células HelLa tratadas
com o inibidor everolimo e HaCaT tratadas com temsirolimus respectivamente. Os
maiores ICso em 24h e em 48h foram apresentados com o inibidor resveratrol nas

células HaCaT.

Tabela 1 — Valores de I1Cso em 24h e 48h para os inibidores do mTOR
nas linhagens HeLa e HaCaT

Linhagem Celular Inibidor mMTOR ICso 24h ICs0 48h
EGCG 91,1 uM 65,98 uM

Resveratrol 325,8 uM 144,6 uM

Rl Curcumina 50,15 uM 43,36 uM
Temsirolimus 31,28 uM 21,78 uM.

Everolimo 28,31 uM 22,0 uM

EGCG 128,5 uM 66,29 uM

Resveratrol 355,3 uM 260,3 uM
T Curcumina 47,25 uM 141,0 pM.
Temsirolimus 26,54 uM 12,85 uM
Everolimo 28,5uM 83,12 uM.

As curvas dose-resposta de 24h e 48h dos inibidores do mTOR nas linhagens

HelLa e HaCaT podem ser analisadas nas Figuras 4 e 5.
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5.2iINDICE DE SELETIVIDADE TUMORAL (IST)

Os valores de ICso permitiram calcular o indice de seletividade tumoral
(IST) de 24h e de 48h para o qual foi feita a razdo entre 1Cso da célula controle
(HaCaT) e as células neoplasicas (HelLa) (75). Os valores obtidos estdo

descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — indice de seletividade dos inibidores do mMTOR com 24h e 48h de

tratamento
Linhagem Inibidor mTOR ICs024h IST 24h ICs0 48h IST 48h
EGCG 91,1 uM 1,41 65,98 uM 1,00
Resveratrol 325,8 uM 1,09 144,6 uM 1,8
Hel.a Curcumina 50,15 uM 0,94 43,36 uM 3,25
Temsirolimus 31,28 uM 0,84 21,78 uM. 0,58
Everolimo 28,31 uM 1,00 22,0 uM 3,77

O indice de seletividade igual a 1 significa que ndo ha seletividade entre
as linhagens estudadas; menor que 1 significa que o tratamento é mais seletivo
para a linhagem de queratinécitos do que para a linhagem neoplasica e maior
gue 1 significa que ha seletividade para a linhagem tumoral estudada.

Dessa forma, concluimos que em 24h o EGCG e o resveratrol foram
mais seletivos para HelLa em relacdo aos queratindcitos. O everolimo,
acurcumina e o temsirolimus foram seletivos para a linhagem de
gueratindcitos em relagdo a linhagem tumoral HeLa. Em 48h, o resveratrol,
a curcumina e o everolimo foram seletivos para a linhagem neoplasica. Ja
0 EGCG nao foi seletivo e temsirolimus foi mais toxico para a linhagem de

gueratindcito do que para a linhagem tumoral.
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5.3 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR EM CONCENTRACOES FIXAS

Para efeito comparativo entre os inibidores do mTOR estudados nas
linhagens HeLa e HaCaT, foi estabelecida uma concentracdo fixa da qual
os resultados de viabilidade celular em 24 horas e 48 horas de tratamento
foram especificamente avaliados. Para os inibidores do mTOR derivados da
dieta, usamos a concentracéo fixa de 50 uM, pois esta concentracéao foi testada
nas curvas dose-resposta do EGCG, resveratrol e curcumina e era um valor
proximo do ICso da curcumina em 24h nas linhagens HelLa e HaCaT.
Os valores de viabilidade celular para os inibidores do mTOR derivados da
dieta na concentracdo fixa de 50 uM estédo listados na tabela 3. Para os
rapanalogos everolimo e temsirolimus usamos a concentracao fixa de 10 uM,
pois esta concentracao foi testada nas curvas dose-resposta do temsirolimus
e do everolimo, com os seguintes resultados de viabilidade celular listados na
Tabela 4.

Consideramos de toxicidade leve as substancias que resultaram em
viabilidade celular entre 50 a 75%, toxicidade moderada as substancias que
resultaram em viabilidade celular entre 25 e 50% e toxicidade intensa as

substancias que resultaram em viabilidade celular abaixo de 25%.

Tabela 3 — Porcentagem de células viaveis (%) apés o tratamento com os inibidores
do mTOR derivados da dieta nas linhagens HeLa e HaCaT na concentracéo de
50uM. (* p<0,05 tratamento versus controle negativo)

Inibidores do Células Viaveis (%)
MTOR S0uM HelLa HaCaT
24h 48h 24h 48h
EGCG 56,5 51,7 60,6 46,2*
Resveratrol 73,7 89,0 92,9 93,4

Curcumina 44,1* 37,7 49,3* 59,0




Tabela 4 — Porcentagem de células viaveis (%) apés o tratamento com os

rapanalogos n

as linhagens HelLa e HaCaT na concentracéo de 10uM.

(* p<0,05 tratamento versus controle negativo)
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Inibidores do mTOR
10uM

Temsirolimus

Everolimo

Células Viaveis (%)

HelLa HaCaT
24h 48h 24h 48h
56,7 52,7 68,3 46,2*
60,4 58,1* 57,9 70,6

A Figura 6 mostra o efeito dos inibidores do mTOR derivados da dieta

na concentracdo de 50uM nas linhagens HeLa e HaCaT. Houve diferenca

estatistica para os inibidores naturais EGCG em 48h na linhagem HaCaT com

46,2% de viabilidade celular, e curcumina 24h nas linhagens HeLa com 44,1%

de viabilidade celular e HaCaT com 49,3% de viabilidade celular.
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Figura 6: Efeito dos inibidores do mTOR derivados da dieta na viabilidade celular
nas linhagens HelLa e HaCaT na concentracdo de 50uM.(* p<0,05 tratamento versus

controle negativo).

A Figura 7 mostra os efeitos dos rapanalogos na concentracdo de 10uM

nas linhagens HelLa e HaCaT. Houve diferenca estatistica para temsirolimus 48h

na linhagem HaCaT com 46,2% de viabilidade celular, everolimo 24h na

linhagem HaCaT com 57,9% de viabilidade celular e everolimo 48h nas

linhagens HelLa com 58,1% de viabilidade celular e HaCaT com viabilidade

celular de 70,6%.
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Figura 7 — Efeito dos rapanélogos na concentragdo de 10uM na viabilidade celular
nas linhagens HelLa e HaCaT. (* p<0,05 tratamento versus controle negativo).

Entre os inibidores do mTOR testados, a curcumina na linhagem HelLa
em 24 horas e 48 horas, a curcumina na linhagem HaCaT em 24h, EGCG na
linhagem HaCaT em 48h e temsirolimus na linhagem HaCaT em 48h foram
capazes de induzir toxicidade moderada com viabilidade celular entre 25
e 50%. O EGCG na linhagem HaCaT em 24 horas, o EGCG na linhagem HelLa
em 24h e 48h, o resveratrol na linhagem HelLa em 24h, a curcumina na
linhagem HaCaT em 48h, o everolimo nas duas linhagens em 24h e 48h,
o temsirolimus em 24h e 48h na linhagem HelLa e temsirolimus em 24h na
linhagem HaCaT foram capazes de induzir toxicidade leve com viabilidade
celular entre 50 e 75%. O resveratrol na linhagem HeLa em 48h, na linhagem
HaCaT em 24h e 48h n&o atingiu valores de toxicidade leve. Nenhum dos
inibidores avaliados levou a toxicidade intensa, com viabilidade menor que
25%.

5.4 VIABILIDADE CELULAR COM OS INIBIDORES DO MTOR
ASSOCIADOS A RADIOTERAPIA

A Tabela 5 mostra a viabilidade celular resultante do tratamento com
radioterapia em dose Unica de 2Gy/min associada ao tratamento com 0s
inibidores do mTOR no ICsp, para avaliar eventual efeito aditivo sinérgico dos
inibidores do mMTOR em associacgao a radioterapia.
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Tabela 5 — Porcentagem de células viaveis (%) apds o tratamento com os inibidores
do mTOR associados ou ndo a radioterapia. (*p < 0,05 radioterapia versus sem
radioterapia).

Viabilidade celular %
Inibidor de mTOR ICsg

Sem RT Com RT
HelLa HaCaT HelLa HaCaT
EGCG 64,44 49,49 33,88 41,65
Resveratrol 63,28 59,16 33,41 36,40
Curcumina 52,62 42,38 36,55 31,68
Temsirolimus 54,06 54,42 35,04 35,89
Everolimo 50,96 51,40 37,37 31,54

A Figura 8 mostra os valores de viabilidade celular da linhagem HelLa
em gréafico, no qual é possivel observar que a viabilidade celular resultante do
tratamento com todos os inibidores do mTOR associados a radioterapia
é significativamente menor que a Vviabilidade celular observada apos

tratamento com os inibidores do mTOR exclusivos.

HelLa
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Figura 8: Viabilidade celular (%) na linhagem HelLa com e sem radioterapia (RT)
associada aos inibidores do mTOR no IC50. (*p<0,05 radioterapia versus sem
radioterapia).

A Figura 9 mostra os valores de viabilidade celular da linhagem HaCaT
em grafico, no qual é possivel observar que a viabilidade celular resultante do

tratamento com o EGCG associado a radioterapia € significativamente menor
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gue a viabilidade celular observada apds tratamento com EGCG exclusivo.

Para os demais inibidores do mTOR avaliados, ndo houve diferenca estatistica.

HaCat
100+
<
\o: 804 - D Sem RT
f_jﬁ * [J ComRT
© 604
O
(]
T 40-
=]
§ 20+
>
0 T T L] L] L]
o o > S %
< W N
s 0>\° > &
@ &9

Figura 9: Viabilidade celular (%) na linhagem HaCaT com e sem Radioterapia (RT)
associada aos inibidores do mTOR no IC50. (*p<0,05 radioterapia versus sem
radioterapia).

5.5 TESTE DE LESAO EM MONOCAMADA — SCRATCH ASSAY

O teste de lesdo em monocamada foi conduzido com as linhagens HelLa
e HaCaT tratadas com a curcumina e o everolimo em seus respectivos ICso
para cada linhagem. O objetivo desse ensaio era avaliar o efeito dos

tratamentos na migracao celular.

Observou-se, entretanto, que o tratamento com os inibidores do mTOR
no ICso gerou morte celular, mais evidente na linhagem HelLa e com a
curcumina a partir de 12h apos tratamento. A avaliagdo da migracao celular
pode ter sofrido interferéncia de tal morte celular, visto que como consequéncia,
as margens da ferida ndo poderiam mais ser claramente identificadas. Para

esse ensaio, uma concentragéo inferior ao 1Cso seria mais adequada.

Para a linhagem HelLa, a area da ferida do controle nos tempos
de observacdo em relagdo a é&rea da ferida na hora zero variou de
aproximadamente 14% a 98%. Com 72 horas, ndo era mais possivel

a determinacédo clara das margens da ferida no controle, pois a ferida havia
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fechado. Até 12h, nos pocos tratados com a curcumina e o everolimo, as
margens da ferida foram mantidas. A area da ferida nos pocos tratados com a
curcumina manteve-se nas 12 primeiras horas de tratamento entre 96%
e 100% da area da ferida na hora 0. Por outro lado, a area da ferida no controle
nessas mesmas 12 primeiras horas variou entre 78% e 98%. Para as horas 6,
8 e 12, essa diferenca foi considerada estatisticamente significante, conforme
mostra a Figura 10. Como pode ser observado na Figura 11, com 24 horas de
tratamento com a curcumina, a célula Hela j& estava completamente inviavel,
nao sendo mais possivel determinar as margens da ferida. Nos pocos tratados
com o everolimo, observou-se uma tendéncia ao fechamento da ferida tempo-
dependente da mesma forma que os pogcos com controle, diferentemente do
observado com a curcumina. Com 24h de tratamento com o everolimo, foi
observada diferenca estatistica da area da ferida em relacdo ao controle,
nesse tempo ja € observada morte celular, mas as margens da ferida ainda
estao visiveis.
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Figura 10: Calculo do tamanho da area da ferida expresso em porcentagem para a
linhagem HelLa apds tratamento com controle, curcumina e everolimo (*p<0,05
tratamento versus controle)
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Figura 11: Avaliacdo do fechamento de lesdo em monocamada da linhagem HelLa apoés tratamento com controle, curcumina e everolimo.

40




41

Para a linhagem HaCaT, a area da ferida do controle em relacédo a area
da ferida na hora zero variou de 64% a 99% até 72 horas de observagao. As
margens da ferida nos pocos tratados com curcumina e everolimo foram
mantidas até 12 horas. A area da ferida nos pocos tratados com a curcumina
manteve-se nas 12 primeiras horas de tratamento entre 98,9% e 99,7% da
area da ferida na hora 0. Por outro lado, area da ferida no controle nessas
mesmas 12 primeiras horas variou entre 94.4% e 99.3%. Para as horas 6 e 12,
essa diferenca foi considerada estatisticamente significante, conforme mostra
a Figura 12. Como pode ser observado na Figura 13, com 24 horas de
tratamento com a curcumina, as células HaCaT ja se apresentavam bastante
inviaveis, ndo sendo mais possivel determinar claramente as margens da
ferida. Nos pogos tratados com o everolimo, observou-se uma tendéncia ao
fechamento da ferida tempo-dependente da mesma forma que 0S pocos
tratados com o controle, com area da ferida em relacdo a area da hora 0
variando entre 86,9% e 97,4%, durante as 72 horas de observacdo. A
diferenca das areas dos pocos com everolimo em relacdo ao controle foi
estatisticamente significante com 2, 4, 12, 24, 48 e 72 horas. Como pode ser
observado na Figura 13, as células HaCaT mantiveram-se consideravelmente

viaveis até 72 horas de tratamento com everolimo.
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Figura 12: Calculo do tamanho da area da ferida expresso em porcentagem para a
linhagem HaCaT apds tratamento com controle, curcumina e everolimo (*p<0,05
tratamento versus controle)
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Figura 13: Avaliagdo do fechamento de lesdo em monocamada da linhagem HaCaT apoés tratamento com controle, curcumina e everolimo
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5.6 AVALIACAO DE MORTE CELULAR

O perfil de morte celular induzido pelo tratamento com os inibidores do
MTOR na linhagem HelLa foi identificado pelo ensaio de citometria de fluxo
com marcacao por Anexina V-FITC e 7-AAD. As células foram tratadas por 24h
com o temsirolimus, a curcumina e o resveratrol no ICsp obtidos no ensaio de
viabilidade.

As células, ao serem analisadas no citbmetro, ficam distribuidas nos
guadrantes R1, R2, R3 e R4. O quadrante R1 refere-se a células intactas,
viaveis (A- 7-AAD-). O gquadrante R2 refere-se a células em necrose (A- 7-
AAD+). O quadrante R3 refere-se a células em apoptose inicial (A+ 7-AAD-).
O quadrante R4 refere-se a células necroéticas ou em apoptose tardia (A- 7-
AAD+).

A Figura 14 mostra a distribuicdo dos eventos com o temsirolimus. Para
as triplicatas, a mediana de eventos em R1 foi de 90,59% (variando de 89,56
a 92,86%) em R2 foi de 1,37% (variando de 1,1 a 1,41%), em R3 foi de 0,92%
(variando de 0,86 a 0,92) e em R4 foi de 4,45% (variando de 3,69 a 4,77%).
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Figura 14: Distribuicdo das células HeLa apds tratamento com temsirolimus
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A Figura 15 mostra a distribuicdo dos eventos com a curcumina. Para
as triplicatas, a mediana de eventos em R1 foi 91,14% (variando de 88,27
a 92,18%), em R2 foi 0,35% (variando de 0,21 a 0,36%), em R3 foi de 1,53%
(variando de 1,41 a 2,46%) e em R4 foi de 0% (variando de 0 a 0,01%).
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Figura 15: Distribuicdo das células HelLa apds tratamento com curcumina

A Figura 16 mostra a distribuicdo dos eventos com o resveratrol. Para
as triplicatas, a mediana de eventos em R1 foi 92,92% (variando de 92,84
a 96,45%), em R2 foi 79,2% (variando de 61,88 a 80,74%), em R3 foi de 0,22%
(variando de 0,18 a 0,81%) e em R4 foi de 0,48% (variando de 0,25 a 0,51%).
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Figura 16: Distribuicao das células HelLa apoés tratamento com resveratrol
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A Figura 17 mostra a avaliacdo do perfil de morte celular induzido pela
curcumina e pelos temsirolimus e resveratrol na linhagem HelLa. Apos 24 horas,
as células tratadas com temsirolimus apresentaram aumento de eventos
positivos (1,61 vezes) para anexina e 7ADD (A+ 7ADD+) que corresponde a
apoptose tardia ou necrose comparado as ceélulas controle. Ndo houve
aumento do numero de eventos positivos para apoptose inicial (A+ 7ADD-) e
para necrose (A- 7ADD+) com o tratamento com temsirolimus.

Ap6s 24 horas, a linhagem Hela tratada com a curcumina n&o
apresentou aumento de eventos positivos para apoptose inicial (A+ 7ADD-),
apoptose tardia/necrose (A+ 7ADD+) ou necrose (A- 7ADD+). A curcumina
apresenta padrdo de fluorescéncia semelhante & anexina. Dessa forma, o
método apresenta limitac6es para avaliacdo dessa substancia (78). Outros
ensaios para avaliar apoptose como tunel ou western blot podem ser mais
adequados para a curcumina.

Apesar do tratamento com o resveratrol levar a aparente aumento de
66,55 vezes dos eventos positivos com marcacao para 7ADD (A- 7ADD+), que
corresponderia a necrose comparado as ceélulas controle, essa analise fica
prejudicada. A porcentagem de células em R2 foi muita alta (73,94%,) quando
comparada a porcentagem de células em R1 (94,07%). Dessa forma a anélise
citométrica ndo conseguiu diferenciar de forma clara os eventos R1 e R2 para
células tratadas com o resveratrol.

Nao foi identificada apoptose inicial com nenhum dos tratamentos.
Apesar do temsirolimus ter identificado maior nUmero de eventos marcados
com anexina e 7ADD (apoptose tardia ou necrose) na linhagem HelLa, a falta
de marcacdo com apenas anexina, indicativo de apoptose inicial, ndo permite
a afirmacao categérica de que o medicamento causa apoptose de fato, pois

pode ter ocorrido necrose (79, 80).
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6 DISCUSSAO

A gquimioterapia paliativa com cisplatina e taxanes permanece como tratamento
padrdo do cancer do colo do Utero metastatico (81). Poucos avangos ocorreram nos
altimos anos para o tratamento dos tumores ginecolégicos avancados, 0s quais
permanecem com prognostico ruim. Nesse sentido, a terapia baseada em alvo

molecular se torna uma opcéao importante (9).

O mTOR é uma proteina quinase da via de sinalizacao PI3K/AKT com papel
critico no controle do crescimento celular, metabolismo e progressao do ciclo celular
(82). A sinalizagdo aberrante por PI3K ocorre frequentemente em muitos tipos de
tumores, incluindo as neoplasias ovarianas, endometriais e do colo do utero (7). A
infeccdo do colo do utero pelo HPV esta ligada a patogénese da doenca e suas
oncoproteinas tém efeitos importantes na via PIBK/AKT/mTOR, sendo que estudos
pré-clinicos in vitro usando linhagens de cancer do colo do Utero positivas para HPV
ja mostraram que a rapamicina pode reduzir o crescimento tumoral (36, 83, 84). Por
tudo isso, 0 mTOR é um alvo terapéutico bastante atraente no cancer do colo do
atero (85).

Os efeitos da rapamicina e dos inibidores do mTOR derivados da dieta tém sido
descritos em estudos in vitro. As células HelLa, quando expostas a rapamicina em
diferentes concentracbes, mostraram marcacao para anexina, indicando apoptose
concentracdo dependente (54). Estudos in vitro demonstraram que a curcumina € um
indutor eficiente de apoptose e apresenta seletividade para as células tumorais (86).
O resveratrol também induziu apoptose em linhagens de cancer do colo do utero,
como a C33A, HelLa, CaSki e SiHa (87). O EGCG demonstrou induzir apoptose e
inibicdo da atividade da telomerase, enzima transcriptase reversa que adiciona
sequéncias especificas e repetitivas de DNA aos cromossomos, em linhagens de

cancer do colo do utero (88).

O mecanismo pelo qual a curcumina inibe a via do mTOR é reportado ser pela
interferéncia no complexo mMTOR/RAPTOR (89). O resveratrol e 0o EGCG por sua vez,
inbbem o mMTOR direta ou indiretamente pela alteracdo na sinalizacdo da via
PISK/AKT/mTOR.(61, 90) Por tudo isso, a curcumina, o resveratrol e o EGCG também

foram avaliados como inibidores do mTOR no presente estudo.
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O ensaio de viabilidade celular com o MTT foi realizado para obter a curva
dose-resposta e determinagédo do ICsp para cada inibidor do mTOR em 24h e 48h.
Com excecéao de everolimo em 48h para linhagem HelLa, os resultados mostraram
menores valores de ICsp para os rapanalogos temsirolimus e everolimo em relagéo

aos inibidores derivados da dieta nas duas linhagens avaliadas em 24h e 48h.

Em estudo de Thangapazham et al. realizado com linhagens de cancer de
mama, o ICso em 48h para o EGCG foi de 50 ug/ml (91). Em linhagens de
adenocarcinoma do colo do Utero, a apoptose e a atividade de telomerase foram
avaliadas com o EGCG na concentracdo de 100uM (92). Foi observado em outro
estudo que a inibicdo da taxa de crescimento celular com o0 EGCG nas concentragdes
entre 50 a 100uM também pode estar relacionada ao tipo histologico, pois em estudo
com linhagens de cancer escamoso do colo do utero SiHa e ME180, o EGCG inibiu o
crescimento em 70-85%, enquanto na linhagem de adenocarcinoma do colo do Utero
TMCC-1, a inibicéo foi de 30-38%, apos 72h de tratamento com 0 EGCG na dose de
50uM (88). Dessa forma, os valores de ICso para 0 EGCG definidos no presente
estudo para linhagem HelLa foram maiores que os definidos na literatura em 24h
(91,1uM) e em 48h (65,98uM) (92). Na linhagem HaCaT, os ICso definidos em 24h e
em 48h foram de 128,5 uM e 66,29uM, respectivamente, ambos maiores que 0s
apresentados na linhagem Hela. Nas duas linhagens o ICso em 24h foi maior que em
48h, mostrando tendéncia a efeito tempo-dependente e a curva dose resposta do
EGCG mostra tendéncia a efeito dose-dependente. O EGCG foi seletivo para Hela em
24h.

Os valores de ICso definidos para o EGCG em diversos estudos sdo variados.
Foi feito estudo para comparacao de diferentes métodos para avaliacédo da viabilidade
celular em diferentes linhagens tumorais com o EGCG, utilizando corantes diferentes
para quantificar ATP e DNA. O uso do MTT e MTS ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)) como indicadores de mitocondrias metabolicamente ativas
superestimou o numero de células vidveis em comparagdo as determinacdes com
ATP, DNA ou azul tripan. Como resultado, os ICso para 0 EGCG determinado pelos
ensaios do MTT e MTS foram duas vezes maior quando comparados com corantes
para quantificar ATP e DNA. Por isso, os ensaios baseados em MTT e MTS podem

subestimar o efeito antiproliferativo do EGCG. Isso pode ter ocorrido no presente
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estudo. Ainda observamos que na linhagem Hela os valores de ICso para 0 EGCG s6
nao foram mais altos que para o resveratrol (93).

Para o resveratrol na linhagem HelLa, o ICso estimado em 24h foi de 325,8uM
e em 48h foi de 144,6uM. Em estudo com linhagens de cancer colorretal (HCT116 e
CaCo2), 0 ICso em 48h para o resveratrol foi de 50uM para a linhagem HCT 116 e de
131uM para a linhagem Caco2, valores menores que os determinados no presente
estudo (94). A avaliacéo do resveratrol e seus derivados em linhagens HeLa também
mostrou em outro trabalho um valor menor de ICso em 24h de 112uM (95). Para a
linhagem HaCaT, os ICso em 24h e em 48h foram de 355,3uM e 260,3uM
respectivamente, sendo os dois valores maiores para a linhagem de queratindcitos
que para a linhagem tumoral. Nas duas linhagens, o ICso em 24h foi maior que em
48h, mostrando tendéncia a efeito tempo-dependente e a curva dose resposta do
resveratrol mostra tendéncia a efeito dose-dependente. Apesar de ter o maior 1Cso
dentre os inibidores avaliados em 24h e em 48h nas duas linhagens, o resveratrol foi
0 Unico inibidor seletivo para HeLa nessas duas avaliacoes.

Para a curcumina na linhagem Hela, o ICso em 24h foi de 50,15uM e em 48h
foi de 43,36uM. Em estudo com a linhagem Caski de cancer do colo do utero, foi
realizado tratamento com 10, 25 e 50 uM em 24h, 48h e 72h, sendo a proliferacdo das
células Caski inibida de forma tempo e dose-dependente e 0s ensaios de western blot
e de invaséo realizados com concentracdo de 50uM em 72h (96), Outro trabalho
avaliou o tratamento com a curcumina nas concentragdes de 5, 10, 25 e 50uM na
linhagem Hela, sendo que a curcumina inibiu a proliferacdo de forma dose-
dependente, com resultados mais expressivos na maior concentracao de 50uM (97).
De certa forma, o valor de concentracdo de curcumina de 50,15uM utilizado no
presente estudo esté alinhado com a literatura. Para a linhagem de queratindcitos, os
ICso em 24h e em 48h foram de 47,25uM e 141uM respectivamente. Nas duas
linhagens, a curva dose-resposta da curcumina mostra tendéncia a efeito dose-

dependente. A curcumina foi seletiva para HeLa em 48 horas.

Os mecanismos pelos quais a curcumina é seletiva para as células tumorais
ainda ndo séao totalmente elucidados. O influxo de curcumina € maior nas células
tumorais que nas células normais, como foi demonstrado por métodos de

espectroscopia de fluorescéncia e absorgéo, podendo ser uma explicagdo (98). Aléem
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disso, os niveis do antioxidante glutationa nas células tumorais tendem a ser menores
que nas células normais. Dessa forma, a sensibilidade das células tumorais fica
exarcebada (99). A seletividade da curcumina também foi avaliada em estudo com
linhagem de epitélio mamario humano e linhagem de cancer de mama MCF-7/TH,
sendo que a linhagem tumoral foi 3,5 vezes mais sensivel a curcumina que a linhagem
do epitélio de mama. Apesar das duas linhagens acumularem curcumina, a
porcentagem de células apopoticas foi maior na linhagem tumoral. O tratamento com
curcumina levou a reducao da expressdo de mRNA de Ki67 (proteina marcadora de
proliferacdo celular), antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e p53 na
linhagem tumoral enquanto na linhagem de célula epitelial de mama houve diminuigdo
de mRNA de p21 e aumento do mRNA da proteina reguladora da apoptose BAX
(BAX).(100)

Para a linhagem HelLa, o ICso para temsirolimus em 24h foi de 31,28uM e em
48h de 21,78uM, no presente trabalho. O temsirolimus foi avaliado na linhagem de
hepatocarcinoma Bel-7402 nas concentragdes de 0,25uM a 28.0uM por 48h, sendo
gue a partir da concentracdo de 0,312uM houve diferenca estatistica na viabilidade
cellular (101). Em estudo com linhagens de cancer de mama BT474, SKBr3, T47D,
MCF7, MCF7-ADR, MAB27, CG5, ZR 75-1 e MDA-MB-231, o ICso foi calculado para
cada linhagem ap6s exposicao ao temsirolimus em concentracdes entre 0,05 nmol/L
a 50 uM. O ICso variou entre 1,6nmol/L a 4,3 nmol/L nas linhagens com amplificacéo
do gene HER2 a ICs0 de 15uM em linhagem HER2 negativa (102). Os resultados no
presente estudo com temsirolimus na linhagem HelLa mostraram, dessa forma,
maiores valores para o ICso com esse inibidor do que os descritos na literatura. Para
HaCaT, os ICso estimados em 24h e em 48h foram de 26,54uM e 12,85uM,
respectivamente, ambos menores do que o0s ICso da linhagem tumoral HeLa. Nas duas
linhagens, o ICso em 24h é maior que em 48h, mostrando tendéncia ao efeito tempo-
dependente e a curva dose-resposta de temsirolimus mostra tendéncia a efeito dose-
dependente. Apesar do temsirolimus ter um dos menores ICso no presente estudo, ele
nao foi seletivo para a linhagem tumoral em 24h e em 48h. Dessa forma, infere-se
que, mesmo sendo eficaz na redugéo da viabilidade celular, isso ocorre na presenga

de toxicidade as células saudaveis.
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Para a linhagem Hela, o ICso para o everolimo em 24h foi de 28,31uM e 22,0uM
em 48h. Em estudos em linhagens de carcinoma nasofaringeo HONE-1, CNE-2,
C666-1, HK1 e CNE-1, tratadas com everolimo, o I1Cso foi de 0,63nM (0,00067uM) na
linhagem indiferenciada (HONE-1) (103). Em linhagem de tumor pancreatico
neuroendocrino BON tratada com everolimo, o I1Cso foi de 35nM (0,035uM) (104).
Dessa forma, os valores de ICso estimados no presente estudo foram superiores aos
descritos para outras linhagens na literatura. Para HaCaT, os ICso estimados em 24h
e em 48h foram 28,5uM e 83,12uM respectivamente. A curva dose reposta do
everolimo mostra tendéncia ao efeito dose-dependente. O everolimo foi seletivo para

a célula HeLa em 48 horas, com um dos menores ICso.

O MTT é um ensaio que possui limitacdes na avaliacdo da viabilidade celular.
A viabilidade celular pode ser sub ou superestimada devido as adaptacdes
metabolicas e reprogramacgdo das mitocondrias que sofrem influéncia dos efeitos
inibitérios e stress mediado pelos tratamentos. Alguns medicamentos como o
imatinibe, o resveratrol e a genisteina mostraram interferéncia com a taxa de reducéo
do MTT levando a resultados inconsistentes entre os ensaios de MTT e outros testes
de viabilidade celular (105). Foi reportado que o tratamento com resveratrol aumenta
a formacdo de formazan em linhagens de leucemia, mas ndo nas de cancer de
préstata. Tanto ativacdo quanto inibicdo do complexo mitocondrial | apés tratamento

com resveratrol j4 foram descritas (106).

Para efeito de comparacédo entre os inibidores do mTOR, foi feita analise da
viabilidade celular em concentracéo fixa de 50uM para os inibidores derivados da dieta
e em concentracao fixa de 10uM para o everolimo e o temsirolimus. Definiu-se
toxicidade leve as substancias que resultaram em viabilidade celular entre 50 a 75%,
toxicidade moderada as substancias que resultaram em viabilidade celular entre 25 e
50% e toxicidade intensa as substancias que resultaram em viabilidade celular abaixo
de 25%. Na linhagem tumoral, apenas a curcumina levou a toxicidade moderada em
24h e 48h, mas também ocasionou toxicidade moderada na linhagem de
queratinécitos em 24h. Além disso, houve toxicidade moderada para a linhagem de
queratinécitos com EGCG e temsirolimus em 48h. Os inibidores do mTOR
rapanalogos na concentracdo 10uM e os derivados da dieta na concentracdo de 50uM
mostraram potencial de toxicidade leve ou moderada nas duas linhagens, apesar de

nenhuma toxicidade ser intensa.
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A radioterapia tem papel crucial no manejo do cancer do colo do utero. Muitos
tumores de estéadio IB1, menores que 4 cm, sdo tratados com a mesma eficacia com
cirurgia ou radioterapia, sendo que lesdes mais avancadas sao melhor tratadas com
radioterapia (107). Por outro lado, o tratamento concomitante com quimio-radioterapia
se mostrou superior a radioterapia isolada, por levar a radiossensibilizacdo do tumor
(108).

Além de apresentarem atividade citotoxica na linhagem Hela, os inibidores do
MTOR testados também demonstraram ter efeito radiossensibilizante no presente
estudo. O pré-tratamento das células com os inibidores do mTOR no ICso, seguido por
tratamento radioterapico (2Gy), apresentou melhores resultados de citotoxicidade
celular que a radioterapia isolada, demonstrando ter efeito aditivo com significancia
estatistica. Os efeitos aditivos dos inibidores do mTOR associados a radioterapia ja
foram descritos na literatura. O temsirolimus, associado a radioterapia, foi avaliado em
linhagens de cancer de cabeca e pescoco (FaDu e SCC40) e modelos xenograficos,
apesar de nao ter sido radiossensibilizante para as linhagens FaDu e SCC40. No
modelo xenografico, a combina¢do com a radioterapia suprimiu o crescimento tumoral
de forma mais eficiente (109). Nas células HaCaT, o tratamento com os inibidores do
MTOR mostrou efeito radiosensibilizante com diferenca estatistica apenas com o
EGCG, apesar da tendéncia a menor viabilidade com associacao a radioterapia aos
outros inibidores do mTOR. O ensaio de radioterapia permitiu avaliar a viabilidade
celular das linhagens apds tratamento com os inibidores do mTOR no ICso sem
radioterapia, mostrando que o tratamento exclusivo com os inibidores do mTOR

resulta em viabilidade celular ao redor de 50% para todas as linhagens.

Uma explicacéo para o efeito sinérgico dos inibidores do mTOR e radioterapia
nas linhagens tumorais vem de um estudo em linhagens de cancer de mama MDA-
MB-231 e MCF-7. Andlise do western blot mostrou que a expressao de p-mTOR esta
superexpressa nas linhagens tumorais apds a radioterapia. O tratamento com
everolimo (20 nmol/L) associado a radioterapia reduziu a viabilidade celular, com
aumento da apoptose dependente de caspase e bloqueio do aumento da fosforilagéo
da S6K1, efetora da via do mTOR (110).

O teste de lesdo em monocamada- scratch assay foi realizado pos-tratamento
com a curcumina e o everolimo. Nas linhagem HelLa e HaCaT, as areas das feridas

nos pocos tratados com a curcumina no 1Cso apresentaram estabilidade nas 12 horas
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iniciais, sem tendéncia de fechamento, sendo estatisticamente diferentes do controle
nas horas 6 e 12 nas duas linhagens. Em linhagens tumorais de glioblastoma
multiforme, a curcumina, nas concentracdes de 10, 20 e 50uM, também reduziu a
migracao celular de forma dose-dependente apos tratamento de 2 horas (111). Com
24 horas de tratamento com a curcumina, as células HeLa e HaCaT, no presente
estudo, ja estavam inviaveis, ndo sendo mais possivel determinar as margens da
ferida para a linhagem HelLa. Dessa forma, um ensaio com concentragdo menor que

a utilizada (no caso o ICso de 50,15uM) poderia resultar em outras conclusdes.

Nos pocos tratados com o everolimo, observou-se uma tendéncia ao
fechamento da ferida tempo-dependente com as linhagens HelLa e HaCaT, assim
como o controle. Com 24h houve diferenca estatisticamente significativa da area da
ferida em relacdo ao controle para HeLa. Para a HaCaT houve diferenca estatistica
das areas dos pocos com o everolimo em relacdo ao controle com 2, 4, 12, 24, 48 e
72 horas. O teste de lesdo em monocamada também foi realizado com controle e o
everolimo em 7 linhagens de cancer escamoso de orofaringe nas concentragdes 1nM,
10nM e 100nM, com diminuicdo significativa do fechamento da ferida em 12h (112).
Outro estudo mostrou que a superexpressao do mTOR e dos efetores da sinalizagcéao
aumentam o potencial de invasdo e migracao, enquanto a inibicdo da sinalizacéo da
via do mTOR com inibidores do mTOR diminui invasao e migracdo em linhagens de
cancer de es6fago apds tratamento com o everolimo na concentracéo de 20 nM (113).
Dessa forma, o presente estudo apresentou menor interferéncia do everolimo na
migracdo celular, ao contrario do descrito na literatura, mesmo o ensaio tendo sido

realizado com concentragédo maior de everolimo (28,31 uM).

O perfil de morte celular induzido pelo tratamento com os inibidores do mTOR
na linhagem HelLa foi identificado pelo ensaio de citometria de fluxo com marcacéo
por Anexina V-FITC e 7-AAD. As células foram tratadas por 24h com o temsirolimus,

a curcumina e o resveratrol no ICso.

O resveratrol resultou em aparente aumento dos eventos positivos para
necrose. Contudo, a andlise citométrica ndo conseguiu diferenciar de forma clara os
eventos R1 (células viaveis/ndo marcadas) e R2 (necrose) para células tratadas com
resveratrol, por isso a analise ficou prejudicada. O presente estudo fez a analise da
citometria ap0s 24h do tratamento, apenas na concentracdo do ICso. O ensaio com

tratamento em menor concentragdo ou leitura mais precoce antes de 24h podem
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resultar em outros achados. O estudo de Fouad et al. com linhagens de céancer de
cOlon avaliou o efeito do tratamento com resveratrol, apresentando ativacdo dos
marcadores de apoptose caspase 3, caspase 6 e aumento da taxa de BAX/ proteina
reguladora da apoptose BCL-2 (BCL-2).(94) No presente estudo, ndo se observou
apoptose com o tratamento com o resveratrol apds 24h. Esse resultado se deu,
provavelmente em decorréncia do experimento ter sido realizado 24h apds o
tratamento. Possivelmente a apoptose poderia ter sido observada caso o tratamento

e analise fossem realizados em menor tempo (76).

Apés o tratamento com o temsirolimus, houve maior nimero de eventos
marcados para R4 (apoptose tardia/necrose) no presente estudo. A falta de marcacgéo
com apenas anexina, indicativo de apoptose inicial, ndo permite a afirmacgéo
categorica de que o temsirolimus causasse apoptose de fato, pois pode ter ocorrido
necrose. O tratamento com o everolimo 20nM, durante 48h em linhagens de cancer
escamoso de esdfago, ocasionou apoptose inicial (anexinat+/iodeto de propideo-)
(113). Por outro lado, dois estudos ndo reportaram apoptose apdés tratamento com o
temsirolimus. Estudo em linhagens de cancer de mama tratadas com o temsirolimus
nas concentracdes de 0,05nmol/L a 50uM néo evidenciou apoptose, sugerindo que a
inibicdo do crescimento celular seja resultado de efeitos anti-proliferativos (102). Um
estudo com linhagens de céancer de pulméo tratadas com o temsirolimus, na
concentracdo 10nM/L, também ndo demonstrou a presenca de apoptose, sugerindo
que o temsirolimus suprime a proliferacao celular por efeito citostatico (114).

A curcumina, no presente estudo, ndo resultou em marcacgéo para apoptose ou
necrose. Da mesma forma, estudo com linhagem tumoral de glioblastoma multiforme,
tratada com a curcumina 10uM por 24h, também né&o revelou apoptose no ensaio das
caspases, apesar dos efeitos anti-proliferativos determinados na avaliacdo com MTT
(111). Entretanto, trés estudos com células HelLa e a curcumina chegaram a
conclusdes distintas do presente estudo. Estudo com células HelLa tratadas com a
curcumina, na dose de 25uM por 48h, evidenciou aumento da expressao de caspase
3, efetora direta da apoptose e reducédo da expressao das proteinas anti-apoptoéticas
BCI-2 e BCl-xl (115). Outro estudo avaliou a apoptose com o0 ensaio de citometria de
fluxo de forma semelhante ao presente trabalho, sendo que o tratamento com a
curcumina por 48h, na linhagem HelLa nas concentracbes de 5 a 50uM, mostrou

aumento da apoptose inicial em até 12,37%, com relevancia estatistica (97). O estudo
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de Singh et al., com linhagens de cancer do colo do utero HelLa, SiHa e CaSki com o
tratamento com a curcumina entre 50 e 100uM, evidenciou apoptose com 0s ensaios
de citometria de fluxo e teste TUNEL (116).

Algumas limitagbes do presente estudo merecem ser consideradas. O ensaio
do MTT pode apresentar resultados inconsistentes para o resveratrol e o EGCG
devido a interferéncias com a taxa de reducdo do MTT pelos medicamentos. No teste
de monocamada, apos 24h de tratamento com a curcumina, as ceélulas estavam
invidveis. Dessa forma, um ensaio com concentracdo menor que a utilizada poderia
resultar em outras conclusdes para a migracéo celular. A citometria de fluxo com
marcacao por Anexina V-FITC e 7-AAD néao parece ser o método mais adequado para
avaliacdo de apoptose com a curcumina, devido a interferéncia do medicamento na
fluorescéncia. O ensaio de morte celular foi inconclusivo para apoptose, ap6s o
tratamento com os inibidores do mTOR no ICsp por 24h. Dessa forma, os tratamentos
por menor intervalo de tempo e/ou menor concentracado poderiam resultar em outros

achados.

O everolimo, o temsirolimus, o EGCG, o resveratrol e a curcumina tém
interferéncia na viabilidade celular na linhagem de cancer do colo do utero. Eles
também tém efeito sinérgico em associagcdo a radioterapia. Um resultado importante
foi que, dentre os inibidores avaliados, o Unico inibidor que foi seletivo para a linhagem
tumoral tanto em 24h quanto em 48h foi o resveratrol, muito embora tenha
apresentado os maiores resultados de ICso. O everolimo e o temsirolimus, que ja estao
incorporados no tratamento de cancer de rim e cancer de mama e ja foram avaliados
em estudos de fase 1 e fase 2 para o cancer do colo do Utero, tiveram os menores
valores de ICso no presente estudo. O everolimo e o temsirolimus n&o foram seletivos
para a linhagem tumoral e isso é compativel com o perfil de toxicidade apresentados

nos estudos clinicos.

Baseado nos resultados apresentados, novos estudos certamente merecem
ser feitos com os inibidores do mTOR no tratamento do cancer do colo do Utero e, em
especial, associados a radioterapia. Os inibidores derivados da dieta podem ser
aliados poderosos no tratamento do cancer do colo do utero, especialmente se
confirmada a seletividade para a célula tumoral. Considerando que a carcinogénese
do cancer do colo do utero, pela interagéo das oncoproteinas do HPV com o genoma

humano, leva a interferéncia na via da PI3BK/AKT/mTOR e as vias de sinalizagédo
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intracelular tém varios pontos de convergéncia, sendo o mTOR um importante efetor
de varias vias, os inibidores do mTOR como alvo terapéutico no cancer do colo do

Gtero tém importante racional bioldgico.
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7 CONCLUSAO

Frente aos objetivos propostos podemos concluir que:

Os inibidores do mTOR rapanalogos na concentracdo 10uM e os derivados da
dieta na concentracdo de 50uM mostraram potencial de toxicidade leve ou moderada
nas linhagens HeLa e HaCaT. Porém, nenhuma citotoxicidade demonstrou ser

intensa;

O resveratrol foi o inibidor do mTOR mais seletivo para a linhagem tumoral de

cancer do colo do utero, muito embora tenha apresentado os maiores valores de ICso;

O pré-tratamento das células com os inibidores do mTOR no ICso, seguido por
tratamento radioterapico (2Gy), apresentou maiores resultados de citotoxicidade que

a radioterapia isolada, demonstrando ter efeito aditivo com significancia estatistica;

A curcumina interferiu no fechamento das feridas nos experimentos com as

linhagens de HelLa e HaCaT de forma mais intensa que o everolimo;

O temsirolimus pode levar a apoptose tardia ou necrose apés 24h de
tratamento da HelLa e os resultados de apoptose com a curcumina e o resveratrol para

HelLa foram inconclusivos.
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